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Resumo

Recentemente, a deficiéncia de vitamina D vem se tornando um problema de
abrangéncia mundial em virtude de habitos rotineiros da populacdao, como o trabalho por
periodos prolongados em ambientes fechados e diminuicdo da exposicao solar. Trabalhos
recentes demonstram que a vitamina D age ndo somente na homeostase do cdlcio, mas
também na regulacdo do sistema imune. Diante da multiplicidade de funcdes dessa vitamina,
sua deficiéncia tem sido associada ao risco de desenvolvimento de uma série de doencas,
entre elas doencas infecciosas como as causadas por S. aureus. As infeccdes por essa bactéria
tém trazido expressiva preocupacdo para a populacdo humana em decorréncia do aumento
da prevaléncia de cepas resistentes aos farmacos antibacterianos, dificultando, dessa
maneira, o tratamento e contribuindo para a busca de métodos alternativos para combater
esse tipo de infeccdo. Além disso, o S. aureus conta com um potente arsenal de fatores de
viruléncia que contribuem para a evasdo da resposta imune do hospedeiro. Nesse contexto,
torna-se importante avaliar se a vitamina D pode modular os efeitos bactericidas de
neutrofilos humanos através de mecanismos intra e extracelulares, favorecendo, portanto, o
combate a infeccbes, especialmente aquelas causadas por microrganismos resistentes aos
principais tratamentos. Dessa maneira, nés demonstramos que neutréfilos tratados com
vitamina D e desafiados com duas cepas de S. aureus tiveram um aumento nas taxas de
fagocitose e atividade bactericida dependentes da cepa estudada, contribuindo para as
propriedades antimicrobianas dos neutréfilos. Além disso, identificamos que individuos com
niveis séricos de vitamina D deficientes/insuficientes estavam correlacionados com menor
liberacdo de NETs e taxa de fagocitose; enquanto individuos com niveis séricos de vitamina D
suficientes foram correlacionados com maior liberacdo de NETs, taxa de fagocitose
intermedidria e atividade bactericida. Portanto, a vitamina D pode modular a resposta imune
inata contra S. aureus principalmente por aumento de taxas fagociticas e atividade

bactericida.

Palavras-chave: Atividade Bactericida, Fagocitose, Vitamina D, Staphylococcus aureus, Redes
Extracelulares de Neutrofilos (NETSs).
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Abstract

In the last years, vitamin D deficiency has become a worldwide problem due to routine
population habits, such as prolonged work indoors and increased use of sunscreen/decreased
sun exposure in attempt to avoid high rates of skin cancer. Recent studies demonstrated that
vitamin D acts not only on calcium homeostasis, but also on the regulation and function of the
immune system. Facing the countless functions of vitamin D, its deficiency has been
associated with the risk of development of many diseases, including infectious diseases such
as those caused by S. aureus. Infections caused by these bacteria have brought significant
concern to the human population due to the increased prevalence of strains resistant to
antibiotics, thus making it difficult to treat and contributing to the search for alternative
methods to combat this type of infection. In addition, S. aureus have a variety of virulence
factors, which confer the ability to evade host immune responses. In this context, it is
important to evaluate whether vitamin D can modulate the bactericidal effects of human
neutrophils through intra- and extracellular mechanisms, such as phagocytosis, bacterial
killing and release of Neutrophil Extracellular Traps (NETs), thus contributing to the response
against infections, especially those caused by microorganisms resistant to the main
treatments. Thus, we demonstrated that neutrophils treated with Vitamin D and challenged
with two strains of S. aureus had an increase in phagocytic rates and bactericidal activity in a
dependence of the strain, contributing to neutrophil antimicrobial properties. Besides, we
identified that individuals with deficient/insufficient vitamin D serum levels were correlated
with lower NETs release and phagocytosis rate; while individuals with sufficient vitamin D
serum levels were correlated with higher NETs release, intermediate phagocytosis rate and
bactericidal activity. Then, Vitamin D could modulate the innate immune response against S.
aureus mainly by phagocytic rates and bactericidal activity. Further studies are needed to
better understand the complex capacity of Vitamin D on modulation of the innate immune

response.

Key-words: Bactericidal Activity, Phagocytosis, Vitamin D, Staphylococcus aureus, Neutrophil

Extracellular Traps (NETSs).
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Revisao Bi’oliogréﬁca



1. Revisao Bibliografica

1.1. Vitamina D e sua potencial agao imunomoduladora em neutréfilos

A vitamina D é um hormonio secosterdide produzido fotoquimicamente na pele a partir
do componente 7-dehidrocolesterol (1,2). Sendo a forma de obtenc¢do mais significativa, cerca
de 90% da vitamina D obtida provém de exposicdo solar cutdanea espontanea, a qual é
influenciada pela estacao climdtica, altitude e latitude (3,4). Ainda que em menor quantidade,
pode também ser obtida pela dieta, oriunda de alimentos ricos em vitamina D como dleo de
figado de bacalhau, peixes como salmdo e atum, cogumelos irradiados, entre outros (5,6). A
obtencdo de vitamina D via dieta depende da politica de suplementacdo de cada pais, sendo
gue alguns paises como Estados Unidos e Canada beneficiam-se dessa suplementacdo para

reduzir as taxas de deficiéncia de vitamina D na populacado (4).

Ap0ds a exposicdo solar (espectro de raios UVB — 290-320nm), o 7-dehidrocolesterol (ou
provitamina D), presente na membrana plasmatica de queratindcitos na epiderme, sofre
fotoconversdo para originar a pré-vitamina D3 (7). Essa, por sua vez, sofre um rearranjo
estrutural causado por temperatura e se transforma em vitamina D3 (Colecalciferol), a qual é
biologicamente inativa. Mediante ligagdo com proteina transportadora de vitamina D (DBP),
a vitamina D3 é transportada sistemicamente até o figado, onde é hidroxilada no metabdlito
25-hidroxivitamina D3 [25(OH)Ds] pela acdo de enzimas do citocromo-P450 (CYPs) como
CYP2R1(25-hidroxilase), CYP27A1 e CYP2D25. Embora inativo, o metabdlito [25(0OH)Ds3] é
considerado a principal forma circulante de vitamina D, tem uma meia-vida de
aproximadamente duas semanas e reflete ingestdo e produgdo cutanea recentes, sendo,

portanto, utilizado para determinar os niveis séricos de vitamina D. Por fim, o [25(0OH)Ds] é



novamente transportado sistemicamente ligado ao DBP para o rim, onde, através da acdo da
CYP27B1 mitocondrial (1-a hidroxilase), é hidroxilado em 1,25 dihidroxivitamina D3

[1,25(0OH),Ds] ou calcitriol, o metabdlito ativo da vitamina D (1,2,4,5,8).

Para exercer sua funcdo bioldgica, o metabdlito [1,25(0OH),Ds] deve ser transportado a
6rgaos alvo distais e se ligar ao receptor de vitamina D (VDR), presente em uma variedade de
células, podendo ter efeito na proliferacdo, diferenciacdo e controle do ciclo celular, apoptose
e producdo de catelicidina, renina e insulina (9). O complexo de ligacdo do metabdlito ativo
da vitamina D no receptor VDR e seu co-receptor retindico X (RXR) pode regular a transcricao
de cerca de 3000 genes no genoma humano (10). Além de tecidos envolvidos no metabolismo
do calcio, o receptor VDR ja teve sua presenca descrita em outros tipos celulares como
gueratindcitos, fibroblastos, células do sistema imune entre outros, demonstrando que a
vitamina D pode exercer uma variedade de fung¢bes que vao desde a homeostase dssea até
efeito neuroprotetor (11,12). A vitamina D age via ligagdo a seu receptor VDR, o qual pode
atuar como um fator de transcricdo agindo pela ligagdo a sequéncias de nucleotideos
especificos no DNA conhecidos como elementos responsivos a vitamina D (VDREs). Pode
também modular a transcricao génica, afetando a atividade de fatores de transcricdo, como

fator nuclear de células T ativadas (NF-AT) e fator nuclear kappa B (NF-kB) (13).

A principal e mais bem descrita funcao da vitamina D é na regulacdo da homeostase do
calcio e do fdsforo. Além da presenca do receptor VDR em todos os segmentos do intestino,
o metabdlito ativo da vitamina D [1,25(OH).Ds] e o paratormoénio (PTH) sdo os responsdaveis
pela reabsorc¢ao intestinal do calcio, regulando todos as etapas do processo de transporte
celular do calcio (14,15). Preservando niveis de calcio, a vitamina D permite que os

osteoblastos tenham ions suficientes para mineralizar a matriz de colageno e dessa maneira,



prevenir as consequéncias de deficiéncia de vitamina D como o raquitismo na infancia e
osteomaldcia em adultos, além de osteoporose e fraturas em idosos (8,16). Ao detectar-se
niveis plasmaticos baixos de cdlcio, a vitamina D é responsavel por estimular a liberacdo de
calcio e fosforo dos ossos, mas também inibir a deposicdao mineral dssea. Niveis plasmaticos
de vitamina D, calcio e fésforo adequados, levam a conversao de [25(0H)Ds] em [1,25(OH),Ds]
por osteoblastos e ostedcitos para aumentar os niveis de cdlcio e fosforo no tecido dsseo e

assim melhorar a resisténcia éssea (16).

Nos ultimos anos, os estudos tém buscado identificar outras a¢des da vitamina D no
organismo, expandindo as avaliacGes das a¢des da vitamina no funcionamento e regulacdo de
outros sistemas. Os principais indicios dessas multiplas funcdes, conhecidas como func¢bes
ndo-classicas, ocorrem pela presenca do receptor VDR e da enzima 1-a hidroxilase em diversos
tipos celulares. Esses, por sua vez, ndo estdo relacionados com o metabolismo 6sseo e
homeostase do cdlcio, como as células do sistema imune, do pancreas, intestino entre outros,
expandindo, dessa maneira, a produgao e a¢do da vitamina para outros locais além do rim, o
principal responsavel pela conversdao do metabdlito ativo da vitamina D (17-19). Entre as
principais fungdes ndo-classicas estdo a regulacdo da proliferacdo e diferenciagdo celular,

controle do ciclo celular, apoptose e regulagao do sistema imune (9,20).

Em relacdo ao controle do ciclo celular, a vitamina D é responsdvel por parar o ciclo na
transicao entre GO e G1, induzindo a expressao de inibidores de quinase dependentes de
ciclina como o p27 e exercendo um efeito antiproliferativo em células HL60 e também o p21,
responsavel por desacelerar o ciclo celular de linhagem celular de carcinoma prostatico (Alva-
31) (20-22). Ja em relacdo a diferenciacdo celular, Abe et al. (1981) (23) identificaram que o

metabdlito ativo da vitamina D é capaz de induzir a diferenciacdo de células leucémicas



mieléides em macréfagos, provocando alteragcdes morfoldgicas, adesao celular e inducdo de
atividade fagocitica, demonstrando a capacidade da vitamina D em modular a diferenciacdo
de células da medula dssea. Ma et al. 2013 (24) demonstraram a ac¢do da vitamina D na
apoptose através da acdo do inecalcitol, um andlogo da forma ativa da vitamina D, o qual
suprimiu, in vitro, a proliferacdo de células de um modelo murino de carcinoma de células
escamosas, além da ativacdo de caspases 8, 10 e 3 e reducdo dos inibidores de apoptose
proteina inibidora de apoptose 1 (c-lIAP1) e proteina inibidora de apoptose ligada ao

cromossomo X (XIAP).

A vitamina D também ja foi descrita como uma importante reguladora do sistema
imune, tanto inato quanto adaptativo, sendo sua a¢do primeiramente evidenciada pela
presenca do receptor VDR em quase todos as células, entre elas neutréfilos, macréfagos,
células dendriticas e linfocitos ativados T CD4* e T CD8* (25,26). Além disso, a expressdo do
receptor VDR é diminuida com a diferenciagdo de mondcitos em macréfagos ou células
dendriticas, tornando-as menos sensiveis a vitamina D (27,28). Em contraste, a expressao do
receptor é aumentada apds a ativagdo de linfécitos T, sendo que linfocitos T naive possuem

baixos niveis de VDR (29).

Em relacdo ao sistema imune inato, vdrios artigos demonstram que a vitamina D pode
ter acdo em processo cruciais como fagocitose, expressdao de produtos antimicrobianos,
atividade quimiotatica, entre outros. Liu et al. (2006) (30) demonstraram que a ativacdao de
receptores Toll Like 2/1 (TLRs 2/1) em mondcitos e macréfagos humanos com lipopeptideo
derivado de Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) (TLR2/1L) aumenta a expressdo do
receptor de vitamina D (VDR) e da 1-a hidroxilase, induzindo a producao de catelicidina, um

peptideo antimicrobiano, e consequentemente aumentando a morte de M. tuberculosis.



Outro estudo identificou a inducdo da expressdo de catelicidina por queratindcitos e
mondécitos apds tratamento com a forma ativa da vitamina D, aumentando a atividade
microbicida contra Staphylococcus aureus (S. aureus) (31). J& Gombart et al. 2005 (32)
demonstraram que o tratamento de queratinécitos imortalizados, células de cancer de célon,
macroéfagos derivados da medula déssea e células da medula éssea de individuos saudaveis e
pacientes com leucemia mieloide aguda, com a forma ativa da vitamina D e analogos
induziram um aumento na expressdo génica do peptideo antimicrobiano de catelicidina

humana (CAMP).

Hirsch et al. (2011) (33) identificaram que o tratamento de neutrdfilos de individuos
adultos e neonatais com lipopolissacarideo (LPS) e [1,25(0OH),D3] aumentaram a expressao de
VDR em células dos individuos adultos, mas ndo teve efeito significativo nos neutréfilos dos
neonatais. O tratamento também aumentou 5 Lipoxigenase (5-LOX), diminuiu a expressao
génica da Ciclooxigenase-2 (COX-2) e diminuiu significativamente a producdo de mediadores
tais como proteina inflamatéria de macréfagos-1B (MIP-1B), fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGF) e interleucina-8 (IL-8). Além disso, a vitamina D ndo afetou a
producdo de peréxido de hidrogénio (H20.) por neutréfilos de adultos e neonatais. A vitamina
D também diminuiu a producdo de interleucina-12p40 (IL-12p40) e interferon-gama (IFN-y)
pelas células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de doadores saudaveis e pacientes
com tuberculose apds desafio com antigeno de filtrado de cultura (CFA) de M. tuberculosis
(34). J& Rockett et al. (1998) (35) demonstraram que uma linhagem celular HL-60, com
caracteristicas macrofagicas, foi capaz de produzir éxido nitrico (NO) em resposta ao estimulo
com a forma ativa da vitamina D, induzindo supressao do crescimento de M. tuberculosis, por
mecanismo dependente de NO. Por fim, Wang et al. (2004) (36) identificaram que a forma

ativa da vitamina D pode agir como um regulador de atividade antimicrobianas pela inducao



da expressdo génica e atividade de genes codificadores de antimicrobianos como o peptideo
antimicrobiano catelicidina (CAMP) e defensina-B2 (defp2) através dos elementos responsivos
a vitamina D (VDREs). Assim, esses estudos demonstram que a vitamina D tem um importante

papel na regulacdo do sistema imune inato.

Quando é relacionada ao sistema imune adaptativo, a vitamina D exerce funcdo via
expressdo de seu receptor (VDR) em linfécitos T e B, além de células apresentadoras de
antigeno, as quais funcionam como ponte entre o sistema imune inato e adaptativo (26). Em
um estudo realizado em 2017 (37), foi demonstrado que a incubag¢do com vitamina D induziu
um perfil de células dendriticas com capacidade tolerogénica via diminuicdo da expressao de
MHC de classe Il e CD86. Essas células foram transferidas para camundongos com encefalite
autoimune experimental (EAE), exibindo uma melhora no quadro clinico, acompanhado da
diminuicdo do infiltrado inflamatdrio na medula espinhal dos camundongos. Além disso, as
células foram capazes de inibir o recrutamento de células Thl e Th17 para a medula espinhal
e aumentar a proporg¢ao de células T reguladoras (Treg), CD4*, IL-10* T e B reguladoras (Breg)
nos orgaos imunes periféricos, atenuando, dessa maneira os sintomas da EAE. Outro estudo
demonstrou que a incubacdo de mondcitos com [1,25(0OH).Ds] inibiu a diferenciagdo e
maturacao das células dendriticas em importantes células apresentadoras de antigeno,
apresentando expressao elevada de receptor de manose (MR), CD32, moléculas envolvidas
na captura de antigenos e no aumento da capacidade endocitica, além de CD14 e MHC de

classe |, enquanto que MHC de classe Il, CD40 e CD86 estavam diminuidas (38).

Além disso, Hewison et al. (2003) (28) identificaram que células dendriticas
apresentavam um aumento na expressao de mRNA de 1-a hidroxilase, com consequente

capacidade de sintetizar [1,25(0OH).Ds3]. Embora haja o aumento na sintese de [1,25(0OH),Ds],



com a diferenciacdo das células dendriticas a partir de mondcitos, ocorre uma diminuicdo na
expressao do receptor VDR, demonstrando uma possivel funcdo autorreguladora limitando
uma reagao imune nao desejada. Em relacdo aos linfocitos T, o tratamento com vitamina D
induziu uma polarizacdo para um perfil anti-inflamatério (Th2), com aumento na frequéncia
de células produtoras de IL-4 (Th2) e diminuicdo nas células produtoras de IFN-y (Th1), levando

ao aumento da expressao do fator de transcricdo GATA-3 e das citocinas IL-4, IL-5, e IL-10 (13).

Ja Jeffery et al. (2009) (39) demonstraram que [1,25(OH).Ds] pode agir diretamente
sobre as células T CD4+, diminuindo a produgdo de citocinas como IFN-y, IL-17 e IL-21. Além
disso, foi identificado que a presenca da forma ativa da vitamina D acrescida de IL-2 levaram
a uma elevada expressdo de FOXP3 e antigeno-4 associado ao linfécito T citotoxico (CTLA-4),
adquirindo caracteristicas de células Treg, com potente a¢do imunossupressora. Em relacao
as células Th17, Joshi et al. (2011) (40) observaram que o tratamento com vitamina D induziu
uma diminui¢ao nos niveis de mRNA de IL-17 e IL-17 e IL-22 e aumento de IL-10, através do
blogueio do fator de transcricdo fator nuclear para células T ativadas (NFAT) e indugdo de
FoxP3, diminuindo a paralisia e progressao da EAE. Por fim, foi identificado que [1,25(0OH),Ds]
teve efeito inibitdrio na sintese de DNA e produc¢do de imunoglobulinas IgG e IgM células

mononucleares ativadas in vitro (41).

1.2. Deficiéncia de vitamina D e sua correlagdao com diferentes doengas

Diante da variedade de fung¢des da vitamina D, sua deficiéncia tem sido associada ao
risco de desenvolvimento de uma série de doengas como as doencas ésseas, diabetes mellitus,

determinados tipos de cancer, doengas autoimunes e infecciosas.
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Desse modo, concluimos que a vitamina D pode modular a resposta de neutroéfilos
humanos desafiados com S. aureus, especialmente através do aumento das taxas fagociticas

e atividade bactericida, de maneira dependente da cepa estudada.





