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RESUMO

A pancreatite aguda (PA) desencadeia a sindrome da resposta inflamatoéria sist€émica, em que
60% dos individuos desenvolvem uma lesdo pulmonar aguda (LPA) e consequentemente a
sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA), de patogenicidade ndo totalmente
elucidada. A vitamina D3 possui atividade terapéutica, sendo utilizada em tratamento de LPA.
Diante disso, o presente estudo buscou utilizar a forma ativa da vitamina D3 como possivel
agente anti-inflamatorio na LPA decorrente PA alcodlica experimental. Foram utilizados
camundongos Swiss, distribuidos em 6 grupos experimentais: Salina; EEOH/POA e EtOH/POA
+ vitamina D3 nas doses 0.3,1, 3 e 30 pg/kg via oral. Apds a inducdo da PA, os animais foram
anestesiados para analise de espirometria e em seguida eutanasiados para coleta de sangue e
mensuracao de a-amilase e lipase, coleta do lavado broncoalveolar (LBA) para contagem total
e diferencial de leucdcitos e a retirada do pancreas e pulmao para analise histopatologica, de
mieloperoxidase (MPO) e glutationa reduzida (GSH). Os dados obtidos destacaram a
capacidade da vitamina D3 em reduzir (p<0,05) o infiltrado de polimorfos nucleares ¢ o
espessamento alveolar em escores histologicos do pulmao em todas as doses testadas, exceto
na de 0.3 pg/kg quando comparadas ao grupo EtOH/POA. Assim como niveis reduzidos
(p<0,05) de a-amilase nas doses de 0.3, 1 e 3 pg/kg e para lipase, com redu¢do (p<0,05) nas
doses de 0.3, 1, 3 e 30pg/kg quando comparadas ao grupo EtOH/POA. A atividade da MPO
também foi reduzida (p<0,05) no tecido pulmonar nas doses de 0.3, 1, 3 e 30ug/kg quando ao
grupo EtOH/POA. As andlises de GSH do pulmao apresento um aumento (p<0,05) nas doses
de 0.3, 1, 3 e 30ug/kg quando ao grupo EtOH/POA. O nimero de leucdcitos totais no LBA
indicou reducao (p<0,05) nas doses de 1, 3 e 30ug/kg, assim como a quantidade de macréfagos
com o tratamento da vitamina D3 nas doses de 0.3, 1, 3 e 30ug/kg quando comparados ao grupo
EtOH/POA (p<0,05). Mediante os resultados, a dose de 1pg/kg de vitamina D3 foi escolhida
para dar continuidade as anélises citocinas e espirometria. Em relagdo as citocinas, a vitamina
D3 foi capaz de diminuir a quantidade de proteinas de NFkB e IL-1B quando comparados ao
grupo EtOH/POA (p<0,05), j& na espirometria, indicou um aumento (p<0,05) no fluxo
respiratério e frequéncia respiratdria ao comparar com grupo EtOH/POA. Diante disso, foi
possivel observar a atividade terapéutica da vitamina D3 na LPA ocasionada pela PA alcodlica,
ao reduzir niveis de enzimas pancredticas, processos inflamatorios, oxidativos e danos

funcionais.

Palavras-chave: pancreatite aguda; SDRA; vitamina d3.



ABSTRACT
VITAMIN D3 (1,25(0OH)2D3) IN ITS ACTIVE FORM REDUCES INFLAMMATORY AND
FUNCTIONAL PULMONARY CHANGES SECONDARY TO ACUTE ALCOHOLIC
PANCREATITIS IN SWISS MICE

Acute pancreatitis (AP) triggers systemic inflammatory response syndrome, in which 60% of
individuals develop acute lung injury (ALI) and consequently acute respiratory distress
syndrome (ARDS), the pathogenesis of which is not fully understood. Vitamin D3 has
therapeutic activity and is used in the treatment of ALI. Therefore, the present study sought to
use the active form of vitamin D3 as a possible anti-inflammatory agent in ALI resulting from
experimental alcoholic AP. Swiss mice were used and distributed into 6 experimental groups:
Saline; EtOH/POA; and EtOH/POA + vitamin D3 at doses of 0.3, 1, 3, and 30 pg/kg orally.
After induction of AP, the animals were anesthetized for spirometry analysis and then
euthanized for blood collection and measurement of a-amylase and lipase, collection of
bronchoalveolar lavage (BAL) for total and differential leukocyte counts, and removal of the
pancreas and lung for histopathological analysis of myeloperoxidase (MPO) and reduced
glutathione (GSH). The data obtained highlighted the ability of vitamin D3 to reduce (p<0.05)
the infiltration of nuclear polymorphs and alveolar thickening in lung histological scores at all
doses tested, except at 0.3 pg/kg when compared to the EtOH/POA group. As well as reduced
levels (p<0.05) of a-amylase at doses of 0.3, 1 and 3 pg/kg and for lipase, with reduction
(p<0.05) at doses of 0.3, 1, 3 and 30 pg/kg when compared to the EtOH/POA group. MPO
activity was also reduced (p<0.05) in lung tissue at doses of 0.3, 1, 3 and 30 pg/kg when
compared to the EtOH/POA group. Lung GSH analyses showed an increase (p<0.05) at doses
of 0.3, 1, 3 and 30 pg/kg when compared to the EtOH/POA group. The number of total
leukocytes in BAL showed a reduction (p<0.05) at doses of 1, 3 and 30 pg/kg, as well as the
number of macrophages with vitamin D3 treatment at doses of 0.3, 1, 3 and 30 pg/kg when
compared to the EtOH/POA group (p<0.05). Based on the results, the dose of 1 pg/kg of vitamin
D3 was chosen to continue the cytokine and spirometry analyses. Regarding cytokines, vitamin
D3 was able to reduce the amount of NFkB and IL-1P proteins when compared to the
EtOH/POA group (p<0.05), while spirometry indicated an increase (p<0.05) in respiratory flow
and respiratory rate when compared to the EtOH/POA group. Therefore, it was possible to
observe the therapeutic activity of vitamin D3 in ALI caused by alcoholic PA, by reducing levels
of pancreatic enzymes, inflammatory and oxidative processes and functional damage.

Keywords: acute pancreatitis; ARDS; vitamin D3.
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1 INTRODUCAO
1.1 CARACTERISTICAS ANATOMOFUNCIONAIS DO PANCREAS

O pancreas ¢ um o6rgdo glandular fundamental para a homeostase metabolica do
organismo, ele estd localizado na cavidade retroperitoneal superior do abdomen com dimensdes
entre 14 a 25cm, se dividindo anatomicamente em quatro partes, a regido da cabeca, interliga
ao duodeno; do pescogo e corpo, segmentos com a maior distribuicdo e a regido da cauda,
adjacente ao bago (Figura 1) (Atkinson et al., 2020).

Figura 1: Pancreas e suas estruturas.

Célula Delta

Célula PP

Fonte: Adaptado de (Atkinson et al., 2020).

Diagrama esquematico indicando o pancreas, suas estruturas e principais células que o compdem. Em “a” divisdes
anatdmicas do pancreas: cabeca, pescoco, corpo e cauda, além dos 6rgdos que estdo adjacentes. Em “b” o tecido
pancredtico, onde localiza-se o ducto pancreatico, as células acinares e ilhota de Langerhans. Em “c” a histologia
das ilhotas de Langerhans, com as principais células que as compdem, com destaque para as células beta coradas

em rosa, células alfas coradas em azul, células delta coradas em marrom e células PP coradas em preto.
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Dentre as principais estruturas que compdem o tecido pancreatico, as ilhotas de
Langerhans sao as responsaveis por desempenhar fungdes endocrinas no organismo, atuando
na regulagdo hormonal do sistema gastrointestinal (Shih; Wang; Sander, 2013) através de
células como: alfa e beta, que produzem o glucagon e insulina, respectivamente, responsaveis
principalmente pela regulacdo fisiolégica da glicose; as células deltas produtoras de
somatostatina, substancia inibidora do hormoénio do crescimento, da secre¢do de insulina e
glucagon, da fungdo exdcrina pancreatica bem como um potente inibidor da secrecdo acida
pelas células parietais do estomago; as cé€lulas épsilon que produzem Ghrelina, horménio
responsavel por regular o apetite e as células PP, responsaveis por produzirem e liberarem o
polipeptideo pancreatico que participa de processos hipoglicémicos, da estimulagdo do
conteudo gastrico e retardo do esvaziamento estomacal (Figura 1) (Atkinson et al., 2020;
Sliwinska-Mosson; Marek; Milnerowicz, 201 7).

As distintas fungdes realizadas pelo pancreas ocorrem devido a sua morfologia e as
estruturas celulares que o compdem, dando destaque a sua caracteristica glandular que
corresponde a sua por¢do exdcrina e constitui 85% do tecido pancreatico, denotando assim o
papel principal exercido por esse Orgdo. A funcdo exdcrina pancredtica atua a partir da
sintetizacdo de enzimas digestivas, por meio das células acinares (CAs) e uma rede de tibulos
ductais que transportam o conteudo do fluido pancreatico para a porg¢ao inicial do duodeno, o
que permite o auxilio no processo de degradacdo do contetido alimentar e inativagdo do pH
gastrico (Mayerle et al., 2019).

As CAs sdo consideradas as predominantes do tecido pancredtico, essas células
apresentam formatos esféricos, tubulares ou irregulares e suas funcdes sdao definidas pela
producdo de enzimas digestivas nos ribossomos do reticulo endoplasmatico, seguido do
armazenamento em formas inativas, granulos zigomaticos, na regido apical das CAs onde
posteriormente, apos estimulos na membrana basolateral, essas substancias sdo liberadas para
os ductos acessorios pancreaticos percorrendo todo ramo até o ducto principal que adentra a
por¢ado inicial do duodeno, no qual ¢ referenciado como o 6rgao apto fisiologicamente para
inicio das atividades exercidas por essas enzimas (Damasceno, 2019; Souza ef al., 2016).

As fungdes secretoras das CAs sdo reguladas por varios hormdnios, em destaque a
secretina e colecistocinina que sdo liberados por células encontradas no revestimento da mucosa
duodenal durante o processo de ingestao alimentar, estimulando o pancreas a produzir e liberar
grandes quantidades de dgua, bicarbonato e enzimas digestivas ou através do sistema neuroglial
residente, a medida que o alimento adentra o duodeno(Mayerle et al., 2019).

O fluido pancreatico ¢ composto majoritariamente por enzimas digestivas provenientes
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das CAs, em destaque para a tripsina, sintetizada na forma de tripsinogénio, que atua em
conjunto com carboxipolipeptidases, ribonucleases, desoxirribonucleases em acdes
proteoliticas, facilitando a digestao de macros nutrientes; assim como também para a amilase,
que tem como atribui¢cdo a quebrar de agucares de cadeias complexas e a lipase, que atua com
as esterases e fosfolipases na degradagdo de lipideos por meio da separacdo dos acidos graxos
em glicerol. Essa composi¢do enzimdtica permiti que o processo de degradacao do conteudo
alimentar seja bem-sucedido e a absorc¢ao de nutrientes ocorra de forma regular (Bharmal ef al.,
2017; Damasceno, 2019).

Além das ilhotas de Langerhans e as CAs, o tecido pancreatico contém também células
imunes residentes, como macréfagos, células dendriticas e um grande complexo vascular que
mantém a arquitetura tecidual do orgdo, ¢ evidenciado também a participagdo das células
estrelares, que sdo as responsaveis pela manutengdo da matriz extracelular (Shih; Wang; Sander,
2013; Zheng et al., 2013).

Contudo, devido a complexa funcionalidade exercida pelo pancreas na manutengdo do
metabolismo, esse 6rgdo pode vir a sofrer algumas patologias que levam a alteragdes
metabolicas no organismo, como o Diabetes Mellitus, o cancer pancreatico, doencas
autoimunes e a pancreatite, que representa o principal processo inflamatorio que acomete o

tecido pancreatico (Garber ef al., 2018; Santos et al., 2003).

1.2 PANCREATITE

Caracterizada como o principal distarbio inflamatério que acomete o tecido pancreatico
de forma aguda ou cronico, a pancreatite ¢ resultado de alteragdes fisioldgicas que levam a
autofagia tecidual, essa patologia possui carater multifatorial podendo ocorrer por pré-
disposi¢do genética, através da dieta (diretamente relacionado ao consumo excessivo do alcool),
doencas autoimunes, calculos na vesicula biliar entre outros fatores (Wang et al., 2009).

A forma aguda da pancreatite ¢ considerada uma condigdo patologica comum, que pode
acometer o pancreas de forma leve e recorrente, mas que devido alta capacidade regenerativa
do tecido pancredtico o organismo se torna autossuficiente na recupera¢iao, no entanto a sua
forma grave pode vir a levar outras complicagdes que geralmente estdo associadas com uma
alta taxa de mortalidade (Abdulla ez al., 2011).

A pancreatite aguda (PA) ¢ classificada como uma doenga que apresenta muitas
variagoes clinicas, com um diagnoéstico direcionado somente quando o paciente apresenta fortes

dores abdominais (principal sintoma), influenciando diretamente na gravidade da doenca e no
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seu tratamento que atualmente se baseia no alivio dos sintomas e atenuagdo do processo
inflamatério de modo geral, utilizando para isso medicamentos das classes dos anti-
inflamatérios nao esteroidais (AINES) e em ultima instancia opioides. Todos esses aspectos
impactam também nos dados epidemiologicos para internagdes, diagndstico e mortalidade da
PA (Bollen, 2016; Leite, 2019).

A incidéncia da pancreatite varia de 50 a 80 casos por ano a cada 100.000 habitantes,
(SOUZA, et al., 2016) em que segundo dados epidemiologicos a PA ocupa o 21° lugar em
internagdes hospitalares, tendo em vista que esses pacientes ja apresentam a forma grave da
doenga e sua morbimortalidade atinge cerca de 25-45% dos casos de pancreatite (Garber ef al.,
2018; Souza et al., 2016), com a dor representando o sintoma mais comum, presente em cerca
de 90% dos pacientes, além dos niveis de amilase e lipase desses individuos estarem trés vezes
acima do valor de normalidade (Bhardwaj ef al., 2009).

A literatura e os dados epidemioldgicos indicam que a litiase biliar ¢ o consumo
excessivo de dalcool representam cerca de 80% dos casos de pancreatite, em que a
fisiopatologia envolvendo as alteragcdes causadas pela litiase biliar ao microambiente
pancreatico ¢ descrita por ocorrer através de uma obstrugdo transitoria no ducto pancreatico
impedido assim a liberag@o das enzimas digestivas no duodeno e o consequente acumulo dentro
dos ductos e nas CAs, propiciando uma autofagia do pancreas (Carvalho, 2018; Habtezion;
Gukovskaya; Pandol, 2019).

A correlacdo entre o dlcool e a PA ¢ caracterizada pelo seu consumo excessivo, o que
excede a capacidade da metabolizacdo dessa substincia pelo figado, permitindo que esse
processo seja realizado por outros 6érgaos como o estdmago, intestino delgado e o pancreas em
especifico pelas células acinares e estelares (Apte; Pirola; Wilson, 2010; Jung; Namkoong,
2014). Para o processo de metabolismo do dlcool as CAs utilizam de duas vias, a oxidativa onde
o alcool ¢ convertido pela enzima alcool desidrogenase em acetaldeido para ser eliminado pelo
organismo, contudo esse processo € considerado danoso ao pancreas por gerar espécie reativa
de oxigénio, e a via ndo oxidativa, considerada a principal utilizada pelo pancreas para
eliminacdo do alcool e que utiliza de uma série de enzimas chamadas de etil-ésteres de 4cidos
graxos (EEAG) para conjugacao do alcool a dcidos graxos, que posteriormente sdo degradados
na mitocondria através da B-oxidagdo ou nos peroxissomos e reticulo endoplasmatico, de todo
modo esse processo € referido por induz uma elevacgao do calcio intracelular e a consequente
desregulacdo e coalizdo dos granulos zigomaticos com os lisossomos, induzindo uma ativacao
prematura das enzimas pancreaticas no proprio tecido e uma autodigestdo do pancreas (Bhatia

et al., 2020; Carvalho, 2018; Criddle et al., 2007).
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Figura 2: Desencadeamento da pancreatite.
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Devido a alta taxa de mortalidade e os aspectos fisioldgicos e patoldgicos que envolvem
o funcionamento do pancreas, além da falta do diagnostico precoce e tratamento direcionado
para a pancreatite, diversos pesquisadores ao longo dos anos desenvolveram e utilizam de
modelos experimentais para mimetizar o processo inflamatério da pancreatite € os possiveis

mecanismos por tras da sua instalagdo e desenvolvimento.

1.2.1 Modelo experimental da Pancreatite Aguda alcoolica

Os modelos de PA agudo variam muito das formas de inducdo, onde esses modelos
sempre buscam trazer a PA em sua forma grave, tendo modelos consolidados como o modelo
de ceruleina. A ceruleina ¢ um andlogo da colecistocinina (CCK), um hormdnio peptidico que
estimula a secrecao de enzimas digestivas pelo pancreas. O uso da ceruleina em doses elevadas
ou repetidas induz uma resposta exagerada, levando a pancreatite aguda, se ligando a receptores
especificos no pancreas e na vesicula biliar gerando a autofagia do tecido, por meio da libera¢ao
excessiva das enzimas pancreaticas, que por sua vez nao sao ativadas da forma correta e acabam
ativando vias inflamatorias. Este modelo simula os aspectos iniciais € moderados da doenca,

incluindo edema pancreatico, infiltracao de células inflamatorias e ativacao intrapancreatica de
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enzimas digestivas. (JANCSO; SAHIN-TOTH, 2022; LERCH; GORELICK, 2013)

Outro modelo bastante utilizado ¢ o modelo de ligadura do ducto pancreatico, onde esses
modelos sao amplamente utilizados para simular a pancreatite associada a obstrucdes do ducto
pancreatico, como as causadas por calculos biliares ou tumores que bloqueiam o fluxo de
secrecOes pancreaticas. Esse modelo se baseia na indu¢do mecanica de uma obstrug¢ao no ducto
pancredtico principal, resultando na reten¢do de enzimas pancredticas dentro do pancreas,
ativacdo enzimatica precoce ¢ danos ao tecido pancreatico, imitando de maneira mais proxima
os mecanismos de lesdo vistos em formas humanas de pancreatite biliar. A obstrugao ductal ¢
realizada por métodos cirurgicos, como a ligadura do ducto pancreatico. Esta técnica bloqueia
o fluxo normal de enzimas digestivas, o que resulta na retencdo dessas enzimas dentro das
células acinares pancreaticas. A incapacidade das enzimas de serem secretadas adequadamente
leva a ativagdo intrapancreética, que inicia um processo de autodigestdo do tecido pancredtico,
gerando um quadro similar de litiase biliar que acontece no ser humano (Cruciani, 2007;
Lankisch; Apte; Banks, 2015; Lerch; Gorelick, 2013).

Contudo recentemente surgiu um novo modelo de pancreatite, modelo o qual se baseia
no consumo excessivo de alcool, que nos ultimos anos causo um aumento nos casos de
pancreatite. A inducdo da PA por meio do etanol é considerada um modelo recente, que ganhou
destaque devido a um maior consumo de alcool nas ultimas décadas, o que se correlacionou
com uma maior incidéncia de PA (Huang et al., 2014). Porém, o entendimento da fisiopatologia
da PA alcoolica ainda ndo ¢ totalmente compreendido, tendo em vista que o alcool sozinho nao
¢ considerado um agente fidedigno para a indugdo da pancreatite experimental, denotando a
necessidade de utiliza-lo associado a outras substancias como lipideos.

A associacdo entre a ingestdo lipideos e consumo excessivo do alcool possuem
relevancia fundamentada por estudos epidemiologicos, que demostram que dietas com
consumo excessivo de lipideos podem ter relagdo com casos de pancreatite, atualmente se sabe
que uma via metabdlica comum ¢ compartilhada por essas duas substidncias o que pode
esclarecer os mecanismos fisiopatoldgico pelo qual o dlcool causa danos ao pancreas (Carvalho,
2018; Criddle, 2015).

Um estudo realizado por Huang e colaboradores propos um modelo in vivo que utiliza
o etanol associado a metabolito direto da via ndo oxidativa, o acido palmitoléico (POA), como
um complexo de agentes etioldgicos para a indugdo da PA alcodlica. Esse trabalho demonstrou
através de injegdes intraperitoneais do etanol associado ao POA, alteracdes significativas com
caracteristicas de pancreatite, com o aumento de amilase e lipase séricas e danos no tecido

pancreatico com aspectos necroticos, além disso esse estudo destacou que os mecanismos
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envolvidos na instalacdo desse processo inflamatorio no tecido pancreatico ocorrem devido a
altos niveis de EEAG, o que gera consequente elevagao nos niveis de célcio citoplasmatico nas
CAs, além de uma ativagdo prematura dos granulos de zimogénios, ocasionado a necrose dessas
células e uma autofagia do tecido pancreatico (Criddle, 2015; Girdo, 2017).

Viérios outros estudos demostraram também que a intensidade na gravidade das
manifestagdes clinicas da pancreatite ocorre devido ao desenvolvimento da sindrome da
resposta inflamatoria sistémica (SRIS), caracterizada por apresentar uma tempestade de
citocinas na corrente sanguinea que pode gerar alteragdes em outros 6rgaos através da sindrome
da disfuncdo multipla de 6rgdo (SDMO), em que os efeitos inflamatdrios dessa patologia
atingem consideravelmente o sistema gastrointestinal, assim como também s3o observados
efeitos deletérios a 6rgdo distantes como o pulmao, que por ser altamente vascularizado acaba
sendo suscetivel a efeitos deletérios (Roberts et al., 2018; Yan et al., 2017). Huang e
colaboradores (2014) demostraram que no modelo de pancreatite aguda alcodlica, o pulmao
apresentava alteracdes histopatologicas condizendo com uma lesdo pulmonar que pode ser

relacionada a SDRA.

1.3 PANCREATITE & REPERCUSSAO PULMONAR

A maioria dos pacientes com PA sofre de uma doenga leve e autolimitada, contudo 15-
20% dos individuos desenvolvem a sua forma grave, com posterior desencadeamento da SRIS
e, consequentemente, SDMO em que a taxa mortalidade durante as duas primeiras semanas ¢
devido a faléncia sistematica de 6rgdos, e apds esse periodo € resultado de infeccao secundaria
do pancreas ou necrose peripancreatica (Fukui, 2016; Zaheer ef al., 2013).
De fato, a SRIS ¢ um dos principais processo patoldgico subjacente a pancreatite aguda
grave de grande importancia, sendo essa condi¢do responsavel por desencadear perturbagdes a
sistemas fisiologicos, com quadros na maioria dos pacientes com PA de hipoxemia leve a
sindrome do desconforto respiratdrio agudo (SDRA), gerando assim uma lesdo pulmonar aguda
(LPA) (Ge et al., 2020; Gea-Sorli ef al., 2011), que acomete cerca de 60% dos individuos e é
citada como a responsavel por 60% das mortes na primeira semana da doenca (Chooklin, 2009;
Mubhs et al., 2003).
A SDRA ndo ¢ considerada uma doenca primaria, podendo ser resultado de uma lesdao
pulmonar direta causada, por exemplo, pela pneumonia, a aspiracao do contetido gastrico, assim
como a lesdo por inala¢do, podendo ser causada por uma lesdo pulmonar de caracteristica

indireta como, por exemplo, a sepse, COVID-19, o trauma grave com choque, e a propria
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pancreatite aguda (Dushianthan et al., 2011; Matthay; Ware; Zimmerman, 2012; Shah; Rana,
2020). Essa sindrome ¢é caracterizada por apresentar edema pulmonar ndo hidrostatico, dano
alveolar difuso e intenso processo inflamatorio o que resulta no comprometimento variavel da
ventilagdo pulmonar, inadequada perfusdo e hipoxemia grave, ocasionando aos pacientes
acometidos pela SDRA a necessidade frequente de ventilagio mecanica e uma piora no
prognostico (Dushianthan et al., 2011). Na pancreatite aguda alcodlica experimental, Carvalho
e colaboradores demostraram que a lesdo pulmonar ¢ causada por processo inflamatorio,
gerando em uma diminui¢do na capacidade respiratério e também na diminui¢ao da contragao
do diafragma, apresentando um aumento de infiltrado de células inflamatérias no pulmao, e
mudando o perfil fenotipico das células residentes (Carvalho, 2018).

Dados epidemioldgicos evidenciam que a SDRA varia de 1,5 a 79 casos a cada 100.000
habitantes, onde os paises europeus relatam uma incidéncia menor do que os EUA. Em relacao
ao territorio brasileiro, estudos constatam que a taxa de incidéncia varia de 1,8 a 31 casos a cada
100.000 habitantes (Confalonieri; Salton; Fabiano, 2017), tendo em vista que esses relatos
epidemioldgicos apontam como uma das principais causas da SDRA a PA na qual ndo possui
uma patogénese totalmente compreendida, contudo acreditasse que durante o desenvolvimento
e instalagdo da pancreatite, ocorra liberagdo de diversos mediadores inflamatorios resultando
na SRIS, levando a um quadro caracteristico da SDRA (Shah; Rana, 2020).

O acumulo de mediadores e células inflamatdrias no tecido pulmonar representam as
principais caracteristicas que indicam injurias as células endoteliais vasculares, epiteliais e
alveolares no pulmao, esse processo ¢ responsavel também por acarretar uma destruicdo na
barreira pulmonar e no limen dos alvéolos, dificultando assim a troca de gases. Destaca-se
ainda, o aumento da permeabilidade vascular que acarreta um trasbordamento de fluido rico em
proteinas que chega aos alvéolos e intersticio pulmonar, causando edema e lesdo alveolar difusa
podendo causar inativagdo do surfactante, gerando assim uma LPA (Figura 2) (Ge et al., 2020).

Entre os principais mediadores citados nas causas da SDRA estdo citocinas
proinflamatorias, com destaque para o TNF-a, MIP-1a (proteina inflamatoria de macréfagos-
la), IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8, IL-17, IL-18, pela quimiotaxia de células inflamatérias como
neutrdfilos e macrofagos para o tecido pulmonar, e promovem uma lesao exacerbada no pulmao,

com apoptose e necrose de células epiteliais (Elder et al., 2012).



22

Figura 3: Processo inflamatério no alvéolo.
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Fonte: Adaptado de (Carvalho, 2018).

Atualmente a patogenicidade da SDRA e consequentemente a LPA advinda da
pancreatite aguda nao ¢ totalmente elucidada, mas acredita-se que durante a instalacdo e
desenvolvimento da PA ocorra a liberagdo de diversos mediadores inflamatorios e ativagao de
células imunes, como neutréfilos e macréfagos (MOs), desencadeando um quadro de SRIS e
consequente alteracdes ao tecido pulmonar com caracteristica de SDRA (Carvalho, 2018;

Zheng et al., 2013).

1.4 TRATAMENTOS PARA LESAO PULMONAR AGUDA

Atualmente ndo existem tratamentos especificos para a LPA, onde a principal forma de
tratamento utilizados sdo os glicocorticoides, que sdo hormodnios esteroidais atuantes
diretamente na supressao de genes inflamatorios, inducdo de apoptose, inibicao de citocinas e
inibi¢do de migracao de células pré inflamatorias (Lewis et al., 2019; Torres; Insuela; Carvalho,
2012).

Além dos glicocorticoides, outras formas de tratamento sdo utilizadas como
vasodilatadores inalatorios, bloqueadores neuromusculares e a ventilagdo mecanica, essa Gltima

sendo a principal responsavel pela melhora na capacidade respiratoria, contudo esses métodos
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sdo comumente associados com o desenvolvimento de fibrose pulmonar, gerando assim um
dano irreversivel ao tecido pulmonar (CABRERA-BENITEZ et al., 2014).

Com isso, novas terapias sao constantemente implementadas, com o objetivo de
melhorar a fun¢ao pulmonar e diminuir os danos causados pela SDRA, dentre a novas terapias
esta a utilizacdo de exossomos, que consistem em vesiculas formadas por complexos proteicos,
provenientes de células troncos, onde sdo amplamente utilizados para o tratamento de acne,
estimulo para a producao de colageno e entre outras coisas. Onde estudos mostram que os
exossomos podem potencialmente ajudar no tratamento da SDRA, através da transferéncia de
micro RNA (miRNA) e regulagdo da fun¢ao mitocondrial (LIU; XIAO; XIE, 2022).

Diante disso, novas formas de tratamento para a SDRA sdo de suma importancia, onde
ja foi visto o potencial uso de substancias endogenas para o tratamento de SDRA, abrindo assim
portas para a utilizagdo da vitamina D3, que vem cada vez mais se mostrando o seu potencial

uso terapéutico.

1.5 PAPEL IMUNOMODULATORIO DA VITAMINA D3

A vitamina D3 é considerada uma substancia nutriente essencial para a regulacdo da
fisiologia osteomineral, em especial do metabolismo do calcio, sua obtencdo ocorre em torno
de 20% através da ingestdo dietética e outros 80% ¢ produzido pela pele a partir de um composto
percussor denominado 7-deidrocolesterol (7-DHC), que apds exposicao dos raios ultravioletas
produz a forma ativa da vitamina D3, a 1a,25-diidroxi-vitaminaD3 (1,25(OH).D3) ou calcitriol,
sendo essa considerada um horménio esteroide integrante do sistema endocrinolégico
(CASTRO, 2011; SASSI; TAMONE; D’AMELIO, 2018).

Os efeitos bioldgicos da 1,25(0OH)2Ds sdo mediados pelo receptor de vitamina D3
(VDR), um fator de transcricdo que pertence a familia de receptores hormonais nucleares
expressos em diversas células, principalmente nas células imunes, desempenhando um papel
fundamental na regulacdo do metabolismo do célcio e fosforo por meio do controle dos
processos de absorgdo intestinal e reabsorcdo renal desses ions, mantendo-o0s em concentragoes
plasmaéticas suficientes para assegurar a adequada mineralizacdo e 0 crescimento 0sseo em
todas as etapas da vida. Entretanto, a quase universal distribuicdo do VDR nas celulas do
organismo humano e a presenca da CYP27B1, que € o gene que codifica a vitamina D em sua
forma ativa, em varios tipos celulares mostram que a 1,25(0OH).D3 esta envolvida em uma
ampla gama de funcBes envolvendo a homeostase sistémica (VANHERWEGEN;
GYSEMANS; MATHIEU, 2017).
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Vérias células envolvidas na fun¢do imunoldgica expressam VDR e CYP27B1, o que
sugere que a forma ativa da vitamina D3 é capaz de modular as células imunes em diferentes
niveis. As primeiras atividades imunoreguladora da vitamina D3 foram descritas no tratamento
de doencgas causadas por micobactérias, como tuberculose e hanseniase, nas quais se observou
um aumento da producéo de defensinas tipo 2 e peptideo antimicrobiano catelicidina (CAMP)
por queratindcitos e macréfagos aumentando a atividade antimicrobiana, além disso foi
evidenciado também um aumento na quimiotaxia, autofagia e fusdo fagolisossomal de células
imunes inatas (HANSDOTTIR; MONICK, 2011; SASSI; TAMONE; D’AMELIO, 2018).

Os VDR ficam localizados na membrana celular e no ndcleo, sendo responsavel por
regular algumas vias de sinalizagdo, as quais em sua maioria estdo correlacionadas com
inflamacéo e crescimento tumoral. A vitamina D juntamente com a citocina interferon gamma
(IFN-vy) sdo responsaveis por grande parte da ativagdo de macrofagos, considerando assim além
de um modulador de células imunes também um ativador de macrdfagos residentes (DEB,;
SAKHARKAR, 2019; FORNO et al., 2020).

Relatos sobre o importante papel da vitamina D3 sobre o sistema imunoldgico do
pulmao, assim como nas doengas respiratorias foram descritos por Adams e colaboradores
(1983) ao demonstrarem que os MO de pacientes com sarcoidose converteram a forma inativa
da vitamina D3 em ativa, enquanto os MO de pacientes com fibrose pulmonar idiopatica nao
reproduziram essa atividade, evidenciando que os MO de individuos normais ndo expressam
constitutivamente la-hidroxilase, enzima responsavel por converter a vitamina D3 em sua
forma ativa (ADAMS et al., 1983; LIU et al., 2018; REICHELT et al., 1987).

Um estudo experimental evidenciou que ao administrar 1,25(OH).Ds simultaneamente
com fatores estimulante de processos inflamatoérios, como lipopolissacarideos (LPS) e TNF-a,
em cultura de macréfagos derivados do plasma de pacientes saudaveis, uma reducdo das
citocinas IL-1B, TNF-a e IL-6, além da redugdo da expressdo de marcadores de macrofagos
tipo M1, subtipo responsavel por gerar processo inflamatério (DI ROSA et al., 2012). Um outro
estudo mais recente sugeriu que a possivel utilizacdo da vitamina D3 poderia ser um mediador
influente no tratamento do COVID 19 (FERNANDES et al., 2022; MALAGUARNERA,
2020).

Pacientes infectados com SARS-CoV2 apresentam niveis séricos mais elevados de
proteina C reativa, dimero D e citocinas, incluindo IL-6, IL-1, TNF-a, IL-2, IL-8, IL-17, G-
CSF, GM-CSF, IP10, MCP1 e MIP1 (ou CCL3) que facilita o agravamento da patologia.
Evidenciado também a infiltracdo maciga de neutrdfilos e macréfagos nos pulmdes resultando

em lesGes com formacdo de membranas hialinas e espessamento da parede alveolar. Esse estudo
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sugere entdo como possivel mediador a utilizagdo da 1,25(0OH)2D3 na modulacéo do fendtipo
dos macrofagos alveolares para um perfil M2, os quais sdo citados por inibir a inflamacéao
provocando respostas imunes tipo Th2, alem de possibilitar o aumento da fagocitose de células
infectadas e restos celulares apoptoticos (FERNANDES et al., 2022; MALAGUARNERA,
2020).

Além disso, estudos mostraram um papel importante da vitamina D sobre a fibrose
pulmonar, onde através da inibicdo do TGF-B, fator importante para o desenvolvimento da
fibrose pulmonar, responsavel por causar danos irreversiveis ao pulmao, diminuindo funcéo
pulmonar e a capacidade respiratoria (LIN et al., 2023; MA; PENG, 2019).

Diante disso, 0 objetivo desse estudo foi investigar o possivel efeito da Vitamina D3
(1,25(0OH)2D3) sobre as alteracdes pulmonares inflamatdrias e funcionais decorrente a

pancreatite aguda alcoolica.
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2 JUSTIFICATIVA

A pancreatite ¢ uma doenca com altos indices de internagdes hospitalares, considerada um
problema de saude, social e econdomico de grande relevancia que precisa de mais atencao. A PA
geralmente apresenta-se como uma doenga leve e autolimitada, contudo aproximadamente 20%
dos pacientes desenvolvem a forma grave dessa doenga, que ¢é caracterizada pelo
desenvolvimento da SRIS, onde dados evidenciaram que nos meses de fevereiro de 2016 a
novembro de 2021 foram registradas mais de 190 mil internagdes em decorréncia da PA, que
resultaram em mais de 10 mil dbitos no pais, sendo a maior incidéncia na regido sudeste, cerca
de 48% dos obitos e 49% de internagdes (Brasil, 2022), onde 60% dos casos de pancreatite
estdo correlacionados com o acometimento do pulmao e desenvolvendo a SDRA, causado um
aumento na taxa de morbidade e mortalidade dos pacientes (Ge et al., 2020; Criddle et al.,
2015). O acometimento pulmonar segundo a literatura ocorre devido a liberacao de mediadores
inflamatorios, em decorréncia da PA e instalagio da SRIS, o que causa alteragdes no
microambiente pulmonar possibilitando assim o desenvolvimento da SDRA, processo
inflamatério no qual € caracterizado pela presenca de células imunes como mediadores dessa
doenca. Estudos destacaram que um dos perfis celulares mais presente no desenvolvimento
durante o desenvolvimento da PA sdo os macrofagos alveolares, que sao células que apresentam
subtipos diferentes no pulmao, por serem células capazes de se adaptar para o recrutamento de
outras células da imunidade, por meio da liberacdo de citocinas pro-inflamatorias,
desempenhando principalmente o papel da regeneragdo tecidual e no controle da resposta
imunologica (Carvalho, 2018; Song et al., 2020). Visando isso, esse estudo pretende utilizar a
forma ativa da vitamina D3 (1,25(OH)2D3) como hormonio anti-inflamatoria, podendo atuar

como nova forma de tratamento para a LPA advinda da PA.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito da forma ativa da Vitamina D3 (1,25(OH)2D3) sobre as alteracGes
pulmonares inflamatdrias e funcionais decorrente a pancreatite aguda alcodlica em

camundongos Swiss.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar aspectos histopatolégicos do tecido pancredtico e pulmonar de
camundongos submetidos ao protocolo da pancreatite aguda alcodlica experimental

com tratamento da vitamina D3 e seus respectivos controles;

» Analisar aspectos bioquimicos através da mensuracdo das enzimas pancreaticas
(Amilase, lipase) no plasma dos camundongos submetidos ao protocolo da
pancreatite aguda alcodlica experimental com tratamento da vitamina D3 e seus

respectivos controles;

» Mensurar a atividade da Mieloperoxidase (MPO) no pulmao dos camundongos
submetidos ao protocolo da pancreatite aguda alcoodlica experimental com

tratamento da vitamina D3 e seus respectivos controles;

» Determinar a atividade da Glutationa Reduzida (GSH), no pulmao dos
camundongos salina e submetidos ao protocolo da pancreatite aguda alcoodlica

experimental com tratamento da vitamina D3 e seus respectivos controles;

» Verificar o infiltrado leucocitario no lavado broncoalveolar (LBA) dos

camundongos submetidos ao protocolo da pancreatite aguda alcodlica experimental;

» Quantificar NFkB e IL-1B por meio da técnica de Western Blot, pulmio dos
camundongos salina e submetidos ao protocolo da pancreatite aguda alcoodlica

experimental com tratamento da vitamina D3 e seus respectivos controles;

» Investigar in vivo os aspectos funcionais respiratorios através da espirometria de
camundongos apos a administracdo da vitamina D3 durante o protocolo da

pancreatite aguda alcoolica experimental.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 TIPO DE ESTUDO

Este estudo possui carater experimental, em que para seu desenvolvimento foi utilizado
um n de oito animais por grupo necessarios para obtencdo de resultados estatisticamente
significativos (p<0,05*). Esses animais foram divididos em 6 grupos: Grupo 1 - Salina
(Controle negativo, animal normal, seguido pela administra¢do de salina intraperitoneal),
Grupo 2 - Etanol/POA (controle positivo para pancreatite, seguido de administragdo de
Etanol/POA intraperitoneal), Grupo 3 - Etanol/POA e a dose 0,3pug/Kg de vitamina d3
(tratamento realizados nos tempos de 48h, 24h e 1h antes da indug¢ao da PA com administragao
de Etanol/POA intraperitoneal) Grupo 4 - Etanol/POA e a dose 1ug/Kg de vitamina d3
(tratamento realizados nos tempos de 48h, 24h e 1h antes da indugdo da PA com administragao
de Etanol/POA intraperitoneal) Grupo 5 - Etanol/POA e a dose 3ug/Kg de vitamina d3
(tratamento realizados nos tempos de 48h, 24h e 1h antes da indug¢ao da PA com administragao
de Etanol/POA intraperitoneal) Grupo 6 - Etanol/POA e a dose 30pg/Kg de vitamina d3
(tratamento realizados nos tempos de 48h, 24h e 1h antes da inducdo da PA com administragdo

de Etanol/POA intraperitoneal).

4.2 LOCAL

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratorio de Estudos da Fisiofarmacologia

Gastrintestinais (LEFFAG) — UFC, no periodo de 2023.1 a 2024.1.

4.3 ANIMAIS

Para realizacdo desse estudo foram utilizados camundongos Swiss (Mus muscullus),
machos com peso entre 25 e 30 gramas, advindos do Biotério Central da Universidade Federal
do Ceard (UFC). Os animais foram acondicionados em caixas de polipropileno, em ambiente
com temperatura controlada, com enriquecimento ambiental, com ciclos claro/escuro de 12 em
12 h, recebendo racdo padrdo e agua a vontade. Os protocolos experimentais foram
desenvolvidos de acordo com os Padrdes do uso de Animais de Laboratério da UFC, aprovadas

na Comissdo de Etica no Uso de Animais sobre o projeto guarda-chuva n® 3271010621.
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4.4 PROTOCOLO DE TRATAMENTO COM A VITAMINA D3

Os animais foram divididos em 4 grupos, pré-tratados com a vitamina D3
(1,25(0OH)2D3) nos tempo de 48, 24, 1 hora antes da inducao da pancreatite aguda, por via oral,
nas doses de 0,3, 1, 3 e 30 pg/Kg, apds o 1 hora do ultimo tratamento os animais foram

induzidos com a PA e posteriormente eutanasiados.

4.5 PROTOCOLO DE INDUCAO DA PANCREATITE AGUDA ALCOOLICA

Os animais foram divididos em seis grupos, em que o primeiro grupo recebeu
administracdo de solu¢do salina 0,9% (controle) e o segundo grupo a administracdo acido
palmitoléico (POA), 150 mg/Kg, diluido em etanol (2:3), e os demais grupos receberam a
administracdo acido palmitoléico (POA), 150 mg/Kg, diluido em etanol (2:3) com os
tratamentos com vitamina D3 nas doses de 0.3, 1, 3 ¢ 30ug/Kg. Todas as aplicagdes ocorreram
por via intraperitoneal (i.p), perfazendo um volume total de 250uL, com duas administragdes
durante um intervalo de 1 hora entre elas (Huang et al., 2014). Ap6és 24 horas do
estabelecimento da pancreatite aguda seguindo protocolo descrito por Huang e colaboradores
(2014), os animais foram anestesiados e submetidos a analises funcionais do pulmao, a coleta
de sangue e em seguida a eutanasia por meio da laparotomia e sec¢do da veia cava inferior, logo
apos foi coletado o lavado broncoalveolar dos animais e a retirada do pancreas e do pulmao

para avaliagdes histopatologicas.

4.6 ANALISE HISTOPATOLOGICA DO TECIDO PANCREATICO E PULMONAR

Ap0s 24 horas do estabelecimento do protocolo de PA, o pancreas e o pulmao (lobo
direito) dos animais foram retirados e fixado em formol a 10%, decorridas 24 horas os tecidos
foram retirados do formol e colocados em solucao de alcool 70%. Logo apds a fixacao e
preservacao dos tecidos, esses foram postos em parafina por métodos padronizados e cortados
em secgdes de 4um através de um microtomo e posteriormente corados com hematoxilina-
eosina (HE).

As alteragdoes morfologicas caracteristicas de pancreatite como edema, infiltracdo de
células inflamatdria e necrose foram avaliadas através da tabela de escores padronizados e que
possui diferencas quanto ao grau de alteragdo, determinando os escores de 0 a 3 (0= ausente, 1

= alteragdo interlobular, 2= alteracdo interlobular e moderada alteragdo intralobular, e 3 =
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alteracdo interlobular e severa alteracdo intralobular) (Wildi et al., 2007). Assim como as
alteracdes morfologicas pulmonares em avaliagdes como: edema alveolar, infiltracdo de
polimorfonucleares e espessamento alveolar, em que os escores considerados serdo de 0 a 3,
sendo 9 o escore maximo (Gultekin et al., 2007). Os dados foram avaliados sob microscopia,

em um estudo cego realizado por um histopatologista experiente.

4.7 DETERMINACAO DOS NIVEIS SERICOS DE A-AMILASE & LIPASE

As analises bioguimicas de a-amilase e lipase foram realizadas a partir do sangue
coletado dos animais, seguindo as recomendacdes propostas pelos kits da InterKit (Referéncia
10377390188) para a-Amilase, e LABTEST (Referéncia 107) para lipase. Onde o sangue foi
centrifugado, retirado o plasma e pipetado 10pL em uma placa de 96 pocos e acrescentado
190uL do reagente presente no Kit, posteriormente as aquisi¢des dos dados foram realizadas em

um fluorimetro (Fluorstar Optima), nos intervalos de 0 e 5 minutos.

4.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA MIELOPEROXIDASE (MPO)

Amostras de pancreas e pulmao foram coletadas, pesadas e maceradas em 0,5% de
brometo de hexadeciltrimetilamonio (HTAB, Sigma Aldrich, EUA), pH 6,0, na propor¢ao de
500uL de solucao para 50mg de tecido. Posteriormente, os macerados foram centrifugados
(5000 rpm, 7 min, 4°C), em seguida, 10uL dos sobrenadantes de cada amostra, pancreas e
pulmao, foram colocados em placa de 96 pogos em duplicata. Em cada pogo serdo adicionados
200uL de solucao contendo O-dianisidina (Sigma Aldrich, EUA), 5 mg diluida em 3mL tampao
fosfato, a essa solucdo foi ainda adicionado 15uL de perdxido de hidrogénio (H202, Sigma
Aldrich, EUA) a 5%. A absorbancia foi mensurada em leitor de absorbancia (BMG Labtech,
Espanha) no comprimento de onda de 450nm, com leituras no tempo zero e apos 5 minuto. Os
resultados foram expressos em unidades de MPO/mg de tecido (UMPO/mg). Uma unidade de
MPO foi definida como a quantidade capaz de converter 1umol de peréxido de hidrogénio a

dgua em | min a 22°C (Bradley et al., 1982).
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4.9 AVALIACAO DA ATIVIDADE DA GLUTATIONA REDUZIDA (GSH)

Para analise da concentracdo de GSH, amostras de pulmao foram coletadas, maceradas
com um homogeneizador de tecidos em acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA, Sigma
Aldrich, EUA) a 0,02 M na proporg¢ao de 500uL de solug¢ao para S0mg de tecido. Em seguida,
foi transferido o volume de 40 uL. do homogenado para um tubo eppendorf, no qual foi
adicionada agua destilada (50 puL) e 10 pL de acido tri-cloro-acético (TCA, Sigma Aldrich,
EUA) 50%. A mistura foi centrifugada (5000 rpm, 20 min, 4°C). Foram retirados 60 pL do
sobrenadante e transferidos para a placa de 96 pogos. Em seguida foi feito uma mistura de 25mL
tampao-Tris (0,4 M, pH 8,9) e 650 uL acido 5,5-ditiolbis (2-nitrobenzédico) (DTNB, Sigma
Aldrich, EUA) diluido em metanol (Vetec, Brasil, 0,01M). Em seguida 100 pL dessa solucao
foi pipetada na placa de 96 pocos utilizando uma pipeta multicanal. Logo a seguir foi realizada
a leitura em espectrofotdmetro (BMG Labtech, Espanha) a 412 nm. Os dados foram expressos

em ug de GSH/g de tecido (Takatori, 1975).

4.10 COLETA DO LAVADO BRONCOALVEOLAR (LBA)

A coleta do LBA foi realizada com o objetivo de se obter o conteudo e as células
presentes no espago alveolar. Apés 24h da indugdo da PA, os animais foram anestesiados com
cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) e em seguida ocorreu a exposi¢ao da traqueia e
uma pequena abertura para canulagdo com cateter de polipropileno de 1,7 mm, e o lavado foi
realizado através da injecdo de quatro aliquotas de 0,5ml de tampao salina-fosfato estéril
(PBS 1X), injetadas e recolhidas 4 vezes, obtendo-se aproximadamente 2,0ml de volume final,
que foi entdo centrifugado a 2.000rpm por 10 minutos a 4 °C para obteng¢ao do pellet de células

que foi utilizado para contagem total e diferencial de leucdcitos (Maxeiner et al., 2007).

4.11 DETERMINACAO DE LEUCOCITOS TOTAIS NO LBA

A contagem total de células foi realizada através da ressuspensao do pellet obtido do
LBA em ImL de PBS adicionado de EDTA, seguido da sua dilui¢do em solu¢ao de TURK com
a propor¢ao de 1:10 (10ul para 90ul de TURK), em seguida foi realizada a contagem de células
totais na cadmara de Neubauer com o auxilio de um microscopio Optico sob a objetiva de 40x

(Alves-Filho et al., 2008).
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4.11.1 Avaliacao diferencial de leucdcitos do LBA

A determinac¢do diferencial dos leucécitos totais no LBA, foi realizado através da
citocentrifugagdo (cytospin) na proporc¢do de 2x10*% células em 40pul (450rpm por 5 minutos),
apos a obtengdo do fixado de células e secagem foi realizada a coloragdo pelo método de H&E
e em seguida a contagem diferencial no microscopio optico sob a objetiva de 40x, onde foram
contado a quantidade de células por campo, em uma quantidade de 4 campos, e posteriormente

feito uma média com os campos (Sonego et al., 2016).

4.12 QUANTIFICACAO DE NF«B e IL-13 POR WESTERN BLOT

Para a analise das proteinas NFxB e IL-1p foi realizada a técnica de Western Blot, na
qual os tecidos pulmonares extraidos dos animais, homogeneizados em tampao de extragdo e
centrifugado. Parte do sobrenadante foi utilizada para determinagdo da concentragdo de
proteinas por fragmento de tecido extraido e outra para aplicagdo de SDS PAGE. O
sobrenadante das amostras obtidas foi aliquotado com tampao de Laemmli e submetido a
eletroforese gel de poliacrilamida para a separagdo de proteinas (SDS-PAGE). Posterioriomente
encaminhadas ao processo de leitura no fotodocumentador, em seguida foi quantificado a
expressao da proteina alvo utilizando-se, para isso, o software Image Lab, sendo os resultados

expressos em mg/proteina (Fido et al., 1995).

4.13 ANALISE DA FUNCAO PULMONAR (ESPIROMETRIA)

Os animais foram anestesiados (Cetamina 100 mg/kg e Xilazina 10 mg/kg) por via i.p.,
traqueostomizados e por meio de um cateter interligado a um espirbmetro para pequenos
animais (AD Instruments®, Sidney, Australia), primeiramente foi realizado uma calibracdo
instilando 20mL de ar no equipamento seguindo as recomendagdes do fabricante, e
posteriormente foi realizada a avaliacdo dos pardmetros de Fluxo Respiratorio e Frequéncia
Respiratéria (FR) durante dez minutos. Os dados obtidos foram analisados através do software
LabChart® (Guenther et al., 2010).
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4.14 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram expressos como média = EPM (variaveis com distribuicao
normal). Para avaliacdo entre dois grupos foi utilizado o Test T de Student ndo pareado. As
demais andlises estatisticas foram realizadas por andlise de variancia (One-way ANOVA),
seguida do pos teste de Bonferroni para os testes paramétricos e Kruskal-Wallis seguido do pos
teste de Dunns para os dados ndo paramétricos, sendo considerados resultados significativos
com p< 0,05*. As andlises estatisticas dos dados e os graficos foram realizados utilizando-se o

software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, Inc).
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5 RESULTADO

5.1 VITAMINA D3 REDUZ NiVEIS SERICOS DE A-AMILASE E LIPASE OCASIONADO
PELA PANCREATITE AGUDA ALCOOLICA.

A mensuracao dos niveis séricos de a-amilase, ocorreu um aumento (p <0,05) no grupo
EtOH/POA (69,78 £ 7,559 U/L) em relacdo ao grupo Salina (28.98 + 1,953 U/L) e reducbes
significativas (p<0,05) nos animais tratados com a vitamina D3 nas doses de 0,3 pg/kg (51,38
+ 2,069 U/L), 1 pg/kg (50,36 + 2,481 U/L) e 3 pg/kg (52,97 + 5,592 U/L) quando comparado
com o grupo EtOH/POA (p<0,05). Contudo, a dose de 30 pg/kg (58,85 + 4,654 U/L) nédo
apresentou diferenca estatistica quando comparado com o grupo EtOH/POA (p > 0,05) (Grafico
1A).

Em relacdo aos niveis séricos de lipase, também foi possivel observar um aumento no
grupo EtOH/POA (325,8+ 79,39 U/L) em relagdo ao grupo Salina (37,32 = 6,780 U/L) (p <
0,05) e reducdes significativas (p <0,05) dessa enzima nos animais tratados com a vitamina D3
nas doses de 0,3 (77,74 + 10,23 U/L), 1 (85,16 + 9,608 U/L), 3 (202,3 + 84,37 U/L) e 30 (64,78
+ 9,850 U/L) quando comparado com o grupo EtOH/POA (p<0,05) (Gréfico 1B).

Gréfico 1. Vitamina D3 reduz niveis séricos de a-amilase e lipase de camundongos submetidos
a PA alcodlica.
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Niveis séricos de a-amilase (A) e lipase (B) mensuradas nos animais do grupo Salina, EtOH/POA e#e ¢ tratados
com vitamina D3 nas doses de 0,3, 1, 3 e 30 pug/Kg. Os resultados sdo expressos como a média + erro padrdo da
média, n = 6 por grupo. # P < 0,05 vs. Salina; * P < 0,05 vs. Grupo EtOH/POA, ao realizar o teste de Shapiro-
Wilk, posteriormente One-Way ANOVA seguido do pos teste de Bonferroni).

5.2 HISTOLOGIA DO PANCREAS E PULMAO EM ANIMAIS INDUZIDOS COM PA E
TRATADOS COM VITAMINA D3

As andlises histoldgicas do pancreas evidenciaram alteracGes significativas (p<0,05),
como edema, infiltrado de polimorfos nucleares e necrose com score total 7 (4-9) no grupo
EtOH/POA quando comparado ao grupo ao score total 0 (0-0) do grupo Salina. Essas mesmas
alteracdes ndo evidenciaram diferenca estatistica (p>0,05) nos animais tratados com vitamina
D3 nas doses de 0,3 pg/kg com escore total 3 (0-3), 1 ug/kg com escore total 2,5 (1-3), 3 pug/kg
com escore total de 2 (0-3) e 30 pg/kg com escore total 7 (0-9), quando comparadas ao grupo
EtOH/POA (Tabela 1).

A microscopia do tecido pulmonar, destacou alteracGes significativas (p<0,05) no grupo
EtOH/POA com presenca de edema, infiltrado de polimorfos nucleares e espessamento alveolar
com score total 5 (2-9), quando comparado ao grupo Salina com escore total score total 2,5 (1-
5). Ja o tratamento com a Vitamina D3 evidenciou uma melhora nas mesmas alteraces
histoldgicas analisadas, com exce¢do do edema, nas doses de 1 pg/kg com escore total 2 (1-3),
3 pg/kg com escore total 2 (1-3) e 30 pg/kg com escore total 0 (0-3), quando comparadas ao
grupo EtOH/POA. A dose 0,3 n&o foi capaz de reduzir nenhum parametro analisado com escore
total de 3 (1-7), quando comparada ao grupo EtOH/POA (Tabela 2).
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Figura 4. Andlise histologica da lesdo pancreatica em animais com PA alcodlica experimental.
Método H&E, aumento 400x, do tecido pancreéatico de animais no tempo de 24 h apés a indugédo
da PA. (S)Salina; (P) EtOH/POA; (0,3) 0,3ug/Kg; (1) 1ug/Kg; (3) 3ug/Kg; (30) 30ug/Kg de
vitamina D3.

)

Tabela 1. Scores histolégicos do pancreas de animais com PA e tratados com vitamina D3.

Tabela 1.
Grupos Edema Inﬁi)tlr\jl[c;? de Necrose Scores Totais
Salina 0 (0-0) 0 (0-1) 0 (0-0) 0 (0-0)
EtOH/POA 3(2-3)# 2(1-3)# 25(1-3)# 7(4-9) #
0,3 3(2-3) 2(2-3) 3(1-3) 8(5-9)
1 3(2-2) 2(1-3) 2(1-3) 7 (4-9)
3 2(1-3) 1(1-3) 1(1-3) 4 (3-9)

30 3 (0-3) 2,5 (1-3) 2 (0-3) 7 (0-9)
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Figura 5. Anélise histologica da lesdo pulmonar em animais com PA alcodlica experimental.

Método H&E, aumento 400x, do tecido pancreéatico de animais no tempo de 24 h apés a indugédo
da PA. (S)Salina; (P) EtOH/POA; (0,3) 0,3ug/Kg; (1) 1pug/Kg; (3) 3ug/Kg; (30) 30ug/Kg de

vitamina D3.

Tabela 2. Scores histolégicos do pulmdo de animais com PA e tratados com vitamina D3.

Tabela 2.

Grupos Edema Inﬁ;)tlr\?[?\? de ESTISVS::;;IHO Escores Totais

Salina 1 (0-1) 1 (0-2) 1 (0-2) 2,5(1-5)

EtOH/POA 1(1-3)# 2(1-3)# 2(0-3)# 529 #

0,3 1(0-2) 1(1-2) 1(0-3) 3(1-7)

1 1 (0-1) 1(1-2)* 0 (0-0) * 2(1-3)*

3 1 (0-1) 1(1-2)* 1 (0-1)* 3(1-4)%*

30 0 (0-2) 0(0-1)* 0 (0-0) * 0(0-3)*

Escores histologico do pancreas e do pulméo foram medidos nos grupos Salina, EtOH/POA e no tratamento com
de vitamina D3 nas doses de 0,3, 1, 3 e 30 pg/Kg. Os resultados sdo expressos como a mediana com o valor
méaximo e minimo, n = 6 por grupo. # p < 0,05 vs. Salina; * p < 0,05 vs. Grupo EtOH/POA. (Foi usado o teste de
Shapiro-Wilk, posteriormente Kruskal-Wallis seguido pelo pés teste de Dunn'’s). Seta azul poliformonucleado,
seta preta necrose e seta verde espessamento alveolar.
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5.3 TRATAMENTO COM VITAMINA D3 ATENUA ATIVIDADE DA MPO NO TECIDO
PULMONAR.

A mensuracdo da enzima MPO no pulmdo dos animais, indicou um aumento
significativo (p<0,05) no grupo EtOH/POA (144,9 + 18,68 UMPO) quando comparado ao
grupo salina (5,782 + 1,100 UMPO). J& em relagcdo ao tratamento com a vitamina D3, foi
observado uma reducéo significativa (p<0,05) da MPO nas doses de 0,3ug/kg (31,42 + 5,291
UMPO), 1 ug/kg (14,27 + 2,899 UMPO), 3ug/kg (18,13 + 4,889 UMPO) e 30ug/kg (18,42 +
3,447 UMPO) quando comparado com o grupo EtOH/POA (Gréfico 2).

Gréfico 2. Vitamina D3 limita a atividade da Mieloperoxidase no pulmdo de animais

submetidos a pancreatite alcodlica.
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A atividade da mieloperoxidase no pulmao foram medidas no grupo Salina, EtOH/POA e no tratamento com de
vitamina D3 nas doses de 0,3, 1, 3 e 30 ug/Kg. Os resultados sdo expressos como a média + erro padrao da média,
n = 6 por grupo. # P < 0,05 vs. Salina; * P < 0,05 vs. grupo EtOH/POA. (Foi usado o teste de Shapiro-Wilk,
posteriormente One-Way ANOVA seguido do p6s teste de Bonferroni).
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5.4 AVALIACAO DA GLUTATIONA REDUZIDA EM ANIMAIS INDUZIDOS COM
PANCREATITE AGUDA E TRATADOS COM A VITAMINA D3

Os niveis da glutationa reduzida (GSH) foi avaliada no pulmao dos animais, onde se
observou uma diminuicdo no grupo EtOH/POA (78,52 + 3,946 ug/g) quando comparado com
o0 grupo Salina (135,1 £ 4,253 ug/g) (p < 0,05). J& os tratamentos com a vitamina D3 nas doses
de 0,3ug/kg (127,7 + 5,831 pug/g) e 1 pg/kg (147,0 + 6,549 ug/g), 3 ng/kg (117,3 £ 3,967 pg/g)
e 30 pg/kg (150,3 = 3,266 pg/g) apresentaram diferenca estatistica (p < 0,05) quando
comparado com o grupo EtOH/POA (Gréfico 3).

Gréfico 3. Avaliacdo Da Glutationa Reduzida Em Animais Induzidos Com Pancreatite Aguda

E Tratados Com A Vitamina D3.
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A avaliacdo do GSH foi medida no grupo Salina, EtOH/POA e no tratamento com de vitamina D3 nas doses de
0,3, 1, 3 e 30 ug/Kg. Os resultados sdo expressos como a média * erro padrdo da média, n = 6 por grupo. # P <
0,05 vs. Salina; * P < 0,05 vs. Grupo EtOH/POA. (Foi usado o teste de Shapiro-Wilk, posteriormente One-Way
ANOVA seguido do pés teste de Bonferroni).
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5.5 VITAMINA D3 DIMINUIU OS LEUCOCITOS E MACROFAGOS NO LAVADO
BRONCO ALVEOLAR DE CAMUNDONGOS COM PA

O numero de leucécito presentes no LBA de camundongos com PA se apresentaram
elevados no grupo EtOH/POA (1828 * 166,8) quando comparado com o grupo Salina (837,5 +
56,43) (p < 0,05). Em relacdo ao tratamento com vitamina D3 observou uma reducéo no nimero
de leucdcitos nas doses de 1 (1275 + 109,4), 3 (750 £+ 81,01) e 30 (675 + 36,8) quando
comparado com o grupo EtOH/POA (p < 0,05), contudo a dose de 0,3 (1925 + 225,9) néo
apresentou diferenca estatistica (p > 0,05) (Grafico 4A).

O numero de macrofagos no LBA se apresentou elevados no grupo EtOH/POA (348,2
+ 9,313) quando comparado com o grupo Salina (110 = 7,211) (p < 0,05). Ja em relacdo ao
tratamento com a vitamina D3 observou uma reducdo no numero de leucécitos nas doses de 0,3
(248,7 + 16,18), 1 (113,3 £ 5,608), 3 (114,7 + 22,30) e 30 (99,67 £ 21,18) quando comparado
com o grupo EtOH/POA (p < 0,05) (Grafico 4B)

Gréfico 4. Vitamina D3 diminuiu o nimero de leucdcitos e macréfagos no lavado bronco
alveolar de camundongos com PA.
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O ntmero de leucdcitos e macréfagos no LBA foram medidos no grupo Salina, EtOH/POA e no tratamento com
de vitamina D3 nas doses de 0,3, 1, 3 e 30 pg/Kg. Os resultados sdo expressos como a média + erro padrdo da
média, n = 6 por grupo. # P < 0,05 vs. Salina; * P < 0,05 vs. Grupo EtOH/POA. (Foi usado o teste de Shapiro-
Wilk, posteriormente One-Way ANOVA seguido do pdés teste de Bonferroni).

5.6 VITAMINA D3 DIMIUIU OS NIVEIS DE NF«B E IL-18 NO PULMAO

A dosagem de NF«B e IL-1p foram avaliados por western blot, onde foi observado um
aumento na quantidade de NFxB no grupo EtOH/POA (0,1073 + 0,02608) em comparagdao com
o grupo salina (0,05266 + 0,01327), o grupo com o tratamento com vitamina d3 na dose de
1ug/kg (0,03980 + 0,01003) apresentou uma diminui¢do significativamente estatistica (p < 0,05)
quando comparado com o grupo EtOH/POA (Gréfico 5A).

Em relagdo a IL-1p, os dados mostram um aumento na quantidade de proteinas no grupo
EtOH/POA (0,08052 £ 0,009141) em comparagdo com o grupo salina (0,04892 + 0,01164), o
grupo com o tratamento com vitamina d3 na dose de 1pg/kg (0,05114 + 0,005522) apresentou
uma diminui¢do significativamente estatistica (p < 0,05) quando comparado com o grupo

EtOH/POA (Grafico 5B).
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Griéfico 5. Diminui os niveis de NFxB E IL-1p.
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A NF«B (A) e a IL-1B (B) foram medidos no grupo Salina, EtOH/POA e no tratamento com de vitamina D3 na
dose de 1pg/Kg. Os resultados sdo expressos como a média + erro padrdo da média, n = 6 por grupo. # P < 0,05
vs. Salina; * P < 0,05 vs. Grupo EtOH/POA. (Foi usado o teste de Shapiro-Wilk, posteriormente One-Way

ANOVA seguido do pés teste de Bonferroni).
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5.7 VITAMINA D3 PROTEGE ASPECTOS FUNCIONAIS DO PULMONAR

Os parametros funcionais do pulmao foram avaliados por meio de espirometria, através
do fluxo respiratério e a frequéncia respiratoria, onde foi observado uma diminuicédo no fluxo
respiratério do grupo EtOH/POA (0,01265 + 0,0008968 L/s) quando comparado com 0 grupo
Salina (0,01578 £ 0,0004991 L/s) (p < 0,05). J& o grupo os animais tratados com a vitamina D3
na dose de 1pg/kg apresentaram um aumento significativamente estatistica (p < 0,05) no fluxo
respiratorio (0,016 + 0,0004324 L/s) quando comparado com o grupo EtOH/POA (Gréfico 6A).

Foi observado uma diminuicdo na frequéncia respiratria dos animais do grupo
EtOH/POA (117,2 £ 24,09 bpm) quando comparado com o grupo Salina (170,8 + 5,454 bpm)
(p < 0,05). Ja os animais tratados com a vitamina D3 na dose de 1ug/kg apresentaram um
aumento significativamente estatistica (p < 0,05) na frequéncia respiratoria (189,8 + 3,698 bpm)

quando comparado com o grupo EtOH/POA (Gréfico 6B).

Gréfico 6. Vitamina D3 protege aspectos funcionais do pulmao.
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A fluxo respiratdrio (A) e a frequéncia respiratoria (B) foram medidos no grupo Salina, EtOH/POA e no tratamento
com de vitamina D3 na dose de 1ug/Kg. Os resultados séo expressos como a média + erro padrdo da média, n = 6
por grupo. # P < 0,05 vs. Salina; * P < 0,05 vs. Grupo EtOH/POA. (Foi usado o teste de Shapiro-Wilk,
posteriormente One-Way ANOVA seguido do pds teste de Bonferroni).
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6 DISCUSSAO

A lesdo pulmonar reportada clinicamente em individuos com PA grave, apresenta
caracteristicas de dano alveolar difuso com espessamento dos alvéolos, infiltrado de células
inflamatorias, com presenca de citocinas inflamatorias, diminui¢do da fun¢do pulmonar com
quebra da barreira alveolar, onde o alvéolo fica preenchido com liquido surfactante (Zhou et
al., 2010). Diante disso, no presente estudo, com o0 modelo de pancreatite aguda alcoodlica
experimental, foi demostrado a capacidade da vitamina D3 em reverter 0s aspectos
inflamatorios e oxidante, como MPO, GSH, alveolite, NFkB e IL-1B, no pulmdo, além de
diminuir o nimero de leucécitos e macréfagos presentes no LBA, e por fim, a vitamina D3 foi
capaz de aumentar a funcdo pulmonar, no fluxo respiratério e na frequéncias respiratoria. Além
disso a vitamina foi capaz de diminuir os niveis séricos de a-amilase e lipase, contudo, a
vitamina D3 ndo se mostrou capaz de diminuir o dano histopatolégico no pancreas.

Semelhantes aos dados encontrados nesse estudo utilizando o modelo de pancreatite
aguda alcodlica desenvolvida por HUANG e colaboradores, que administraram o metabolito da
via ndo oxidativa do alcool em camundongos e observarem a presenca de alteracdes
carateristicas de PA como amilase, lipase e tripsina elevadas, necrose e infiltrado de células
polimorfos nucleares no tecido pancreatico, aumento na atividade da enzima MPO, presenca de
citocinas pro inflamatorias e também alteragdes pulmonares histolégicas posteriormente
investigadas em estudos experimentais utilizando o mesmo modelo, evidenciando infiltrado de
polimorfonucleares, edema, espessamento alveolar, aumento das citocinas TNF-a e 1L-1p,
aumento da atividade de MPO no tecido pulmonar, aumento no nimero de leucdcitos totais e
proteinas totais no lavado broncoalveolar (LBA) semelhantes a encontradas no grupo
EtOH/POA desse estudo e de estudos anteriores do grupo de pesquisa, indicando assim, que o
modelo de LPA advinda da PA (Carvalho, 2018; Huang et al., 2014; Rocha, 2017).

De forma peculiar, o tratamento com a vitamina D3 foi capaz de diminuir os niveis
sérico de a-amilase e lipase no modelo experimental de PA alcoolica, mas ndo de previr 0s
danos histolégicos no pancreas dos animais. Os estudos indicam, que a liberacdo e ativacao
dessas enzimas ocorre pincipalmente devido a fusdo vesicular e lisossomal nas células acinares
do pancreas e a consequente autofagia do tecido pancreatico, conduzindo a evasdo aumentada
de amilase e lipase para a circulacdo sanguinea (Lankisch; Apte; Banks, 2015). A desregulacéo
do célcio tem sido destacada com um fator importante na inflamacgéo pancreatica, por resultar
na despolarizagdo das membranas vesiculares e liberacdo precoce das enzimas, além de uma
disfuncdo mitocondrial importante (Bollen, 2016; Criddle, 2015; Garber et al., 2018). Desse
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ponto de vista, a vitamina D3 desempenha um papel importante na regulacéo, reabsorcéo e
homeostase do célcio (Sassi; Tamone; D’amelio, 2018) sendo esse um dos possiveis mecanismo
envolvido na reducdo dos niveis séricos de a-amilase e lipase destacado por esse estudo em
todas as doses testadas, exceto a de 30ug/kg para a-amilase. Outra justificativa do efeito
limitado da vitamina D3 no pancreas, possa estar associado a baixa expressao dos receptores
de vitamina D (VDR) no tecido pancredtico, principalmente nas células acinares que constitui
a maior parte do 6rgéo (Cai et al., 2022). Outro ponto que pode ser relatado diante desse dado,
é sobre a funcéo do fator nuclear kB, estudos experimentais conseguiram demostrar a fungéo
do NF«B sobre a patogenicidade a PA, onde animais knockou (KO) para um gene percursor do
NF«B foi capaz de diminuir 0s niveis séricos de a-amilase e lipase, contudo apenas houve uma
reducdo no edema e infiltrado de células polimorfonucleadas, podendo indicar que o bloqueio
do NFxB ndo consegue prevenir totalmente o dano histopatoldgico no tecido pancreatico
(Altavilla et al., 2003; Jakkampudi et al., 2016).

A LPA resulta em dano alveolar difuso com processo inflamatério evidente e hipoxemia
grave, direcionando a intervencGes médica direta e imediata como a ventilagdo mecéanica e
administracdo de glicocorticoides e vasodilatadores inalatorios conduzindo a um tratamento
limitado e momentaneo ndo especifico ao paciente (lyer et al., 2020; Matthay; Ware;
Zimmerman, 2012; Lewis et al., 2019; Nanchal; Truwit, 2018). Os aspectos de alveolite
causada pela PA, é citada pela literatura por estar associada ao desenvolvimento SRIS e
principalmente a mediadores inflamatdrios circulantes, advindos dessa sindrome, atingindo
Orgdos como o pulmao, onde Cecilia e colaboradores demostraram a presenca desse processo
inflamatorio no pulméo de animais induzidos no modelo de pancreatite alcodlica experimental,
apresentando alteracdes como edema, infiltrado de polimorfos nucleares e espessamento
alveolar como evidenciado no grupo EtOH/POA descrito por esse estudo e outros trabalhos
demostrando assim a ligacdo da PA com a SRIS, e por consequéncia ocorre o desenvolvimento
da LPA (Ge et al., 2020; Vrolyk; Singh, 2020; Zhou et al., 2010). A reducdo do dano tecidual
pulmonar foi evidente nos animais submetidos a PA alcoolica experimental e tratados com a
vitamina D3 em todas as doses analisadas, exceto na de 0.3ug/kg e para o parametro edema nas
demais doses, onde outro estudo experimental conseguiu demostrar a eficacia da vitamina D3
sobre a les&o pulmonar induzida por bleomecina (Tan et al., 2016).

A mensuracdo da atividade da MPO é utilizada em diversos trabalhos experimentais, a
fim de complementar os achados de infiltracdo e ativacdo de neutrdfilos e direcionar a um
processo inflamatorio (Lin et al., 2024), como no estudo Manchada e colaboradores que

demostram o papel da mieloperoxidase sobre o processo inflamatorio sobre o tecido endotelial
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(Manchanda et al., 2018). A elevacao dos niveis da MPO no tecido pulmonar dos animais do
grupo EtOH/POA encontradas nesse estudo, s&o concordantes com os achados na literatura ao
avaliar pulmdes de animais com PA alcoolica utilizando o modelo de PA utilizando o POA,
onde foi visto um aumento da atividade de MPO no pulmdo de animais induzidos com PA
alcodlica (Carvalho, 2018). Outro estudo experimental de Elder e colaboradores, utilizando
ceruleina como indutor da PA, demostraram um aumento na atividade da enzima MPO no
tecido pulmonar em ratos, e um aumento significativo com a presenca de lipopolissacarideos
(LPS) em conjunto com a PA (Elder et al., 2012).

O tratamento com a vitamina D3 em todas as doses administradas foram eficazes na
reducdo dos niveis da MPO no pulméo dos animais induzidos com PA alcodlica, e essa acdo
pode estar associada a presenca do VDR na maioria das células do sistema imunologico, como
0s macrdfagos e os neutréfilos, agindo de forma modulatoria sobre as células do sistema imune,
nos macrofagos a vitamina D3 conseguiu ter efeito sobre a ativacao de seus subtipos pro e anti-
inflamatorios (Di Rosa et al., 2012; Reichelt et al., 1987; Small et al., 2021).

Estudos demostram que a vitamina D se mostrou bastante eficaz agindo contra o estresse
oxidativo em doses durante o tratamento de diabetes mellitus tipo 2 (Cojic et al., 2021; Hassan
Eftekhari et al., 2014). Outros estudos mostram que o uso da vitamina D teve efeito sobre 0s
niveis de glutationa reduzida (GSH), onde com o tratamento houve um aumento nos niveis de
GSH, onde foi possivel observar uma elevacdo do que no grupo controle (Cojic et al., 2021;
Sepidarkish et al., 2019). Diante disso, no presente estudo foi possivel observa que o GSH no
pulmdo com o tratamento da vitamina D3 foi possivel reverter os nivel de GSH, se igualando
ao grupo controle, indo de encontro a dados na literatura que demonstram esse efeito contra o
estresse oxidativo da vitamina D, onde um estudo mostrou que a presenca de estresse oxidativo
na artrite reumatoide (RA), o niveis de vitamina D disponiveis sdo diminuidos em pacientes, e
guando a sua suplementacdo, os niveis de GSH sdo aumentados e de espécies reativas de
oxigénio (ROS) séo reduzidos (Mateen et al., 2017).

A analise de acimulo de leucdcitos e a identificagdo do tipo celular no LBA, representa
uma das principais anélises do quadro inflamatdrio de doencas respiratorias como a SDRA, a
lesdo pulmonar e doencas agudas pulmonares, por conta de os macrofagos alveolares serem
células residentes do tecido pulmonar, elas costumam ter uma acgéo inicial em doengas agudas
e agindo sobre infecc¢Bes por agentes externos (Hu; Christman, 2019; Hussell; Bell, 2014; Soni
etal., 2016).

A elevacdo de macrdéfagos no espago broncoalveolar, foi destacado como o principal

evento diretamente relacionado ao pico inflamatdrio em 24h da lesdo pulmonar nos animais
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submetidos a PA alcoolica utilizando o POA, com elevagéo e a possivel mudancas no fen6tipo
dessas celulas, inferindo a presenca de macrofagos do tipo M1 ou proinflamatérios. (Carvalho,
2018).

Durante o presente estudo, os 0 nimero de leucocitos presentes no LBA dos animais
tratados com a vitamina D3 nas doses de 1, 3 e 30ug/Kg se apresentou diminuido em relagéo
com o grupo induzido com PA, isso pode ser pelo fato em que a vitamina D3 apresenta fungéo
moduladora em diversos tipos de células, onde os macrdfagos sao particularmente bem
suscetiveis a esse processo modulador, onde ja foi mostrado antes que a vitamina D foi eficaz
em diminuir o nimero de células no LBA de animais com injuria pulmonar (Kong et al., 2013).
Além disso, conseguimos observar uma reducdo significativa na quantidade de macréfagos
presentes no LBA, em todas as doses de tratamento com a vitamina D3 quando comparado com
0 grupo PA, indicando que a reducdo total no nimero de células pode estar relacionada com a
diminuicdo dos macrofagos nos espagos alveolares, corroborando com dados anteriores do
nosso grupo de pesquisa que mostrou que durante o processo inflamatério da PA e o
desenvolvimento da SDRA os MO” séo o principal tipo celular presente (Carvalho, 2018).

Durante o processo inflamatoério da PA, ocorre um aumento de citocinas, Girdo (2017)
conseguiu demostrar um aumento de citocinas pro-inflamatérias, como a IL-1B, no tecido
pancreatico no modelo de pancreatite aguda alcodlica experimental (Girdo, 2017). Outro estudo
experimental de Carvalho (2018), também conseguiu demostrar um aumento de IL-1p no tecido
pulmonar no modelo de pancreatite aguda alcodlica experimental, demostrando assim um
aumento dessa citocina no pulméo de animais induzidos com PA, dado similar aos encontrados
no presente estudo (Carvalho, 2018). Outras citocinas pro-inflamatorias se fazem presentes
durante o processo inflamatério, como a NFkB, que esta presente durante o inicio do processo
inflamatdrio da PA, conseguindo ser capaz de recrutar outros agentes inflamatorios, onde
estudos experimentais conseguiram demostrar a sua presenca em animais induzidos com PA,
similar aos achados no presente estudo. Além disso, animais knockout para um percursor da
NF«kB apresentaram uma reducdo no MPO, GSH e TNF-a, demostrando assim um papel
importante sobre a patogenicidade a PA (Altavilla et al., 2003; Jakkampudi et al., 2016). Além
disso, outros estudos sugerem que os macrofagos residentes sdo células capazes de produzir
citocinas pré-inflamatorias, quando estdo em seu perfil fenotipico M1, assim recrutando outro
mediadores inflamatdrios para o local da lesdo, sugerindo assim, que grande parte das citocinas
presentes no tecido pulmonar sejam recrutadas pelos proprios macrofagos alveolares

(Vanherwegen; Gysemans; Mathieu, 2017).
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A vitamina D3 se provou capaz de reduzir citocinas inflamatorias, como a IL-1§ e
NF«B, um estudo experimental que utilizou a vitamina D como agente anti-inflamatoério na
lesdo pulmonar conseguiu demostrar que a vitamina D é capaz de reduzis 0s niveis dessas
enzimas presentes durante a lesdo, apresentando assim dados similares aos encontrados no
presente estudo, enfatizando assim o papel da vitamina D sobre a LPA (Liu et al., 2018; Yeh et
al., 2022). Outros estudos mostram que a vitamina D3 em sua forma ativa (1,25(0OH)2D3), se
mostrou capaz de atuar sobre os macrofagos residentes, se mostrando capaz de reduzir a
producdo de citocinas pro-inflamatorias, como a IL-1p e NF«kB, atuando como um agente
mediador inflamatdrio e diminuindo a lesdo local causada pelos macrofagos residentes, fazendo
uma correlagdo com os achados do presente estudo, onde além da diminui¢cdo do nimero de
macrofagos alveolares, a vitamina D3 também foi capaz de diminuir a IL-1p e NFxB presentes
no tecido pulmonar (Vanherwegen; Gysemans; Mathieu, 2017).

Estudos mostram que o acometimento pulmonar da SDRA gera um lesdo obstrutiva
gerando assim um problema no fluxo respiratorio, problema relatado bastante em doengas como
no covid-19 (Borek et al., 2023). Recentemente com a pandemia de covid-19 varios estudos
voltados para essa area foram realizados, sendo a principal causa da mortalidade de pacientes
com covid-19 era advindos de problemas na fungéo pulmonar, tendo o pulmé&o como o principal
6rgdo atingido, onde o fluxo respiratério e a frequéncia respiratéria do objeto de estudos se
mostraram bastante debilitados quando comparados com pacientes saudaveis (Batah; Fabro,
2021), onde vem sendo sugerido a vitamina D3 como um possivel tratamento contra a lesdo
pulmonar causada por covid-19 (Malaguarnera, 2020). Além disso Carvalho (2018) também
mostrou que animais induzidos com PA apresentaram suas fungdes respiratorias bem
diminuidas quando comparados com o grupo controle (Carvalho, 2018). Diante desses fatos, 0
presente estudo foi possivel replicar o modelo anterior de PA com lesdo pulmonar, sendo o
grupo induzido com a doenca apresentou um comprometimento da fun¢do pulmonar, entretanto
0 tratamento com a vitamina D3 na dose de 1jug/kg foi capaz de melhorar as fungdes pulmonares
desses animais. Essa melhora na funcéo pulmonar causado pela vitamina D3 ja foi demostrada
em outro estudos um potencial dessa vitamina de aumentar a capacidade respiratoria por meio
de uma bronco dilatacdo (Bossé; Maghni; Hudson, 2007). Outro estudo de Kong e
colaboradores foi demostrado que a vitamina D3 conseguiu melhor a elasticidade pulmonar, e
assim melhorando a respiracdo (Kong et al., 2013). Além disso, Tan e colaboradores mostraram
que a dose de 1ug/kg foi eficaz na reversdo de diversos aspectos inflamatérios, como no edema,

infiltrado e espessamento alveolar, levando também na diminuicdo de citocinas pro
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inflamatorias como NF«xB, TNF-a, IL-1B e IL-6 no modelo de lesdo pulmonar induzida por
bleomicina (Tan et al., 2016).

Diante dos dados apresentados, o presente estudo apresenta limitacGes diante ao tipo de
estudo, pois a patogenicidade da LPA e consequentemente da SDRA ainda ndo se encontram
totalmente elucidadas, necessitando assim uma caracterizagdo do perfil de células
inflamatorias, em especificos os macréfagos alveolares, que se fazem presentes no
desenvolvimento da doenca, capazes de manter, aumentar e diminuir o processor inflamatério
no ambiente alveolar. Contudo, a vitamina D3 demostrou ter um potencial tratamento para o
processo inflamatdrio da PA, e podendo atuar como um possivel modulador de macréfagos
alveolares, assim, como perspectivas futuras do presente estudo visariam investigar mais a
fundo o perfil fenotipico de macrofagos alveolares, podendo assim determinar o tipo de célula
presente no desenvolvimento da doenca, e em seguida utilizar a vitamina D3 como um possivel

agente modulador de macréfago alveolar, in vitro e in vivo.
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7 CONCLUSAO

A administrag¢do de vitamina D3 foi capaz de:

e Reduzir os niveis séricos de a-amilase e principalmente lipase, de animais submetidos
a PA alcodlica experimental,;

e Limitar os danos histopatologicos do pulmado, com exce¢do do edema, de animais
submetidos a PA alcodlica experimental;

e Restringir a atividade da enzima MPO no pulmao de animais submetidos a PA alcodlica
experimental;

e Prevenir o consumo e elevar os niveis de GSH no tecido pulmonar de animais
submetidos a PA alcodlica experimental;

e Reduzir o niimero de leucécitos totais e macrofagos no LBA de animais submetidos a
PA alcodlica experimental,

e Diminuir a quantidade de citocinas pro-inflamatodria, IL-1B e NFxB, no pulmao de
animais submetidos a PA alcoodlica experimental;

e E a capacidade de melhorar o fluxo respiratorio e a frequéncia respiratéria de animais

submetidos a PA alcoodlica experimental.
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