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RESUMO: Este estudo avaliou os efeitos da suplementacao didria de
vitamina D na resposta inflamatéria aguda em modelo experimental
por diferentes agentes flogisticos: carragenina, prostaglandina e
dextrana. Os animais (ratos) receberam por via oral (gavagem), dose
unica de vitamina D ou suplementacio didria durante 7, 15 ou 30 dias
antes da inducao do edema de pata. A suplementacao com vitamina
D por 15 e 30 dias reduziu significativamente o processo inflamatorio
induzido por carragenina, o que poderia ser explicado, pelo menos
parcialmente, pela reducio dos niveis de fator de necrose tumoral o
(TNFay). Os resultados indicam que a suplementacio de vitamina D
pode ser um qtil adjuvante terapéutico para o controle do processo
inflamatério agudo.

PALAVRAS-CHAVE: Anti-inflamatorios; Colecalciferol; Inflamagio;
Vitamina d.

VITAMIN D SUPPLEMENTATION ATTENUATES ACUTE
INFLAMMATORY RESPONSE

ABSTRACT: This study evaluated the effects of daily vitamin D
supplementation on the acute inflammatory response in experimental
model by different phlogistic agents: carrageenan, prostaglandin and
dextran. Animals (rats) orally received (gavage) a single dose of vitamin
D or daily supplementation for 7, 15 or 30 days prior to paw edema
induced. Vitamin D supplementation for 15 and 30 days significantly
reduced the carrageenan-induced inflammatory process, which could
be at least partially explained by the reduction of tumor necrosis factor
a levels (TNFoy). Results indicate that vitamin D supplementation may
be a useful therapeutic adjuvant for controlling the acute inflammatory
process.

KEY WORDS: Anti-inflammatories; Cholecalciferol; Inflammation;
Vitamin D.
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INTRODUCAO

Vitamina D € conhecida por estar envolvida
na regulacio da homeostase do cilcio, na formacio e
reabsor¢io 6ssea. No entanto, estudos recentes tém
relatado os beneficios da vitamina D em diferentes
condi¢oes clinicas, como diabetes, asma, artrite
reumatdide, dermatite atopica e doencas cardiovasculares,
entre outras. Esses estudos mostraram que os beneficios
da vitamina D viao além do metabolismo do cilcio e
da formacio 6ssea, com importante envolvimento no
sistema imunoldgico’*?.

Os receptores de vitamina D foram identificados
em uma ampla variedade de tecidos, anteriormente nio
relacionados, como cérebro, coracio, pele, intestino,
gonadas, prostata, seios, o0ssos, rins e glindulas
paratiredides'*. A enzima microssomal lo-hidroxilase
(CYP27B1), pertence a superfamilia do citocromo P450,
capaz de converter a vitamina D na forma ativa em virios
tecidos, aparentemente contribui para estes efeitos”.

Alguns estudos in vitro evidenciaram que a
vitamina D possui atividade imunomoduladora, com
participacdo na producio de citocinas e de componentes
relacionados ao processo inflamatdrio, como fatores de
crescimento, 6xido nitrico (NO) e metaloproteinases®>®”.

De Castro (2011)° descreveu uma correlacio
positiva entre a redugdo das concentracoes séricas de
calcidiol (metabolito inativo da vitamina D) e o aumento
na producio de células T autorreativas contra tecidos
do proprio organismo, e a sintese de interleucinas pro-
inflamatorias (IL-12 e Interferon-y). De acordo com
alguns autores, a suplementacio com vitamina D3 parece
reduzir a taxa de desenvolvimento de muitas doengas
inflamat6rias®’.

O mecanismo pelo qual a vitamina D
desempenha papel no processo inflamatorio nao estd
completamente elucidado.6 Além disso, a maioria dos
estudos demonstram os efeitos benéficos desta vitamina
no processo inflamatério cronico>>*'; nio tendo sido
encontrado até 0 momento, trabalhos que mostram seus
efeitos na resposta inflamatoria aguda.

o efeito da

Neste estudo, investigamos

suplementacio de vitamina D na resposta inflamatdria

aguda experimental induzida por diferentes agentes
flogisticos.

METODOLOGIA
ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos da linhagem
Wistar, pesando entre 200 e 220 g mantidos sob
temperatura controlada (22°C % 2°C) e em ciclo claro/
escuro (12h/12h), com racio (Nuvilab®) e dgua ad
libitum. Os protocolos experimentais foram aprovados
pelo Comité de Etica no uso de animais da Universidade
Estadual de Maringd (CEUA/UEM n° 9504220615).

INDUGAO DO EDEMA DE PATA

Os animais receberam injecio intradérmica na
pata posterior esquerda de 100 wL dos seguintes agentes
flogisticos dissolvidos em salina 0,9%: carragenina (Cg;
200 ug/pata), prostaglandina E, (PGE,; 0,1 ug/mL) ou
dextrana (Dx; 300 wg/pata). O mesmo volume de salina
0,9% foi administrado na pata posterior direita. O volume
de ambas as patas foi determinado por pletismografia
digital na 1% 2* e 4* hora ap6s a injecao de Cg e PGE2;
e 30, 60, 120 e 240 minutos apds a injecio de Dx'. O
aumento do volume final da pata (uL x 10) foi calculado
subtraindo o volume da pata injetada com salina (pata
controle) do volume da pata injetada com o agente
flogistico.

TRATAMENTO DOS ANIMAIS

A vitamina D, (colecalciferol - Zhejiang Garden
Biochemical High-tech Co.; Lote no C201412011A-3) foi
diluida em suspensio de carboximetilcelulose (CMC -
91%) + azeite de oliva (9%). A opcio por esta combinacio
no veiculo foi por ser indcuo e facilitar a dissolucio
da vitamina D,. Os animais foram tratados, por via oral
(gavagem), com vitamina D, nas doses de 0,5 mg/Kg (~
4.000 UI) ou 1 mg/Kg de peso corporal (~8.000 UI). Os
animais foram distribuidos aleatoriamente nos seguintes

grupos:
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grupo I (Cg; controle) — (n=7)

grupo II (PGE, only; controle) — (n=7)

grupo IIT (Dx only; controle) — (n=7)

grupo IV (dose unica oral com 1 mg/kg de vitamina D

1h antes da indugao do edema de pata por Cg [Cg +

VitD,, - SD]) - (n=7)

e grupo V (suplementacio didria com 1 mgkg de
vitamina D por 7 dias antes da inducio do edema de
pata por Cg [Cg + Vit D,  —7d]) — (n=7)

e grupo VI (suplementagio didria com 1 mgkg de
vitamina D por 15 dias antes da inducio do edema de
pata por Cg [Cg + Vit D, —15d] — (n=7)

e grupo VII (suplementacio didria com 1 mgkg de
vitamina D por 30 dias antes da inducao do edema de
pata por Cg[Cg + VitD,  —30d]) - (n=7)

e grupo VIII (suplementacio didria com 0,5 mg/kg de
vitamina D por 15 dias antes da inducio do edema de
pata por Cg [Cg + Vit D, — 15d]) — (n=7)

e group IX (suplementagio didria com 0,5 mgkg de
vitamina D por 30 dias antes da inducio do edema de
pata por Cg [Cg + Vit D, —30d]) — (n=7)

e group X (suplementacio didria com 1 mgkg de
vitamina D por 15 dias antes da inducio do edema de
pata por PGE, [PGE, + VitD, - 15d]) — (n=7)

e group XI (suplementagio didria com 1 mgkg de

vitamina D por 15 dias antes da inducio do edema de

pata por Dx [Dx + VitD, - 15d]) — (n=7)

Adicionalmente, grupos de animais foram tratados
por via oral com os firmacos de referéncia Naproxeno
Sigma-Aldrich® (NPX; 3 mg/Kg (n=>5) e Cipro-Heptadina
Sigma-Aldrich® (Ci-Hep - 10 mg/Kg (n=5), 1 hora antes
da indugao do edema; e com o veiculo (CMC + azeite de
oliva) por 30 dias.

PREPARACAO DO TECIDO PLANTAR

Na 4* hora apds o edema da pata induzido por
carragenina, os animais foram sacrificados com isoflurano
5% + CO2 por via inalatdria. O tecido plantar da pata
injetada com o agente flogistico foi removido e colocado
em um microtubo de centrifuga, contendo 0,5 ml de
solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) 4 mM, pH
5,4. A amostra foi entio homogeneizada e centrifugada a

6000 x g a 4°C por 20 min. O sobrenadante foi utilizado
para as anilises abaixo.

DETERMINAGAO DA ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE

A atividade da myeloperoxidase (MPO) foi
determinada no sobrenadante do homogenato do tecido
plantar de acordo com a técnica descrita por Rocha et
al. (2014)". Uma aliquota (10 uL) do sobrenadante foi
colocada em triplicata em uma microplaca de 96 cavidades
e adicionado solucio de PBS 50 mM (pH 6,0) contendo
0,19 mg/mL de cloridrato de O-dianidisina e 0,0005% de
H202. A reagio foi interrompida com solucao de acetato
de sodio 1,46 M (pH= 3,0) e a atividade da MPO foi
determinada pela técnica de ponto final por meio da
medida de absorbancia no comprimento de onda de 460
nm.

DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO DE NITRITO

A concentracio de nitrito (NO) foi determinada
pelo Método de Griess", o qual determina indiretamente
a concentragio de NO nas amostras de tecido. Os
sobrenadantes obtidos dos tecidos plantares (50 wl)
foram colocados em triplicata em uma microplaca de
96 cavidades e a seguir foi adicionado solugio de Griess
em temperatura ambiente. Apds 10 minutos, a leitura foi
realizada em leitor de imunoensaio enzimdtico (ELISA)
em 550 nm. As concentracoes de NO foram calculadas
a partir de uma curva padrio de nitrito de sédio e os
resultados foram expressos em uM/mL.

DETERMINAGAO DA CONCENTRACAO DO FATOR DE
NECROSE TUMORAL o

As concentracoes do Fator de Necrose Tumoral
o (TNF-o) foram determinadas no sobrenadante
do homogenato do tecido plantar (100 uL) por
espectrofotometria utilizando a técnica de ELISA,
seguindo as recomendacdes do fabricante (Rat TNF-o
Platinum Elisa 96 test, Ebioscience®).
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AVALIAGAO DA EVOLUGAO PONDERAL

A evolucio ponderal dos animais foi avaliada
em dias alternados durante o periodo de suplementacio
com vitamina D. Neste experimento os animais foram
distribuidos aleatoriamente em grupo normal (sem
tratamento), grupo veiculo (tratado com veiculo (CMC +
azeite de oliva), e 0s grupos que receberam suplementagio
de vitamina D (1 mg/Kg) por 30 dias.

ANALISE ESTATISTICA

O software Statistic 8.0 (StatSoft®, Palo Alto,
CA, USA) foi utilizado para a andlise estatistica. Os
dados do edema da pata foram examinados quanto a
suposicoes de normalidade (Teste de Shapiro-Wilk) e
homoscedasticidade (Teste de Levene). Como os dados
seguiram a distribuicao normal (Teste de Shapiro-Wilk)
e a homocedasticidade (Teste de Levene), utilizamos a
Anilise de Variancia de Medidas Repetidas (para edema
de pata) e one-way ANOVA (para testes de MPO, NO e
TNFa). Se um efeito no grupo foi encontrado, o Teste de
Tukey-Kramer foi usado para distin¢io entre os grupos. Os
resultados foram expressos como média = erro padrio
da média (EPM). Valores de p <0,05 foram considerados
estatisticamente significativos.

RESULTADOS

SUPLEMENTAGAO COM VITAMINA D REDUZIU O EDEMA
DE PATA INDUZIDO PELA CARRAGENINA

A injecdo intradérmica de carragenina provocou
um aumento significativo do volume da pata injetada de
ratos do grupo Cg na 1%, 2* e 4* hora apds a aplicacio
do agente flogistico (22.7 = 1.7 (p<0.01), 40.9 = 3.3
(p<0.01), 59.3 = 3.5 (p<0.01), respectivamente). O
tratamento com o veiculo (CMC + azeite de oliva) por
30 dias nio modificou o desenvolvimento da resposta
inflamatoria (26.3 * 3.2, 428 *= 3.2, 624 *= 2.7,
respectivamente).

O tratamento com uma dose Unica de vitamina
D (1 mg/kg) 1h antes da indugio da resposta inflamatéria
nio afetou o desenvolvimento do edema de pata em

nenhum dos periodos avaliados (Cg + VitD1,0 - DU:
23,9 * 23 (p = 1,00), 44,4 = 2,3 (p = 1,00) e 55,9
+ 45 (p = 0,99), respectivamente) em comparagio
com o grupo Cg. Da mesma forma, a suplementacio
didria com vitamina D (Img/kg) por 7 dias nio afetou
significativamente a evolucio do edema de pata nos
mesmos periodos de avaliacio (Cg + VitD1,0 - 7d: 18,5
+ 12 (p=0,99), 388 = 2,5 (p=1,00) e 55,8 = 2,3
(p=0,99), respectivamente).

A suplementacdo didria com vitamina D (1 mg/
kg) por 15 dias reduziu significativamente o edema
na 12, 2* e 4* hora (Cg + VitD, , - 15d: 13,6 = 1,1
(p<0,05),27,9 = 1,7 (p<0,05) e 41,2 = 1,7 (p<0,01),
respectivamente). A suplementacio didria com vitamina D
(1 mg/kg) por 30 dias também reduziu significativamente
o desenvolvimento do edema (Cg + VitD, - 30d: 12,9
+ 1,8 (p<0,05), 32,2 = 1,5 (p<0,05) e 458 = 1,9
(p<0,01), respectivamente). O tratamento com NPX
reduziu significativamente o edema de pata apenas na 4°
hora (p<0,01) (Figura 1A).

Considerando o efeito inibitorio da vitamina D
(1 mg/Kg) na evolugao do edema de pata induzido pela
carragenina ap6s suplementacio por 15 e 30 dias, foram
realizados outros experimentos para avaliar a efetividade
de uma menor dose de vitamina D (0,5 mg/Kg). Os
resultados mostraram que neste esquema de tratamento
nao houve reducio significativa na evolugao do edema
em nenhum dos periodos avaliados (Figura 1B).
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Figura 1. Efeito da vitamina D (A) administrada por via oral em dose tnica de 1mg/kg (Cg + Vit D1.0 - DU) ou suplementada diariamente
por 7, 15 e 30 dias com 1 mg/kg (Cg + Vit D1.0 - 7d, 15d e 30d); e (B) suplementado diariamente por 15 e 30 dias com 0,5 mg/kg (Cg
+ Vit DO,5 - 15d e 30d) no desenvolvimento de edema de pata induzido por carragenina (Cg) em ratos Wistar. Cg- animais controles nao
tratados que receberam carragenina. O grupo controle positivo foi tratado com naproxeno oral na dose de 3mg/kg (Cg + NPX). Os dados
sd0 expressos como média do volume da pata = EPM 1, 2 e 4 h ap6s a injecio de Cg. #p<0,05 em comparagio a 12, 2% e 4* horas ap6s
inducio do edema de pata; *p<0,05 comparado com o grupo Cg (Anilise de Varidncia de Medidas Repetidas seguida pelo Teste de Tukey -
software Statistic 8.0 - StatSoft®).

Nao foram encontradas diferencas significativas na inibicio do edema de pata entre os grupos que receberam
suplementacio didria com vitamina D (1 mg/kg) por 15 e 30 dias. Assim, adotamos o periodo de suplementacio por
15 dias para avaliar os efeitos da vitamina D nos experimentos subsequentes.

SUPLEMENTAGAO COM VITAMINA D NAO MODIFICOU
O EDEMA DE PATA INDUZIDO POR PGE,

A inje¢do intraplantar de PGE, induz uma intensa
resposta inflamatéria local na 1% hora apds a aplicacio do
agente flogistico, com intensidade méaxima na 4* hora. A
suplementacio com vitamina D (1 mg/Kg) nio modificou
a evolugio da resposta inflamatéria nos periodos
avaliados (PGE2 + Vit D, : 49.7 £ 1.5 (p=0.99), 57.7 =
1.7 (p=1.00), € 69.4 = 1.3 (p=0.97), respectivamente)
quando comparada ao grupo que ndo recebeu
suplementagio (PGE,: 43.9 * 3.4, 541 * 3.5, € 63.6
* 3.1, respectivamente). O tratamento com naproxeno
(NPX) reduziu significativamente o desenvolvimento do
edema em todos os periodos avaliados (PGE, + NPX:
19.5 = 14 (p<0.01), 31.4 = 1.2 (p<0.01), e 41.8 =
1.3 (p<0.01), respectivamente; Figura 2A).

SUPLEMENTAGCAO COM VITAMINA D NAO MODIFICOU
O EDEMA DE PATA INDUZIDO POR DEXTRANA

O edema de pata induzido por dextrana se
caracteriza por apresentar intensidade maxima de edema
na 1* horaapds a aplicacio do agente flogistico, ocorrendo
através da liberacio dos mediadores serotonina e

histamina'®. A suplementagio com vitamina D (1 mg/Kg)
por 15 dias nio alterou a evolugao da resposta inflamat6ria
(Dx + Vit D, : 177.4 = 8.8 (p=1.00), 224.2 = 10.0
(p=0.99), 195.6 = 14.7 (p=1.00), e 171.2 11.1
(p=0.98) aos 30, 60, 120, e 240 min., respectivamente),

*

quando comparada a0 grupo que nio recebeu
suplementacao com Vit D (Dx: 183,70 = 9,01; 229,70
+ 5,90; 216,70 = 3,17; 198,20 = 3,61). O tratamento
com cipro-heptadina (Ci-Hep) reduziu significativamente
a evolucio do edema em todos os periodos avaliados
(Dx + Ci-Hep: 52.60 =+ 10.28 (p<<0.01), 54.60 * 12.93
(p<0.01), 56.60 + 15.61 (p<0.01), e 57.40 = 14.20
(p<0.01), respectivamente; Figura 2B)

Considerando que a suplementagio com vitamina
D (1 mg/Kg), por 15 e 30 dias, inibiu significativamente o
edema de patainduzido pela carragenina, foram realizados
ensaios com o objetivo de investigar algum mecanismo
envolvido neste efeito. Para tal foram avaliadas a atividade
da enzima MPO e as concentragoes de NO e TNF-a. em

amostras do tecido plantar dos animais.
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Figura 2. Efeito da vitamina D (Vit D-1mg/Kg) sobre o desenvolvimento do edema de pata induzido pela injecao intradérmica de prosta-
glandina E2 (PGE2) (A), e dextrana (Dx) (B) em ratos Wistar. Os animais receberam suplementacio com Vit D via oral, diariamente por 15
dias, previamente a injecio do agente flogistico. Grupos PGE2 e Dx: animais ndo receberam suplementagio prévia. Naproxeno (NPX - 3mg/
Kg) (A) e Cipro-heptadina (Ci-Hep - 10 mg/Kg) (B) foram utilizados como firmacos de referéncia. Os dados estao expressos como médio do
voleme de pata = EPM. #p<0.05 comparado 1a, 2a, e 4a hora ap6s inducio do edema de pata; *p <0.05, comparado com o grupo Cg
(Andlise de Varidncia de Medidas Repetidas seguida pelo Teste de Tukey - Statistic 8.0 software - StatSoft®).

SUPLEMENTA(;AO COM VITAMINA D NAO MODIFICOU A ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE
A injecdo intradérmica de carragenina aumentou significativamente a atividade da mieloperoxidase (MPO)

(250% de aumento). A suplementacio com vitamina D (1mg/kg) por 15 e 30 dias ou NPX nio afetaram significativamente
a atividade da MPO (Figura 3).
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Figura 3. Efeito da suplementacio com vitamina D (1mg/Kg) sobre a atividade da enzima mieloperoxidase em amostras do tecido plantar de
ratos Wistar. Os animais receberam suplementac¢do com Vit D, via oral, por 15 ou 30 dias previamente a indugio do edema de pata. Grupo
controle (Cg), animais que nio receberam tratamento. Grupo controle positivo animais tratados por via oral com naproxeno (NPX-3mg/
Kg). Os resultados representam a média da absorbincia + E.P.M. (MPO/mg de tecido), 4 horas apds a inje¢do de carragenina. #p < 0.05,
comparado com grupo normal (one-way ANOVA seguido pelo Teste de Tukey).

SUPLEMENTACAO COM VITAMINA D NAO MODIFICOU A CONCENTRACAO DE OXIDO NiTRICO

A suplementacdo com vitamina D (1mg/kg) por 15 ou 30 dias ndo afetou significativamente as concentragoes
de NO em comparacao com o grupo Cg. O tratamento com NPX reduziu significativamente as concentracoes de NO

(p <0,05) (Figura 4).
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Figura 4. Efeito da suplementagio com vitamina D (1mg/Kg) por 15 e 30 dias sobre a concentragio de nitrito total no tecido plantar de
ratos Wistar. Os animais receberam suplementacio oral com Vitamina D por 15 ou 30 dias previamente a inducio do edema de pata. Grupo
normal (N) e carragenina (Cg) nio receberam tratamento. Grupo NPX foi tratado por via oral com naproxeno (NPX-3mg/Kg). Os dados
representam a média da concentragio de nitrito *= E.P.M., 4 horas ap0s a injecio de carragenina. #p < 0.05, comparado com grupo
normal; *p < 0.05, comparado com o grupo carragenina (one-way ANOVA seguido pelo Teste de Tukey).

SUPLEMENTAGCAO COM VITAMINA D REDUZ A CONCENTRACAO DE TNF-a.

A suplementacio didria com vitamina D por 15 e 30 dias reduziu significativamente as concentracoes de
TNF-a. (inibico de 11% em ambos os grupos de animais; Figura 5).
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Figura 5. Determinacio dos niveis de TNF-o. no sobrenadante do tecido plantar 4 horas apés injecao intraplantar de carragenina. Os
animais receberam suplementacio oral didria com Vitamina D (Img/Kg) por 15 ou 30 dias. Grupo normal (N) e carragenina (Cg) nio rece-
beram tratamento. Os resultados estdo expressos em média = EP.M. #*p < 0.05, comparado com grupo Cg; #p < 0.05, comparado com

grupo normal (one-way ANOVA seguido pelo Teste de Tukey).
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DISCUSSAO

O presente estudo investigou o efeito da
suplementacdo de vitamina D na resposta inflamatdria
aguda usando diferentes protocolos de tratamento (dose
unica 1 h antes da inducao de edema ou suplementacio
por 7, 15 ou 30 dias antes da inducio de edema). A
suplementacio de vitamina D (1 mg/kg) por 15 e 30 dias
atenua o desenvolvimento da resposta inflamatéria no
modelo de edema de pata induzido por carragenina.

A resposta inflamatdria induzida pela carragenina
¢ caracterizada por inflamacio aguda, com formagio de
edema e intensa infiltracio de leucdcitos no local da lesio.
Essa resposta inflamatdria estd associada a producio de
mediadores inflamat6rios que participam dos fenomenos
vasculares e celulares. E um dos modelos mais utilizados
no estudo da inflamacio aguda, dor inflamatoria e
atividade anti-inflamatéria de diferentes compostos'”.

Entre os mediadores envolvidos na resposta
inflamatdria induzida pela carragenina, a prostaglandina
desempenha um papel fundamental no desenvolvimento
e manutencdo do processo. No entanto, em nosso estudo,
a vitamina D ndo exerceu efeito inibitério direto no
modelo de edema induzido por prostaglandina. Portanto,
sugerimos que o efeito anti-inflamatério observado possa
estar relacionado as agoes da vitamina D na producio ou
liberagdo de prostaglandinas. Esta hip6tese foi apoiada
por Moreno et al. (2005)"®, os quais mostraram que a
vitamina D inibia a expressio da ciclooxigenase 2 (COX-
2) e aumentava o catabolismo da prostaglandina.

Esta investigacio também demonstrou que o
efeito inibitorio da vitamina D na resposta inflamatdria
nao parece estar relacionado a liberacio de histamina.
A suplementacio de vitamina D ndo influenciou o
desenvolvimento de edema induzido por dextrana,
sugerindo que a vitamina D nio afeta a liberacio desses
mediadores a partir da degranulagio de mastdcitos. De
acordo com Yip et al. (2014)", a vitamina D causa uma
modesta reducio na liberacio de histamina (in vitro e
in vivo), e apenas uma somatdria dos efeitos da vitamina
D em diferentes mediadores poderia resultar em uma
resposta anti-inflamatoria efetiva.

A suplementagdo com vitamina D (1 mg/kg) por
15 e 30 dias inibiu significativamente o edema de pata

induzido por carragenina. Para elucidar o mecanismo
envolvido no efeito antiedematogéncico observado,
foi avaliado o recrutamento de leucdcitos (atividade
da MPO) e mediadores inflamatérios (NO e TNF-a) em
amostras de tecido plantar. A mieloperoxidase ¢ uma
enzima proteolitica encontrada nos grinulos azurdfilos
de neutréfilos, cuja atividade indica indiretamente o
recrutamento de leucdcitos para o local da inflamagao®.
O oxido nitrico por sua vez, desempenha um papel
importante no processo inflamaté6rio agudo, promovendo
intenso recrutamento celular e contribuindo para o
aumento da permeabilidade vascular com extravasamento
de liquidos e proteinas para tecidos inflamados'®. O TNF-a
também € um importante mediador pré-inflamatorio
com funcio determinante no edema de pata induzido
por carragenina.

Embora alguns autores tenham demonstrado
que a suplementacilo com vitamina D reduza
significativamente a atividade da MPO e as concentracoes
de NO**' nio encontramos alteracoes significativas
desses marcadores inflamatdrios em nossa investigacao,
sugerindo que os mesmos nio estejam envolvidos no
efeito anti-inflamat6rio da vitamina D observado neste
modelo experimental.

No entanto, nossa investigacio demonstrou que
o efeito inibitdrio da vitamina D pode estar relacionado a
reducio das concentracoes de TNF-a.. Estudos anteriores
relatam que a vitamina D reduz as concentracoes desta
citocina nos modelos de inflamacio in vivo e in vitro™
%, Outros autores também mostraram que o efeito anti-
inflamatdrio da vitamina D parece nio estar relacionado
apenas a sua capacidade de reduzir as concentracoes
de citocinas pré-inflamatorias (interferon-y, IL-6, IL-12
e TNF-0)), mas também em aumentar as concentragoes
de citocinas anti-inflamatdrias ( IL-4 e IL-10)*; as quais
nao foram determinadas nesta investigacdo. A vitamina
D parece agir inibindo a ativagio do NF-kB, responsavel
por ativar vias e mecanismos distintos que promovem
a geracdo de citocinas proé-inflamatorias, de fatores
antiapoptoticos, e de enzimas responsdveis pela origem
de mediadores pro-inflamatérios®*.

E importante ressaltar que até o momento nio
existe na literatura um protocolo de tratamento definido
para a utilizacdo da vitamina D nas diferentes doencas.
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Entretanto é consenso que as doses empregadas nestas
condi¢oes sao superiores as utilizadas para manutencio
dssea, as quais podem variar de 400 a 800 Ul/dia‘. Alguns
autores mostraram os beneficios da suplementacao com
vitamina D em vérias doencas, com doses que variaram
de 400 Ul/dia a 40.000 Ul/semana®?. Esses resultados
corroboram com os encontrados neste estudo, ou seja,
apenas a suplementacio com vitamina D 8.000 Ul/dia
inibiu o desenvolvimento da resposta inflamatoria.

A administracdo didria de vitamina D em altas
doses ndo parece resultar em efeitos adversos. De acordo
com Garland et al. (2011)¥, doses didrias de até 40.000
Ul ndo induzem toxicidade. Nossos resultados confirmam
esses achados. A suplementacio com 8.000 Ul/dia
nao alterou a funcao hepitica e renal, o perfil lipidico
e a glicemia dos animais suplementados (dados nio
mostrados).

Os animais suplementados com vitamina D
apresentaram menor ganho de peso quando comparado
aos animais nao tratados, e tais resultados nio estio
relacionados 2 menor ingesta de racao, uma vez que nio
foi verificada diferenca significativa entre o consumo
alimentar destes grupos (dados nio mostrados). Tais
resultados corroboram com os achados de Farhangi
et al. (2017)®, os quais também mostraram que a
suplementacio de vitamina D ndo altera a ingestdo de
racdo. De acordo com Sun e Zemel (2008)” e Blum et
al. (2008)*, o uso prolongado de vitamina D atua na
regulacio dalipdlise e na morte de adipdcitos, diminuindo
a massa gorda, o que poderia explicar nossos resultados.
No entanto, os mecanismos pelos quais a vitamina D
interfere no processo nio foi completamente elucidado
até o momento, e nao foi objetivo deste estudo.

CONCLUSAO

No conjunto os resultados mostraram que
a suplementagio de vitamina D apresenta um efeito
inibitério sobre o desenvolvimento da resposta
inflamatdria aguda induzida por carragenina, e que este
efeito deve-se, pelo menos parcialmente, a reducio das
concentracoes de TNF-a. No entanto, nio podemos
descartar um possivel efeito da suplementacio sobre a
producio/liberacio de outros mediadores inflamatérios.

Nossos achados indicam que a suplementagio de vitamina
D pode ser um beneficio as alternativas terapéuticas para
o controle do processo inflamatdrio.

CONCLUSION

Altogether, the present results showed that
vitamin D supplementation had an inhibitory effect on the
development of the acute inflammatory response that was
induced by carrageenan, and this effect was atleast partially
attributable to the reduction of TNF-a concentration.
However, we cannot rule out other possible effects on the
production/release of other inflammatory mediators. Our
findings indicate that vitamin D supplementation may be
a therapeutic alternative for controlling the inflammatory
process.
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