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RESUMO 
 
A Doença da Urina de Xarope de Bordo (DXB) é um erro inato do metabolismo (EIM) 
onde ocorre o acúmulo dos aminoácidos de cadeia ramificada (AACR) e de seus α-
cetoácidos de cadeia ramificada. Seu acúmulo leva à toxicidade no organismo devido 
a estes AACR atravessarem a barreira hematoencefálica (BHE) gerando danos 
cerebrais como encefalopatia nas primeiras semanas de vida, edema cerebral e 
desmielinização com lesão cerebral crônica. A inflamação tem sido considerada fator 
de risco para doenças neurodegenerativas, onde marcadores inflamatórios se 
relacionam cada vez mais com declínio cognitivo e demência. Estudos anteriores 
demonstram que processos inflamatórios possuem papel importante na fisiopatologia 
dos EIM, sendo demonstrado que pacientes que possuem DXB, tratados com dieta 
restritiva, possuem altos níveis de citocinas pró-inflamatórias, mostrando que 
mecanismos imunológicos podem estar associados a fisiopatologia da DXB. Dessa 
forma, a vitamina D (Vit. D), já conhecida por sua função de homeostase osteomineral, 
atua em diversos tecidos, sendo apontada como tendo potencial efeito de 
neuroproteção, e sua deficiência apontada como um componente importante no 
desenvolvimento de doenças do sistema neurológico. A presente pesquisa, de cunho 
experimental, objetivou avaliar os efeitos da Vit. D sobre parâmetros inflamatórios, 
sendo avaliados pelos níveis do fator de necrose tumoral alfa (TNF- α), interleucina 1 
beta (IL-1β) e interleucina 6 (IL-6) no córtex cerebral de animais submetidos a um 
modelo de DXB. Para isso, foram utilizados ratos Wistar machos, divididos em 4 
grupos: controle, DXB, Vit. D e DXB + Vit. D. Com relação aos resultados encontrados, 
identificou-se aumento estatisticamente significativo quanto ao TNF- α no grupo DXB 
+ Vit. D comparado com os grupos salina controle e DXB controle. Já nas citocinas IL-
1β e IL-6, foi observado um aumento nos grupos vit. D e DXB controle comparados 
com o grupo controle, bem como aumento no grupo DXB + Vit. D quando comparado 
com os grupos controle e DXB. O presente estudo aponta informações que 
corroboram com a atividade inflamatória aumentada na presença da DXB e aponta 
necessidade de maiores estudos em torno da ação da Vit. D, para melhor análise e 
entendimento de seus efeitos na DXB. 
 
Palavras-chave: Doença da Urina do Xarope de Bordo; Vitamina D; Neuroinflamação. 
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ABSTRACT 
 
The Maple Syrup Urine Disease (MSUD) is an inborn error of metabolism (IEM) 
characterized by the accumulation of branched-chain amino acids (BCAA) and their 
corresponding branched-chain α-ketoacids. This accumulation leads to organism 
toxicity as these BCAAs cross the blood-brain barrier (BBB), causing brain damage 
such as encephalopathy in the early weeks of life, cerebral edema, and demyelination 
with chronic brain injury. Inflammation has been considered a risk factor for 
neurodegenerative diseases, where inflammatory markers are increasingly associated 
with cognitive decline and dementia. Previous studies demonstrate that inflammatory 
processes play a crucial role in the pathophysiology of IEMs. It has been shown that 
patients with MSUD, treated with a restrictive diet, exhibit high levels of pro-
inflammatory cytokines, indicating that immunological mechanisms may be associated 
with MSUD pathophysiology. Thus, Vitamin D (Vit. D), known for its role in osteomineral 
homeostasis, acts in various tissues and is suggested as an important component in 
the development of immune system diseases and as a potential neuroprotective agent.  
This experimental study aimed to evaluate the effects of vitamin D on inflammatory 
parameters measured by the levels of tumor necrosis factor-alpha (TNF-α), interleukin 
1 beta (IL-1β), and interleukin 6 (IL-6) in the cerebral cortex of animals subjected to an 
MSUD model. Wistar rats were divided into four groups: control, MSUD, Vit. D, and 
MSUD + Vit. D. Regarding the results, we identified an increase in TNF-α in MSUD + 
vit. D compared to the control and MSUD control groups. For cytokines IL-1β and IL-
6, we observed an increase in the vit D and MSUD control groups compared to the 
control and also an increase in MSUD + vit. D compared to the control and MSUD 
control groups. This study provides information that corroborates the increase in 
inflammatory activity in MSUD and points out that more studies related to the action of 
vitamin D are needed to better understand its effects on MSUD. 
 
Keywords: Maple Syrup Urine Disease; Vitamin D; Neuroinflammation. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 ERROS INATOS DE METABOLISMO 

 

Erros inatos de metabolismo (EIM) são doenças de natureza genética que 

envolvem a deficiência de alguma via metabólica, causando falha da síntese, 

degradação, armazenamento e/ou transporte destas moléculas envolvidas e que leva 

ao mau funcionamento do metabolismo e/ou ao acúmulo de metabólitos 

intermediários tóxicos (El Husny e Fernandes-Caldato, 2006; Mak et al., 2013; Romão 

et al., 2017). 

O termo EIM foi citado pelo médico inglês Archibald Garrod em 1909 em 

seu livro com o mesmo nome. No livro, Garrod descreve casos de indivíduos que 

apresentavam na urina grandes quantidades do ácido homogentísico levando ao EIM 

chamado alcaptonúria que foi identificado em 1908. Ainda, descreve doenças como o 

albinismo, porfiria e pentosúria. A partir da investigação e descrição destas doenças, 

Garrod identificou sua correlação com alterações genéticas e observou que estas 

doenças eram transmitidas segundo as Leis de Mendel, dando então início à genética 

bioquímica (Garrod, 1996; Souza, 2002). 

Os EIM são classificados em duas categorias de acordo com as alterações 

encontradas, sendo a classificação mais utilizada a descrita por Saudubray e 

Charpentier em 1995: Categoria 01: aqueles que envolvem alterações em um único 

sistema orgânico ou órgão, que normalmente tem sintomas mais específicos, de 

identificação mais facilitada. A Categoria 02 inclui as doenças cujo defeito metabólico 

compromete uma via metabólica que envolve diversos órgãos e que apresentam 

manifestações sistêmicas diversas. A Categoria 02, por apresentar diversidade 

sistêmica de manifestações, ainda são divididas em três grupos, conforme se 

apresentam suas características de fenótipo e de fisiopatologia: o Grupo I é composto 

por aquelas que apresentem distúrbios da síntese de moléculas complexas; o Grupo 

II aquelas que geram acúmulo de metabólitos intermediários e geram toxicidade 

aguda e/ou crônica e, por fim, o Grupo III é composto por aquelas que apresentam 

deficiência na produção e/ou uso de energia para seus processos metabólitos (Araújo, 

2004). 

A manifestação clínica dos EIM é variável e correlacionada diretamente 

com a rota metabólica afetada. As crianças portadoras de muitos EIM, como aqueles 
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de manifestação aguda, parecem perfeitamente normais ao nascimento. A 

sintomatologia habitualmente é percebida quando há alteração do equilíbrio 

bioquímico mantido até o momento pelo indivíduo e normalmente já ocorre nos 

primeiros dias, semanas, meses e em alguns casos anos de vida de uma criança. 

Variam de sintomas leves à graves e apresentam sintomas muitas vezes inespecíficos, 

como letargia, recusa alimentar, icterícia, vômitos, diarreia, retardo de crescimento, 

alterações do desenvolvimento psicomotor, sintomas inclusive muito associados a 

outros diagnósticos como doenças infecciosas. Alguns EIM também apresentam 

sintomatologia discreta, de difícil percepção (Herber et al., 1996; Levin, 1999). 

As Diretrizes para Atenção Integral às Pessoas com Doenças Raras do 

Ministério da Saúde, em 2014, apontam um aumento destas doenças para 550 e 

estima que no país tenham 3000 novos casos de EIM a cada ano (Brasil, 2014). Ainda, 

quanto ao diagnóstico e acompanhamento, no Brasil, o Sistema Único de Saúde criou 

em 06 de junho de 2001 o Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN), o qual 

em 2014 atingia cerca de 84% dos recém-nascidos no país e que, gratuitamente, 

através do Teste do Pezinho identifica e dá seguimento ao acompanhamento dos 

portadores dos seguintes EIM: fenilcetonúria e deficiência de biotinase (Brasil, 2016). 

Os demais EIM são identificados apenas no teste do pezinho do sistema privado e/ou 

por testes genéticos ofertados dentro do PNTN. 

 

1.2 DOENÇA DA URINA DO XAROPE DE BORDO 

 

A DXB é considerada um EIM e foi descrita pela primeira vez em 1954 por 

Menkes como uma doença neurodegenerativa de início rápido. É causada por um 

defeito no metabolismo no que concerne à atividade do complexo alfa-cetoácido 

desidrogenase de cadeia ramificada (CDCCR). Este complexo é responsável pela 

degradação dos AACR: leucina, isoleucina e a valina (Edelmann et al., 2001; Strauss 

e Morton, 2003). O defeito é transmitido em um padrão autossômico recessivo 

(Edelmann et al., 2001). 

A análise do soro e da urina de pacientes com os mesmos sintomas em 

1957, realizada por Westall, Dancis e Miller, demonstrou o aumento de três AACR, 

leucina, isoleucina e valina. Já em 1959, Menkes isolou os alfacetoácidos destes 

AACR, α-cetoisocapróico, ácido α-ceto-β-metil valérico e ácido α-cetoisovalérico na 

urina e no plasma de pacientes. O acúmulo de AACR e cetoácidos presente em 
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pacientes com a DXB é causado pela deficiência da atividade do CDCCR, responsável 

pelo processo de metabolismo dos AACR (Menkes, 1959). A Figura 1 esquematiza a 

fisiopatologia da DXB: 

 

Figura 1 – Metabolismo dos AACR - Os aminoácidos são transaminados em seus alfacetoácidos pela 

aminotransferase de cadeia ramificada, estes passam por uma descarboxilação oxidativa catalisada 

pelo CDCCR. Fonte: Adaptado de Blackburn et al., 2017. 

 

Estima-se uma incidência aproximada de 01 caso para cada 185.000 

nascidos vivos, que afeta tanto homens como mulheres e há uma incidência maior em 

indivíduos nascidos de pais com consanguinidade (Edelmann et al., 2001; Strauss e 

Morton, 2003). No Brasil o único estudo encontrado acerca do perfil da DXB aponta 

incidência aproximada de 01 caso para cada 100.000 nascidos vivos (Herber et al., 

2015). 

A descoberta inicial da DXB ocorreu por volta de 1954 pelo neurologista 

pediátrico austríaco-americano Menkes, que descreveu no mesmo ano a observação 

de alterações neurodegenerativas em 04 pessoas da mesma família, onde os 

sintomas iniciaram na primeira semana de vida e todos foram a óbito nos 3 primeiros 
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meses de vida. Cabe destaque à sintomatologia em que Menkes observou a presença 

de odor da urina semelhante ao xarope de bordo: odor adocicado, parecido com 

açúcar queimado/caramelo, o que deu origem do nome da DXB (Menkes, 1954). 

Em bebês que apresentam a doença, já nas primeiras 48 horas de vida, 

podem ser observados sintomas e achados de cetonúria, dificuldades alimentares e 

irritabilidade, evoluindo para, com aproximadamente 5 dias de vida, a progressão e 

desenvolvimento dos danos neurológicos, apresentando letargia, irritabilidade, apneia 

e, em alguns casos, o odor na urina característico da doença (Strauss e Morton, 2003; 

Hassan e Gupta, 2022). Por volta dos 7 a 10 dias de vida, caso o paciente não seja 

tratado, costuma evoluir para coma e insuficiência respiratória, podendo levar a óbito. 

Nos casos mais leves da doença, aqueles que não evoluem para óbito, costumam 

desenvolver sinais de atraso no desenvolvimento neurológico, como atraso dos 

marcos de desenvolvimento neuropsicomotor (deficiência cognitiva, alterações 

motoras) e atrofia cerebral (Chuang e Shih, 2001; Hassan e Gupta, 2022). 

Estas manifestações clínicas são variáveis de acordo com os subtipos da 

doença e são definidas pelos diferentes fenótipos, que vão estar correlacionados com 

diferenças no defeito da atividade enzimática. Estes fenótipos são classificados em: 

forma clássica, intermediária, intermitente, responsivo à tiamina e subtipos de 

deficiência de lipoamida desidrogenase E3. Clinicamente, estes fenótipos são 

diferenciados a partir da idade de início, apresentação clínica e da atividade residual 

do CDCCR (Edelmann et al., 2001; Blackburn, 2017). 

No fenótipo clássico, aproximadamente até 2% da atividade do CDCCR é 

mantida, o que pode ser detectado nas primeiras horas de vida. Além disso, pode 

ocorrer a presença de um odor semelhante a xarope de bordo no cerúmen e na urina 

durante a primeira semana de vida. Quando não ocorre a identificação e tratamento 

precoce, podem desenvolver irritabilidade, má alimentação, letargia, apneia 

intermitente, opistótono e movimentos de bicicleta, coma e óbito. Em bebês e crianças 

há presença de náuseas, anorexia, distonia e ataxia. Em crianças maiores, há 

presença de comprometimento cognitivo, hiperatividade, distúrbios do sono, 

alucinações, distonia focal, coreoatetose e ataxia (Levin et al., 1993; Strauss et al., 

2010; Blackburn, 2017). Nesta forma, há elevação de AACR e aloisoleucina no plasma, 

bem como elevação de alfa-cetoácidos de cadeia ramificada na urina (Blackburn, 

2017). Esta é a forma mais prevalente, observada em cerca de 80% dos casos, e é 

considerada a mais grave (Chuang et al., 2019). 
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A forma intermediária por sua vez, tem sintomas iniciados por volta dos 5-

7 meses de vida, com sinais e sintomas semelhantes à forma clássica, porém com 

sintomatologia menos grave, podendo apresentar odor do xarope de bordo no 

cerúmen e na urina e, em crianças maiores, problemas de alimentação e crescimento 

deficiente. Os indivíduos com esta forma têm cerca de até 30% da atividade da 

CDCCR (Chuang e Shih, 2001; Chuang et al., 2019). 

Os pacientes com DXB com o fenótipo intermitente, por sua vez, possuem 

em sua maioria crescimento e desenvolvimento neurológico normais, porém em 

situações de estresse podem apresentar encefalopatia, bem como apresentam AACR 

normais quando os pacientes se encontram estáveis. Quando em situações de 

estresse, a sintomatologia e marcadores bioquímicos costumam ser semelhantes à 

forma clássica (Chuang e Shih, 2001; Strauss et al., 2010). 

A DXB, quando na sua forma responsiva à tiamina, apresenta as 

manifestações clínicas de maneira branda e rara. Apresentam cerca de 2 a 40% da 

atividade enzimática presente. Os indivíduos que têm este fenótipo apresentam 

sintomas semelhantes à forma intermediária, podendo apresentar atraso no 

desenvolvimento físico e motor, intolerância a alimentos com proteína, piora 

neurológica na vigência de febre ou infecções, baixo peso, vômitos, além de 

cetoacidose, apesar deste último ser uma complicação com pouca frequência 

(Chuang e Shih, 2001; Chuang et al., 2004). 

O fenótipo de subtipos de deficiência de lipoamida desidrogenase E3, 

considerado o mais raro dos fenótipos da DXB, possui como alteração bioquímica e 

enzimática elevação dos AACR, da aloisoleucina, aumento de lactato, piruvato e 

alanina no plasma, e alfa-cetoácidos de cadeia ramificada elevados e α-cetoglutarato 

na urina (Chuang e Shih, 2001). Esta forma ainda apresenta como sintomatologia 

neurológica já de início precoce: hipotonia, atraso no desenvolvimento, êmese, 

hepatomegalia, letargia, convulsões, espasticidade, síndrome de Leigh, retardo de 

crescimento, além de fenótipo hepático: náusea, êmese, hepatomegalia, 

encefalopatia hepática (Chuang e Shih, 2001). 

Em todas suas formas, a atividade enzimática estará relacionada 

diretamente ao defeito genético, porém não exclusivamente, pois o fenótipo da doença 

estará diretamente relacionado a fatores como ingestão calórica, proteica, infecções, 

estresse e crescimento (Chuang e Shih, 2001; Strauss et al., 2010). 
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O diagnóstico da DXB, normalmente, é solicitado a partir da presença de 

manifestações clínicas sugestivas da doença, na presença de história familiar prévia 

e/ou na triagem positiva para DXB (Chuang e Shih, 2001; Strauss et al., 2006). A 

triagem neonatal para DXB, ainda não ofertada pelo SUS, está disponível na rede 

privada pelo Teste do Pezinho Ampliado, o qual permite identificar a DXB por meio de 

espectrometria de massa em tandem (MS/MS), enquanto o paciente ainda está 

assintomático, favorecendo o início do tratamento precoce (Simon et al., 2006). 

A confirmação diante de sintomatologia clínica ou teste de triagem alterado 

é realizada laboratorialmente através de dosagens quantitativas dos aminoácidos 

séricos e urinários. Especialmente, dosagem de concentrações plasmáticas de 

leucina, isoleucina e valina, bem como seus respectivos alfa-cetoácidos (Chuang et 

al., 2006; Wajner e Vargas, 2002). 

Uma vez diagnosticada, a DXB é tratada através de terapia nutricional, a 

qual deve ser iniciada o mais precoce possível, restringindo os AACR da dieta do 

indivíduo (Strauss e Morton, 2003; Serra et al., 2010). No que concerne à terapia 

nutricional, associada à dieta, pode haver a indicação de suplementação via nutrição 

enteral composta por aminoácidos restritos em leucina, isoleucina e valina, 

combinados com glicose, lipídeos e vitaminas, visando melhorar os quadros de 

descompensação nutricional (Rogers et al., 1962; Wendel et al., 1982; Ramon e 

Jauregui, 2005). Em estágios agudos e graves da doença, a hemofiltração e diálise 

são opções exógenas de tratamento (Nelson e Cox, 2013). Algumas pesquisas têm 

apontado o transplante de fígado como opção viável e razoável em termos de eficácia 

global e proteção contra a progressão da doença (Strauss et al., 2006; Skvorak, 2009; 

Friedrich et al., 2012). O transplante hepático pode aumentar em cerca de 10% da 

atividade do CDCCR no organismo, valor este sendo considerado suficiente para 

manter o equilíbrio, aumentando a tolerância do paciente à ingestão mínima de 

proteínas e, associado à dieta, evitar a descompensação da doença e melhorar o 

padrão de ingesta nutricional seguro ao paciente (Strauss et al., 2016). 
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1.3 RESPOSTA INFLAMATÓRIA E DXB 

 

A resposta inflamatória representa uma resposta adaptativa ao dano 

tecidual, visando a restauração do tecido e sua homeostase (Parkin e Cohen, 2001; 

Okin e Medzhitov, 2012). Okin e Medzhitov (2012) descrevem que a resposta 

inflamatória é heterogênea por natureza, pois pode ser desencadeada por diversos 

estímulos, incluindo lesões e infecções, e envolve diferentes células e mediadores no 

processo. A resposta inflamatória gera um alto custo-benefício: pode salvar vidas, 

porém uma resposta excessiva pode desencadear danos aos tecidos e em suas 

funções, podendo desencadear doenças neurodegenerativas (Okin e Medzhitov, 

2012). 

A resposta inflamatória típica caracteriza-se por alguns mecanismos: 

mecanismo de indução inflamatória, mecanismo sensor (receptores que reconhecem 

padrões de dano), bem como pelo mecanismo de ativação das vias inflamatórias, 

liberação de mediadores inflamatórios e o recrutamento celular para o tecido alvo 

(Medzhitov, 2008; Medzhitov, 2010). Dependendo da natureza dos indutores, as 

células com sensores irão produzir combinações e quantidades diferentes de 

mediadores, criando respostas únicas para o estímulo e que poderá variar de acordo 

com a injúria e tecido afetados (Medzhitov, 2008; Medzhitov, 2010; Chen et al., 2018). 

Como mediadores na condução da reposta inflamatória, as citocinas são 

polipeptídeos ou glicoproteínas extracelulares produzidas por diversos tipos celulares 

no local da injúria tecidual, geralmente são produzidas em cascatas (Lin, Calvano e 

Lowry, 2000; Zhang e Na, 2007). As citocinas são mediadores essenciais para 

conduzir a resposta inflamatória aos locais de infecção e lesão, favorecendo a 

cicatrização adequada da ferida (Lin, Calvano e Lowry, 2000; Sommer e White, 2010). 

Estas citocinas desempenham funções diversas, influenciando principalmente 

atividades de diferenciação e proliferação celular, bem como na produção de outras 

citocinas que podem aumentar (pró-inflamatória) ou atenuar a resposta inflamatória 

(anti-inflamatória). Citocinas pró-inflamatórias incluem as interleucinas (IL) 1β, 2, 6, 7 

e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) enquanto as anti-inflamatórias temos as IL 

4, 10 e 13 e o fator transformador de crescimento β (FTCβ) (Curfs, Meis e Hoogkamp-

Korstanje, 1997, Sommer e White, 2010).  
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Dentre as citocinas pró-inflamatórias, o TNF-α, produzido principalmente 

por monócitos, macrófagos e linfócitos-T, desempenha um papel importante nas 

funções pró-inflamatórias, sendo também responsável pelo desencadeamento da 

apoptose celular (Lin, Calvano e Lowry, 2000; Zhang e An, 2007). Usualmente, o TNF-

α é um dos mediadores mais precoces da reposta inflamatória, embora tenha uma 

meia vida plasmática de cerca de 20 minutos, provoca mudanças hemodinâmicas e 

plasmáticas, além de acionar a produção e outras citocinas da resposta inflamatória 

(Curfs, Meis e Hoogkamp-Korstanje, 1997). Entre essas ações, pode-se citar a 

ativação da coagulação, a liberação/expressão de moléculas de adesão, fator ativador 

de plaquetas, glicocorticóides, estimular a lipólise e influenciar/desencadear a 

apoptose celular (Curfs, Meis e Hoogkamp-Korstanje, 1997; Raeburn et al., 2022). 

A citocina pró-inflamatória IL-1β, por sua vez, é produzida por macrófagos 

e monócitos, sintetizada como uma proteína precursora (Pro-IL-1β) e expressa em 

neurônios nociceptivos do gânglio da raiz dorsal (Lin, Calvano e Lowry, 2000; Raeburn 

et al., 2002; Zhang e An, 2007). Seu mecanismo de atuação ocorre através da ativação 

da ciclooxigenase-2, produzindo a prostraglandina-E2 no hipotálamo anterior, óxido 

nítrico (ativando a enzima óxido nítrico sintase e moléculas de adesão endotelial 

(Raeburn et al., 2002; Zhang e An, 2007; Wolf et al., 2008). 

Por sua vez, a IL-6, como citocina pró-inflamatória e anti-inflamatória, é 

uma glicoproteína secretada por diversos tipos celulares, como macrófagos, linfócitos, 

monócitos, hepatócitos, glia, eosinófilos, sendo que o TNF- α e a IL- β são potentes 

indutores da sua expressão (Curfs, Meis e Hoogkamp-Korstanje, 1997; Sommer e 

White, 2010). A IL-6, enquanto pró-inflamatória, promove a ativação e maturação de 

neutrófilos, macrófagos e diferenciação de linfócitos-T citotóxicos e células natural 

killer (NK). Além disso, ativa astrócitos e micróglia, regulando a expressão de 

neuropeptídeos após lesão neuronal, contribuindo para sua regeneração (Curfs, Meis 

e Hoogkamp-Korstanje, 1997; Lin, Calvano e Lowry, 2000; Raeburn et al., 2002). 

Na DXB, alguns estudos sugerem que os danos neurológicos causados na 

doença tenham correlação com inflamação sustentada e ativação do sistema 

imunológico (Mescka et al., 2015; Scaini et al., 2018). Vem-se observando que os 

níveis elevados de AACR aumentam as reações inflamatórias em pacientes e modelos 

experimentais (Rosa et al., 2016; Scaini et al., 2014; Scaini et al., 2018). Zhenyukh (et 

al., 2017) apontam, em pesquisa com análise in vitro, após administração de 

10mmol/L de AACR (valores semelhantes ao de pacientes com DXB), a ativação do 
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fator nuclear- κB e genes pró-inflamatórios. Segundo Bridi (et al., 2005), em estudo in 

vitro demonstrou que a incubação de AACR com córtex de rato estimulou a 

peroxidação lipídica e atuou na depleção das defesas antioxidantes. Em concordância 

com estes estudos, Mescka (et al., 2011; Mescka et al., 2016) também evidenciou 

desequilíbrio entre o dano oxidativo e a defesa antioxidante em ratos que receberam 

administração repetidamente de AACR por via subcutânea no qual também avaliou 

dano oxidativo, como peroxidação lipídica e de proteínas significativamente maiores 

no córtex de ratos modelo DXB em comparação ao grupo controle. 

Scaini (et al., 2018) sugere em pesquisa que a inflamação pode 

desempenhar papel fundamental na fisiopatologia da DXB após investigar níveis de 

biomarcadores inflamatórios em plasma de 12 pacientes com diagnóstico de DXB e 

tratados. Nesta pesquisa identificaram que pacientes com dietas restritas em 

proteínas apresentavam altos níveis de citocinas pró-inflamatórias (IFN-γ, TNF-α, IL-

1β e IL-6). Já em pacientes DXB comparativamente à pacientes saudáveis, não foram 

identificadas alterações significativas quanto aos níveis plasmáticos de IL-2, IL-4, IL-

5, IL-7, IL-8 e IL-10. Embora estudos apontem a correlação dos danos da DXB com 

fatores inflamatórios a nível neurológico, ainda são poucas pesquisas na área.  

 

1.4 VITAMINA D E SUAS FUNÇÕES ANTIINFLAMATÓRIAS 

 

A descoberta da Vit. D ocorreu juntamente com a elucidação do raquitismo 

por volta do século XVII, doença caracterizada por perturbações no metabolismo do 

cálcio e do fósforo e que apresenta alterações físicas, especialmente em ossos e 

dentes (Silva, 2007). Em 1928, Adolf Windaus conseguiu apresentar sua estrutura 

química e sua correlação com o tratamento de doenças, em especial o raquitismo 

(Deluca, 2004; Silva, 2007). 

A Vit. D é constituída de um pró-hormônio não esteróide lipossolúvel e, 

apesar de diferentes formas nutricionais, duas formas são de relevância científica: 

colecalciferol ou Vitamina D3, originada de fontes animais e considerada a mais 

importante a nível nutricional e nas funções biológicas e o ergocalciferol ou vitamina 

D2, que é de origem vegetal e é obtida, principalmente, por exposição solar (Silva, 

2007; Wimalawansa, 2012; Lichtenstein et al., 2013).   
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Ambas as formas são inertes para o organismo humano e precisam ser 

convertidas para sua forma ativa através de raios solares, mais precisamente dos 

raios ultravioleta (Kimball, Fuleihan e Vieth, 2008; Castro, 2011; Borges, 2014). A 

vitamina D3 é produzida na pele por mediação destes raios Ultravioleta B (UVB), cujo 

comprimento de onda está na faixa de 290-315nm, convertendo então 7-

diidrocolesterol ao precursor da vitamina D3 chamada pré-vitamina D3. Este precursor 

então sofre outra reação não enzimática e produz, na pele, uma isomerização térmica 

atingindo um pico de Vit. D em 30-60 dias após a exposição solar. Após este período, 

a vitamina D3 vai para corrente sanguínea, chegando ao fígado onde é convertida em 

25-hidroxivitamina-D3 ou 25(OH)D3 (calcidiol) através da família de enzimas do 

citocromo P450 (Kimball, Fuleihan e Vieth, 2008; Castro, 2011). Então a 25(OH)D3 é 

convertida em 1,25-diidroxivitamina D ou 1,25(2OH) D3 (calcitriol) pela enzima 

mitocondrial CYP27B1-hidroxilase das células epiteliais dos túbulos proximais renais 

e este metabólito é o que se liga aos receptores teciduais e que irá modular a 

expressão gênica e ações subsequentes (Castro, 2011; Lichtenstein et al., 2013). 

O processo metabólito da Vit. D fica melhor explícito na Figura 2: 

Figura 2 – Metabolismo Vit. D. Fonte: Lichtenstein et al., 2013. 
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Sabe-se que o papel mais relevante e conhecido da Vit. D até o momento 

é acerca da homeostase do cálcio e fosfato, que são elementos essenciais no 

metabolismo e síntese óssea (Castro, 2011; Borges, 2014). Porém, várias são as 

pesquisas que apontam que, na hipovitaminose da Vit. D, há correlação com o 

desenvolvimento de doenças cardiovasculares, diabetes e doenças 

neurodegenerativas (Dobnig et al., 2008; Kunadian et al., 2014; Ashtari et al., 2015; 

Tao et al., 2017; Plantone et al., 2023). 

Quanto ao metabolismo osteomineral, o calcitriol atua diretamente no 

intestino, promovendo a absorção ativa de cálcio na região do duodeno e absorção 

passiva no jejuno, através da estimulação de proteínas presentes nos enterócitos que, 

por sua vez, promovem captação de cálcio. Atua também na absorção intestinal de 

fosfato, envolvendo a ativação de proteínas e fatores de crescimento nas porções do 

duodeno e jejuno (Castro, 2011). 

Quanto às ações não relacionadas ao metabolismo osteomineral, sabe-se 

que as funções biológicas da Vit. D ocorrem a partir da ligação ao seu receptor de Vit. 

D (VDR), que está presente no núcleo das células alvo. Esses receptores foram 

identificados em 36 tecidos, que são capazes de responder fisiologicamente à Vit. D, 

o que sugere sua correlação fisiológica com diversas patologias, como as já citadas 

previamente: doenças cardiovasculares, neurodegenerativas, diabetes entre outras 

(Norman, 2008; Castro, 2011; Schug e Garcia, 2011; Bouillio, 2011).  Dentre esses 

tecidos, pode-se citar a presença de seus receptores nos rins, glândulas paratireóides, 

intestino, osso, próstata, mama, cólon, pâncreas, células do sistema imune, cérebro, 

tecido muscular entre outros (Schug e Garcia, 2011; Bouillio, 2011). 

A deficiência de Vit. D está associada à pesquisas em diversas áreas e 

diferentes comorbidades. Dentre elas vem associando-se a hipovitaminose D á 

condições imunológicas como a esclerose múltiplas, Diabetes Mellitus tipo I, artrite 

reumatóide, doença inflamatória intestinal, também se associa à distúrbios de humor 

e alguns cânceres, sendo que estas são associações, porém não estabelecem relação 

causal (Misra, 2013). 

Mais especificamente no sistema imunológico Hewison (2010a) descreve 

que a 1,25 (OH)2D apresenta papel imunorregulatório autócrino em várias células 

(CD4+, CD8+, Linfócitos T e células apresentadoras de antígenos). O autor ainda 

aponta que a 1,25 (OH)2D participa da regulação das células precursoras em células 

mais especializadas do sistema monocítico-macrofágico. Em concentrações baixas 



24 

 

de 25(OH)D, o sistema imunológico favorece o desenvolvimento de células T 

autorreativas direcionadas contra os próprios tecidos e a síntese de IL-12 e interferon 

gama que são citocinas pró-inflamatórias, predispondo à um aumento de desenvolver 

doenças autoimunes (Hewison, 2010b). 

No tecido cerebral de camundongos embrionários, Marini (et al., 2010) 

demonstrou que a ativação dos VDR apresenta ações estimulatórias, crescimento 

neural e moduladoras do desenvolvimento cerebral. Eyles (et al., 2005) propõe a partir 

de estudo moleculares que, como várias células do cérebro humano expressam o 

VDR, a 1,25(OH)2D exerce ações autócrinas e parácrinas na regulação de funções 

cerebrais como o sono, emocionais e cognitivas. Porém, pontua que as informações 

são insuficientes para descrever como este processo ocorreria ou para definir 

causalidade associada a doenças neurodegenerativas. 

 
1.5 JUSTIFICATIVA 
 

Pacientes com diagnóstico de DXB possuem danos neurológicos, 

principalmente na cognição e aprendizagem, podendo evoluir para condições mais 

críticas de saúde, e até mesmo óbito. O acúmulo dos AACR é apontado como fator 

causal desses danos, pois promove, em estruturas cerebrais, processo de estresse 

oxidativo e inflamação por longos períodos, levando à hipótese de que a inflamação é 

um dos fatores de causalidade da fisiopatologia da DXB. 

Outro ponto importante é a função da Vit. D no organismo como potencial 

neuroprotetor, função esta que aponta que a Vit. D tem papel fundamental na 

prevenção de danos aos tecidos cerebrais, bem como reestabelecimento da 

homeostase quando suplementada em indivíduos com hipovitaminose. No entanto, 

sua ação ainda não está totalmente elucidada em diversas doenças. 

Dessa forma, pesquisas que envolvam a DXB e Vit. D são escassas. Assim, 

este projeto de pesquisa buscou aumentar o entendimento acerca da interferência que 

a Vit. D tem sobre as citocinas do processo inflamatório na DXB. Desta maneira, 

almejamos contribuir para o estudo de estratégias terapêuticas existentes e sua 

relação na fisiopatologia da DXB. 

 

 

 



25 

 

2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

• Avaliar os efeitos da Vit. D sobre citocinas inflamatórias em 

um modelo da DXB. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Avaliar os níveis da citocina pró-inflamatória TNF-α em animais 

submetidos a DXB e tratados com Vit. D. 

• Avaliar os níveis da citocina pró-inflamatória IL-1β em animais 

submetidos a DXB e tratados com Vit. D. 

• Avaliar os níveis da citocina pró-inflamatória e anti-inflamatória IL-

6 em animais submetidos a DXB e tratados com Vit. D. 
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3. METODOLOGIA 

 

3.1 ANIMAIS E ASPECTOS ÉTICOS 

 

No presente experimento optou-se pelo uso de ratos da espécie Rattus 

norvegicus (ratos Wistar), devido a DXB ser uma doença rara, de difícil acesso aos 

pacientes para fins de pesquisa, bem como nas análises neuroquímicas há a 

necessidade de retirada das estruturas cerebrais, procedimento este inviável em 

humanos. Os animais foram expostos ao modelo de DXB, conforme descrito por Bridi 

(et al., 2006), e receberam um pool de AACR a cada 12hrs. 

Foram utilizados um total de 32 ratos Wistar, machos, com 7 dias de vida. 

Estes animais provenientes do Biotério da UNESC, foram acondicionados com as 

mães até o desmame, ocorrido no 21º dia. Após isto, os animais foram acondicionados 

em caixas (quantidade de animais varia de acordo com a ninhada), sob ciclo claro-

escuro de 12hrs (7:00hrs às 19:00hrs), com temperatura ambiente mantida constante 

entre 23ºC, ±1ºC, através de exaustor de ar. As caixas foram trocadas semanalmente, 

bem como alimentação e água, ofertados ad libitum. O estudo seguiu as 

recomendações internacionais para o cuidado e o uso de animais do Conselho 

Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA). O experimento foi 

aprovado pelo Comitê de Ética para o Uso de Animais (CEUA) da Universidade do 

Extremo Sul Catarinense sob o protocolo 61/2021 (Anexo I). 

 

3.2 DESENHO EXPERIMENTAL 

 

Os animais do experimento foram divididos em 4 grupos experimentais: 

● Grupo 1 – Salina controle (n=8) – receberam solução salina 0,9% via 

subcutânea e óleo de soja via gavagem; 

● Grupo 2 - DXB controle (n=8) – receberam o pool de AACR (15,8 µL/g) 

via subcutâneo e óleo de soja via gavagem; 

● Grupo 3 - Vit. D (n=8) – receberam solução salina 0,9% via subcutânea 

+ vitamina D3 (100UI/Kg de peso corporal) via gavagem; 

● Grupo 4 - DXB + Vit. D (n=8) – receberam o pool de AACR (15,8 µL/g) 

via subcutâneo + vitamina D3 (100UI/Kg de peso corporal) via gavagem. 
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O início do experimento se deu quando os animais completaram 7 dias de 

idade, sendo então iniciado o tratamento de acordo com o grupo experimental ao qual 

pertenciam conforme descrição anterior. Cabe salientar que o pool de AACR e a 

solução salina foram administrados via subcutânea de 12 em 12 horas, enquanto o 

tratamento com Vit. D ou óleo de soja via gavagem de 24 em 24 horas, durante 21 

dias (Figura 3). 

 

 
Figura 3 - Esquema experimental (Fonte: Autor) 

 

Após 12 horas da última administração (21º dia), foi realizada a eutanásia 

e, sequencialmente, a dissecação do córtex cerebral para avaliação das citocinas 

TNF- α, IL-1β e IL-6. 

 

3.3 LOCAL DE REALIZAÇÃO EXPERIMENTO 

 

Este projeto foi desenvolvido no Laboratório de Doenças Neurometabólicas 

da Universidade do Extremo Sul Catarinense, onde foram realizados os 

procedimentos que envolvem a indução do modelo animal, avaliação de parâmetros 

inflamatórios e análises estatísticas. 
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3.4 DESCARTE DE RESÍDUOS 

 

Após a retirada da estrutura de córtex cerebral, o descarte dos animais 

seguiu-se da seguinte forma: os animais foram acondicionados em saco branco 

leitoso e encaminhados para conservação no freezer da universidade. Após 

conservação, as carcaças foram coletadas e transportadas por empresa terceirizada. 

Os resíduos foram tratados fisicamente e posteriormente encaminhados para 

disposição final em aterro sanitário. Todos os procedimentos seguiram conforme RDC 

nº 306/2004 da ANVISA (Agência Nacional de Vigilância Sanitária). 

 

3.5 ANÁLISES BIOQUÍMICAS 

 

3.5.1 Dosagem de proteínas 

 

Foi realizada através do método modificado de Lowry e colaboradores 

(1951), utilizando-se albumina bovina como padrão. O princípio do método é baseado 

na redução do reagente Folin-Ciocalteau na presença do catalisador cobre (II) quando 

reage com as proteínas de uma amostra. Dessa forma, as amostras foram 

homogeneizadas na proporção 1:10, em tampão fosfato de sódio 20 mM + KCl 140mM 

pH 7,4 para posterior centrifugação a 3500rpm por 10 minutos a 4ºC. Para a curva 

padrão, foi utilizada albumina bovina 1mg/mL, 1mL de reativo C formado pela mistura 

dos reagentes A, B1 e B2 (100:1:1) e água. Para as amostras, foi utilizado volume de 

10uL, 1mL de reativo C e 190uL de água. Após pipetar todos os reagentes, foi 

misturado utilizando vórtex, e incubado por 10 min a temperatura ambiente. Logo após, 

foi adicionado no escuro 100uL do reagente Folin-Ciocalteau 1N em todas as 

amostras e na curva, agitado no vórtex novamente e incubado novamente por 20 min 

no escuro a temperatura ambiente. Após incubação parte do volume foi colocado em 

placa de 96 poços para realização da leitura no spectramax a 650nm. Os valores 

foram expressos em mg. 
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3.5.2 Parâmetros de Inflamação 

 

Para dosagem das citocinas TNF-α, IL1β, IL6: foi utilizado o método 

enzyme-linked immunoabsorbent assay (DuoSet ELISA) de captura (R&amp; D 

System, Inc., Minneapolis, USA). Para isso, inicialmente, a placa foi sensibilizada com 

anticorpo de captura e foi incubada overnight à temperatura ambiente. Após o tempo 

de incubação, o anticorpo de captura foi aspirado e foram realizadas 5 lavagens com 

o tampão de lavagem - tampão fosfato-salino PBS (pH 7,4) contendo 0.05% de tween 

20. Após a remoção completa do tampão de lavagem, foi realizado o bloqueio com 

300uL de 1% de albumina bovina, em temperatura ambiente, por 1 hora. Após foi 

novamente feita a lavagem e remoção completa de tampão conforme citado, para 

então ser adicionado 100uL de amostra ou padrão para curva e incubado por 2 horas 

a temperatura ambiente. Finalizado o tempo de incubação, foi lavado novamente e 

adicionado 100uL do anticorpo de detecção, sendo incubado por 2 horas. Foram 

repetidas as lavagens para a adição de 100uL estreptavidina conjugada à peroxidase 

(Streptavidin-HRP) e incubada por 20 minutos. Novamente foi realizada a lavagem e 

após, a adição de 100uL da solução de substrato TMB (reagente 3,3',5,5'-

Tetrametilbenzidina), incubado por mais 20 minutos. Após o tempo, a reação foi 

parada pela adição de 50uL de ácido sulfúrico 2N e então foi feita a leitura em leitor 

de placa (spectramax plus) a 450nm. Os resultados estão expressos como pg/mg de 

proteína. 

 

3.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os parâmetros inflamatórios foram analisados inicialmente pelo teste de 

normalidade e após, por meio da análise de variância de duas vias ANOVA, 

considerando p ≤ 0,05, seguido de teste de Tukey como post hoc. Os dados estão 

expressos como média ± desvio padrão, considerando os valores de p ≤ 0,05 como 

significativos. Para a construção dos gráficos deste estudo, foi utilizado o software 

GraphPad Prism, versão 9.0. 
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4 RESULTADOS 

 

Com relação aos parâmetros avaliados, pode-se observar que não houve 

diferença estatisticamente significativa nos níveis de TNF-α no córtex cerebral entre 

animais dos grupos salina Vit. D e salina controle. Entretanto, houve aumento 

estatisticamente significativo entre o grupo DXB + Vit. D comparativamente ao grupo 

salina controle e DXB controle (Figura 4). 

 

 

 Dados expressos como média e desvio padrão, considerando p < 0,05 como significativo, 
sendo * comparado ao salina controle e # comparado ao grupo DXB controle (ANOVA de duas vias, 
seguido de Post hoc de Tukey). 

 

A figura 5 mostra dados referentes às dosagens dos níveis de IL-1β. Pode-

se observar que houve aumento estatisticamente significativo nos níveis de IL-1β nos 

animais do grupo salina Vit. D comparativamente o grupo salina controle. Também 

houve aumento estatisticamente significativo entre o grupo DXB + Vit. D 

comparativamente ao grupo salina controle e DXB controle. 

  

 

Figura 5 – Efeito da vitamina D sobre IL-1β no córtex cerebral de ratos expostos a um modelo de DXB. 
Dados expressos como média e desvio padrão, considerando p < 0,05 como significativo, sendo * 
comparado ao salina controle e # comparado ao grupo DXB controle (ANOVA de duas vias, seguido de 
Post hoc de Tukey). 
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Por fim, a Figura 5 expõe os resultados encontrados quanto à IL-6, nesta 

análise é possível que houve aumento estatisticamente significativo nos níveis de IL-

6 nos animais do grupo salina Vit. D comparativamente o grupo salina controle. 

Também houve aumento estatisticamente significativo entre o grupo DXB + Vit. D 

comparativamente ao grupo salina controle e DXB controle. 

 

 

Figura 6 – Efeito da vitamina D sobre IL-6 no córtex cerebral de ratos expostos a um modelo de DXB. 
Dados expressos como média e desvio padrão, considerando p < 0,05 como significativo, sendo * 
comparado ao salina controle e # comparado ao grupo DXB controle (ANOVA de duas vias, seguido de 
Post hoc de Tukey). 
  

Salina DXB

0

100

200

300

400

IL
-6

[p
g

/m
g

 d
e
 p

ro
te

in
a
]

*
*

*/#
Controle

Vitamina D



32 

 

5. DISCUSSÃO 

 

A inflamação é uma resposta fisiológica do organismo frente a algum 

agressor ou patógeno, podendo desencadear diferentes respostas de acordo com o 

estímulo (Parkin e Cohen, 2001). É descrito que processos inflamatórios estão 

relacionados ao aparecimento de diversas doenças neurodegenerativas como 

Doença de Alzheimer, Parkinson e Huntington, podendo estar associado ao declínio 

cognitivo e aparecimento de doenças psiquiátricas (Okin e Medzhitov, 2012). Dessa 

forma, é demonstrado que os danos neurológicos nos EIM são relacionados a uma 

resposta inflamatória que pode possuir papel essencial na sua fisiopatologia. Assim, 

é visto que a presença de estresse oxidativo e inflamação é uma via comum de alguns 

EIM, como na DXB (Rabelo et al., 2023). 

Como citado ao longo deste estudo, a DXB, um EIM, caracteriza-se pelo 

acúmulo de metabólitos tóxicos, no caso da DXB, dos AACR: sabe-se que a 

homeostase dos AACR é fundamental na fisiologia normal do cérebro, visto que são 

importantes nutrientes e sinalizadores que desempenham funções em todo o 

organismo (Simone et al., 2013). Em um estudo, Simone e colaboradores (2013) 

demonstram que a exposição prolongada à níveis altos de AACR altera as 

propriedades imunológicas da micróglia e sugere que estes atuam como moduladores 

da resposta imune central e, ainda, sugerem desequilíbrio neurotóxico. Assim, Mescka 

e colaboradores (2015) demonstram aumento das citocinas pró-inflamatórias IL-1β, 

interferon-γ (IFN-γ) e IL-6 em pacientes com DXB. Ainda Scaini e colaboradores (2018) 

apresentam não só o aumento dessas citocinas, como também de moléculas de 

adesão como ICAM (intercellular adhesion molecule 1) e VCAM (vascular cell 

adhesion molecule 1), relacionadas com disfunção endotelial e migração de leucócitos, 

levando a inflamação crônica de baixo grau (Mescka et al., 2015; Scaini et al., 2018). 

Dessa forma, o presente estudo demonstra o aumento estatisticamente 

significativo de citocinas TNF-α, IL-1β e IL-6 no córtex cerebral de ratos Wistar infantes 

submetidos a um modelo de DXB, dados estes que corroboram com dados obtidos 

por Scaini e colaboradores (2018) em pacientes com diagnóstico de DXB. Esses 

achados sugerem que a inflamação possui papel importante na sua fisiopatologia da 

doença, bem como apresentam correlação positiva entre o número de crises 

metabólicas e os níveis aumentados de IL-1β e sICAM (Scaini et al., 2018). Em 

concordância, Lemos et al. (2023) demonstram aumento de IL-1β e IL-6, bem como 



33 

 

não apresentam alteração nos níveis de TNF-α no córtex cerebral de ratos submetidos 

a um modelo de DXB. No estudo, os autores relacionam este aumento em citocinas 

pró-inflamatórias com o aparecimento de estresse oxidativo, alteração do sistema 

colinérgico e danos à memória nos ratos induzidos a DXB (Lemos et al., 2023). Além 

disso, Rabelo et al. (2023) demonstraram que administração aguda de alfa-

cetoisocapróico, metabólito da leucina, principal composto neurotóxico na DXB, leva 

ao aumento da citocina inflamatória IFN-γ no córtex cerebral de ratos. Ainda, Wessler 

et al. (2019) apresentam aumento de citocinas pró-inflamatórias IL-1β e IL-6 no córtex 

cerebral de ratos submetidos a um modelo de DXB (Wessler et al., 2019). 

Sabe-se, através destes estudos, que os AACR têm papel importante na 

descompensação clínica de pacientes com diagnóstico de DXB, porém os 

mecanismos fisiopatológicos que levam à neurotoxicidade e, consequentemente, à 

sintomatologia são pouco compreendidos. Nesse contexto, Scaini et al. (2014) 

buscaram compreender melhor este processo e descrevem que a quebra da BHE é 

um fator relevante para a manutenção da inflamação cerebral de maneira crônica e 

que pode ter correlação com a disfunção cerebral na DXB. 

Wessler et al. (2019) aprofundaram o entendimento da ruptura da BHE e a 

disfunção cerebral e cognitiva de indivíduos com DXB, e identificaram em ratos jovens 

em modelo animal de DXB que a inflamação cerebral estava caracterizada pelo 

aumento de IL-1, IL-6, TNF-α e IFN-γ, bem como diminuição da citocina anti-

inflamatória IL-10 quando induzida por lipopolissacarídeo (LPS) associado a altos 

níveis de AACR, causando a ruptura da BHE por meio da hiperativação de 

metaloproteinases de matriz (MMPs). Além disso, Scaini et al. (2014) demonstram 

também quebra de BHE no hipocampo e córtex cerebral de ratos após teste com 

reativo azul de Evans, além de apresentarem um aumento de MMP-2 e MMP-9 no 

hipocampo dos animais, sendo essa área cerebral essencial para memória (Scaini et 

al., 2014).  

As MMPs são enzimas que digerem proteínas da matriz extracelular e que, 

em algumas desordens do sistema neurológico, como a esclerose múltipla, por 

exemplo, há o aumento da sua expressão em células neuronais, e esse aumento está 

correlacionado com a promoção de neuroinflamação e ruptura da BHE (Araújo et al., 

2011). 

Ainda sobre a integridade da BHE e citocinas pró-inflamatórias, Carmono 

et al. (2015) ao analisar correlação da BHE e citocinas pró-inflamatórias no hipocampo 
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e córtex cerebral em ratos submetidos a meningite bacteriana, identificaram que no 

hipocampo houve o aumento de IL-1 β no tempo de 6, 12 e 24h após a indução, 

aumento de IL-6 na mesma região cerebral em 6, 24, 96h e TNF- α em 24 e 96h após 

a indução da meningite. Quanto à ruptura da BHE, a mesma ocorreu 12h após a 

indução e os resultados do autor sugeriram a correlação de citocinas pró-inflamatórias 

com a ruptura da BHE. Embora o modelo animal acima seja diferente do da DXB, os 

dados instigam a possibilidade de que o aumento das citocinas pró-inflamatórias do 

modelo DXB possam estar correlacionados com a ruptura da BHE e que leve aos 

danos neurológicos que os pacientes apresentam. 

Em adição, Rosa et al. (2015), ao analisarem os níveis de citocinas pró-

inflamatórias de maneira aguda e crônica em ratos infantes, apontaram que a 

administração aguda de AACR aumenta os níveis de IL-1 β, IL-6 e TNF-α no córtex 

cerebral em ratos de 10 dias de idade. No entanto, divergindo dos resultados 

encontrados neste estudo, identificou a diminuição os níveis de IL-1β e IL-6 no córtex 

cerebral de ratos após a administração crônica. 

O presente estudo reforça o papel dos AACR na resposta inflamatória, 

observado pelo aumento de citocinas pró-inflamatórias em córtex cerebral de ratos 

neonatos. No entanto, não foram avaliadas citocinas anti-inflamatórias, o que poderia 

ser realizado em estudos futuros, visto que este equilíbrio entre citocinas pró e anti-

inflamatórias é fundamental na manutenção da homeostase celular. 

O presente estudo ainda buscou avaliar os efeitos neuroprotetivos da Vit. 

D, visto que estudos apontam seu uso correlacionado ao sistema imunológico, 

especificamente no quesito proteção neurológica associada a efeitos antioxidantes e 

anti-inflamatórios (Lima et al., 2018; Zhang et al., 2020; Jiang et al., 2022). 

Dentre esses estudos, Jiang et al. (2022) avaliaram estruturas cerebrais de 

modelos animais de Traumatismo Cranioencefálico (TCE) e observaram que a 

administração de Vit. D exibiu atividades efetivamente antioxidantes e anti-

inflamatórias. Já Lima et al. (2018) também apontam neuroproteção conferida pela 

administração de Vit. D em ratos hemiparkinsonianos, identificada através da redução 

de estresse oxidativo e redução de TNF-α no corpo estriado. Contribuindo ainda com 

estudos, Zhang et al. (2020) identificaram redução de citocinas pró-inflamatórias IL-

1β, IL-6 e TNF-α no hipocampo de ratos induzidos a um modelo de depressão após a 

administração de Vit. D, demostrando que a Vit. D exerce papel anti-inflamatório. 
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Em experimento realizado com ratas com 60 dias de vida submetidas a um 

modelo de ovariectomia, observou-se o aumento nos níveis de IL-1β e TNF- α, tanto 

no córtex frontal quanto no hipocampo. Este aumento foi revertido com o tratamento 

com Vit. D 420 UI/kg. Por outro lado, as ratas no mesmo modelo animal, após 8 meses, 

também apresentaram aumento nos níveis de IL-1β no córtex frontal e hipocampo, 

porém não houve reversão deste aumento com o tratamento de Vit. D 420 UI/kg no 

hipocampo destes animais. Por fim, as ratas com 120 dias e submetidas a 

ovariectomia e tratadas após 1 mês mostraram aumento nos níveis de IL-1β apenas 

no córtex frontal, mas este efeito foi revertido com o tratamento de vitamina D 420 

UI/kg. Carvalho et al. (2023) demonstraram neste experimento descrito que a Vit. D 

tem potencial efeito neuroprotetor. 

Como mencionado anteriormente, a excitoxicidade, por meio do aumento 

de glutamato, pode estar correlacionado com a ruptura da BHE e os danos posteriores 

ao sistema neurológico. Pesquisadores apontam que evidências in vitro demonstram 

os efeitos neuroprotetores da Vit. D, parcialmente mediados pela sua influência nas 

na transcrição, afetando a produção de enzimas no sistema nervoso. No caso 

específico, observa-se que a hipovitaminose de Vit. D reduz os níveis de glutamato 

descarboxilase no cérebro, uma enzima responsável pela degradação do glutamato. 

Sua diminuição pode elevar os níveis deste transmissor, contribuindo assim para a 

neurotoxicidade e a ruptura da BHE (Tainura et al., 2006). 

Além disso, estudos demonstram que a Vit. D possui papel essencial da 

regulação de processos apoptóticos e autofágicos, pela regulação de proteínas anti e 

pró-apoptóticas, bem como por suprimir a via do alvo da rapamicina em mamíferos, 

essa que atua em diversas vias. Ademais, seus efeitos anti-inflamatórios dependem 

da inibição de prostaglandinas e da sinalização de vias como a via MAPK e do fator 

nuclear kappa B (NFkB) (El-Sharkawy e Malki, 2020). 

Diferentemente do esperado, o presente estudo, ao avaliar o efeito 

neuroprotetor através de atividade anti-inflamatória, não identificou redução nos níveis 

de citocinas pró-inflamatórias (TNFα, IL-1β e IL-6) no córtex cerebral de animais 

modelo DXB tratados com Vit. D. Os valores encontrados inclusive, foram superiores 

aos animais submetidos ao modelo DXB. Uma hipótese para explicar esse aumento 

se dá devido ao efeito dose-resposta do tratamento utilizado, uma vez que os animais 

se encontravam no período neonatal, podendo a dose utilizada não ter sido apropriada. 
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Em estudos que visaram avaliar citocinas pró-inflamatórias associadas ao 

diabetes mellitus também trazem divergências em achados, nos quais alguns estudos 

apontam aumento de citocinas pró-inflamatórias (Clark e Mach, 2016; Garbossa e Folli, 

2017; Dimitrov e Branco 2017) mas também há um estudo apontando a não 

identificação de efeitos benéficos acerca de citocinas inflamatórias (Berridge, 2017). 

A administração exógena de Vit. D em humanos traz algumas 

preocupações, entre elas hipercalcemia, nefrocalcinose e cálculos renais, o que leva 

alguns profissionais a não indicarem ou a fazerem com muita precaução a 

suplementação de Vit. D. Associado a isto, a tendência de toxicidade prévia de 

algumas suplementações de vitaminas como a vitamina A, C e vitamina E, aumentam 

esta relutância quanto ao seu uso (Pludowski, 2018). 

Ademais, não existem estudos que avaliem marcadores pró-inflamatórios 

associados à hipervitaminose por Vit. D, sendo que os estudos que avaliam a 

hipervitaminose costumam avaliar sintomatologia geral associada à dose 

administrada e à hipercalcemia (Shepard e Deluca, 1980). No estudo de Shepard e 

Deluca (1980), é sugerido que roedores toleram concentrações plasmáticas de 

25(OH)D3 na faixa de 250-1000nmol/L; porém, baseado em uma série de estudos 

revisados sistematicamente por Jones (2008) acerca da toxicidade da Vit. D, são 

relatadas diferenças entre as várias espécies de mamíferos quanto à dose inicial para 

ocorrer toxicidade, mas, em sua maioria, são necessárias doses superiores à 

375nmol/L. 

Nesse sentido, Mokhtari-Zaer et al. (2020) demonstraram, em ratos 

submetidos a administração de LPS para indução de um modelo de dano cognitivo e 

tratados com 100 UI/kg de vitamina D3 (mesma dose utilizada no presente estudo), 

uma melhora nos parâmetros inflamatórios, de estresse oxidativo e comportamentais, 

apresentando efeitos protetores nessa dose. No entanto, vale ressaltar que, ao início 

do experimento, os animais apresentavam 8 semanas de vida, diferentemente da 

idade dos animais utilizados em nosso estudo (7 dias de vida), podendo, dessa forma, 

sugerir que embora a Vit. D apresente efeitos benéficos há uma clara necessidade de 

investigar curva-resposta. Assim, é necessário que se avalie uma dose eficaz, uma 

vez que aos sete dias de vida os animais ainda não possuem a BHE totalmente 

formada e ainda, devido a lipossolubilidade, a Vit. D consegue facilmente acessar o 

cérebro, podendo estar sendo tóxica nesta dose. 
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Além disso, Wan et al. (2022) apontam que crianças são mais susceptíveis 

a Hipervitaminose D, no entanto, os mecanismos pelos quais isso ocorre ainda 

permanecem desconhecidos. Os autores sugerem que a suplementação em crianças 

deve levar em consideração o tamanho corporal, ainda podendo a Hipervitaminose D 

estar relacionada ao aparecimento de alteração do estado mental, calcificação 

patológica de vasos sanguíneos, pele e pulmão, por exemplo (Asif e Farooq, 2023; 

Wan et al., 2022). 

O foco então volta-se para a definição de dose necessária e segura da Vit. 

D, a fim de melhor compreensão dos seus possíveis efeitos neuroprotetores na DXB. 

Ainda, para melhor elucidar os dados encontrados neste estudo, pode ser necessário 

especular se a hipervitaminose por administração de Vit. D está associada ao aumento 

de níveis de citocinas pró-inflamatórias TNF-α, IL-1β e IL-6. 
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6. CONCLUSÃO 

 

O estudo fornece achados que corroboram com pesquisas prévias que 

demonstram que a DXB tem correlação direta com o aumento de citocinas pró-

inflamatórias. Entretanto, os achados com relação à efeitos da Vit. D não mostram 

efeitos neuroprotetores com relação aos parâmetros avaliados. Nossos achados 

apontam então para a necessidade de realização de curva dose-resposta do uso da 

Vit. D em animais modelo da DXB. 

A pesquisa de agentes neuroprotetores para o DXB continua a demonstrar 

promissor desenvolvimento. Isso envolve a exploração de compostos com potencial 

para intervir em diversas vias metabólicas e componentes distintos, oferecendo assim 

perspectivas multifacetadas para a intervenção terapêutica. Portanto, estudos futuros 

serão necessários para melhor compreensão dos achados e definição de dose-

resposta da Vit. D em relação à expressão de citocinas pró-inflamatórias na DXB. 
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