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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).



Sumario

(7= o111 ] o N 1
1. ReViSA0 BibliografiCa.. ... e s 2
1.1.  Vitamina D e sua potencial agao imunomoduladora em neutréfilos.................c.ooeii. 2
1.2.  Deficiéncia de vitamina D e sua correlagao com diferentes doengas ...........ccccceeeeeennnnnn. 8
1.3.  S. aureus e Seus MecanisSMOS A& ESCAPE......cciiiiiiiiiiiiiiieeeee e 13
1.4. Resposta Imune Inata e seus mecanismos efetores contra S. aureus.............................. 15
1.5. Neutrofilos e Rede Extracelulares de Neutrdfilos (NETS) cooevvviiiiiiiiiiiiiiiiiii, 21

P N0 (=T = o Tol I O ST SOPPP PP PTPPP 28
L7 o111 ] o X 35
1Y Lo TV ol ] o OO PP PPPPRPP 36
ABSTRACT ...ttt ettt et e e st e s ettt e s sttt e s aa b et e s e bttt e e s a et e s e e et e e en et e e e aabae e e e e nreeeeeaa 37
INTRODUGCTION. ..cciitttteeiitttee ettt e ettt ettt e e sttt e s st e e e s st e e s aab et e e s s bb e e e s smbe et e e anreeeesamneeeesanneeeens 38
EXPERIMENTAL PROCEDURES .....coiiiititteiiiiiee ettt ettt ettt ettt ettt e s st e st e s s e e sanneee s 41
- L0 K U1 o ol PP PP P PP PP PP PP PP PPPPPPPPPPPPPPPPPPPPR 41

- Neutrophil isolation ... 41

- Vitamin D treatMment ... ... e e 42

- Bacterial strains and culture conditions...........cooviiieiiiiiiiei i 42

- Phagocytosis Of S. QUIEUS...........coooeieeieie e 43

- KIlTING @SSAY coeeeeee e 44

- Hydrogen Peroxide Production (H202).....ccoeeieiiiiiiiiiii 44

— Nitric OXide Production (NO)........oeeuuuuiieiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeteee e e e e eeeeaaeeeeeeeeeeeabaneeeeaeeens 45

- Immunofluorescence for Neutrophil Extracellular Traps (NETs) visualization.................. 45

- Neutrophil Extracellular Traps (NETs) by scanning electron microscopy ......................... 46

- Neutrophil Extracellular Traps (NETs) quantification .............ccccccc 46

- Y = R a ot | I T 0 =1 1Y PP PPPPPPPPRS 47
RE S UL S ettt ettt ettt ettt e e e e et ettt e e e e e et tee b e e e e e et eee b e e e e e eeee b e e e eeteeera e aas 47
- Phagocytosis rate of S. qureus strains ..........ccccceeeeeeeiei 47

- Vitamin D action on neutrophil bactericidal activity against S. aureus ............ccccccceeunn... 48

- Hydrogen peroxide (H202) Production...........ccooeeeiiiii 49

- Nitric Oxide (NO) Production...........cccooeeiiiiiiii i 49

— Visualization of NETs components by Immunofluorescence .......cccccooeeeeeeeieceeeeeceeeeeeeenn. 50

— NETs identification by scanning electron microscopy ........cccccccoeeiiiiiiii 50

- NETs quantification ... 51

Serum 25(OH)Ds levels and analysis of perceptual map from multiple correspondence .51



DISCUSSION ...ttt et e e et e e b e e e et e e e b e s e e e et een b as 52

REFERENGCES. ...cetiitiii ittt et ettt et e et e et e et e et e et e et e et e e eaa s e eaa s e san e e b s e bansasnsssannsesnneasnneees 59
FIGURES ... ettt ettt et ettt e et e et e et e et e et e et s e ta e e ta s et s s eaa s e aa s s ansssannsssnnssansssannsssnnsasnnsees 63
(0] s Vol [V - Lo TP PP 74

F Y 1) (o LR 76



Cap {tulo 1

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.



Nos ultimos anos, a deficiéncia de vitamina D vem sendo considerada um problema de
escala mundial em decorréncia da mudanca de hdabitos da populacdo, como a permanéncia
por longos periodos em locais fechados e a diminuicdo da exposicdo solar, além do uso de
protetor solar para conter as elevadas taxas de cancer de pele (42). Apesar disso, ja foi
demonstrado que a utilizacdo de protetor solar ndo interfere nos niveis de producdo da

vitamina D (43).

Pesquisas indicam que a deficiéncia de vitamina D tem uma prevaléncia elevada,
podendo afetar aproximadamente 90% da populacdo, dependendo da area global em que a
avaliacdo foi realizada (6,44). Em um estudo conduzido no Brasil com 603 voluntarios
saudaveis, foi identificada uma prevaléncia de 77,4% de individuos insuficientes de vitamina
D (45). Apesar de existir um consenso sobre o metabdlito 25(0H)Ds ser o que melhor se
adequa para se definirem os niveis séricos de vitamina D, os valores de referéncia para
classificagdo do status dos individuos ainda é controverso. Os valores para a classificagao dos

pacientes em deficientes, insuficientes ou suficientes diferem nas principais sociedades.

A Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia (SBEM) descreve que niveis
séricos maiores que 30ng/mL sdo considerados adequados para o beneficio ésseo, porém
deve-se levar em consideragdao dados como idade, obesidade, osteoporose, fraturas, entre
outros (6). O Vitamin D Council, organiza¢ao sem fins lucrativos dos Estados Unidos declara
que valores menores que 30ng/mL sdo considerados deficientes, entre 31 e 39ng/mL
insuficientes e entre 40 e 80ng/mL valores suficientes de vitamina D (46). Ja Pludowski et al.
2013 (47) descreveram as recomendacdes da Europa Central, onde niveis séricos menores que
20ng/mL sdo considerados deficientes, de 20 a 30ng/mL insuficientes e de 30 a 50ng/mL niveis

adequados de vitamina D.
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Uma das principais doencas osseas relacionadas a deficiéncia de vitamina D é a
osteomaldcia. Essa patologia é caracterizada pelo risco aumentado de fraturas por toda a vida,
além de hipocalcemia e hipofostatemia, baixos niveis de 25(0H)D3 e elevados niveis de PTH.
Como a vitamina D é responsavel pela reabsorcdo de célcio e fésforo, pacientes com essa
doenca possuem dificuldades na mineralizacdo éssea, ocasionando elevado risco de fraturas

(48).

Em relacdo ao diabetes mellitus, o receptor VDR ja foi identificado em células
pancredticas e em tecidos influenciados por insulina (49). Além disso, Alkhatatbeh et al. (2018)
(50) identificaram que pacientes diabéticos com nivel glicémico controlado possuiam maiores
niveis séricos de vitamina D em comparacao com aqueles individuos com niveis glicémicos
descontrolados. Ainda, pacientes com niveis suficientes de vitamina D exibiram baixos niveis
de hemoglobina Alc (HbAlc), uma medida de controle glicémico importante para avaliar
complicagdes vasculares, demonstrando que uma possivel suplementagao de vitamina D pode

melhorar as medidas de controle glicémico.

Quando relacionada ao cancer, um estudo retrospectivo realizado em 2016 demonstrou
que pacientes com deficiéncia de vitamina D (<20ng/mL) tinham maiores riscos de terem
estdgios mais avancados de melanoma e morrer durante o follow-up do que aqueles que
tinham niveis séricos maiores que 20ng/mL. Os autores ainda identificaram que aqueles
pacientes com melanoma metastatico e baixos niveis de vitamina D que n3ao foram capazes
de elevar seus niveis séricos tiveram piores prognésticos quando comparados com aqueles
que tiveram elevacdo nos niveis de vitamina D (51). A a¢do da vitamina D durante o cancer

pode estar relacionada com suas fung¢des durante a regulacao do ciclo celular, pelo aumento
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da expressao de inibidores de quinase dependentes de ciclina p27 e p21, da inducdo de

apoptose, de seus efeitos anti-inflamatdrios, entre outros (52).

Em relacdo a doencgas autoimunes, Handono et al. (2013) (53) identificaram menores
niveis de vitamina D em pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico em comparacdo com
controles saudaveis, com taxa de 71% de hipovitaminose entre os pacientes com Lupus.
Houve também uma correlacdo positiva entre niveis de vitamina D e a reducao da capacidade
migratdria das células Treg. Estudos relatam que niveis séricos de vitamina D sdo mais baixos
em pacientes, embora a suplementacdo oral de vitamina D ndo seja recomendada para esses
pacientes, uma vez que foi demonstrado que ndo impacte no desenvolvimento da psoriase

(54,55).

Dentre as doencas infecciosas, destacam-se HIV, hepatite B, mononucleose, aspergilose,
tuberculose, infecgbes causadas por Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), além daquelas
causadas pelo S. aureus, entre outras. Em relagdo ao HIV, estudos demonstraram que a
deficiéncia de vitamina D pode contribuir para a progressao do HIV por meio de sua agao

moduladora no sistema imune, por modular negativamente o sistema imune adaptativo (56).

Em um estudo de 2016, foi demonstrado que 100ug/mL foram capazes de induzir um
efeito fungicida direto contra Candida albicans (C. albicans), possivelmente devido a
lipossolubilidade da vitamina D, levando a desintegracdo da membrana (57). Quando
relacionadas a infec¢des bacterianas, Nouari et al. (2016) (58) identificaram que o tratamento
de macroéfagos com [1,25(0OH).Ds] e infectados com P. aeruginosa induziu um aumento na
producdo de oxido nitrico (NO) comparado com macréfagos nao tratados. Entretanto, os
autores ndo identificaram diferenga estatisticamente significativa nos niveis de peréxido de

hidrogénio (H,02) produzidos por macréfagos tratados com a forma ativa da vitamina D e
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desafiados com P. aeruginosa. Além disso, foi demonstrado que macréfagos tratados com
vitamina D e ndo desafiados tiveram aumento nos niveis de IL-10 e diminuigdo em IL-18,
enguanto que os infectados e tratados, apresentaram diminuicdo nos niveis de IL-10 e
aumento nos niveis de IL-1B. Tanto fagocitose quanto atividade bactericida tiveram suas taxas
aumentadas apds o tratamento com vitamina D, demonstrando um potencial papel da
vitamina D na prevencao contra infec¢des por P. aeruginosa. Jd em relacao a infecgdes por M.
tuberculosis, Zeng et al. (2015) (59) demonstraram, em um estudo de meta-andlise, que niveis
séricos menores que 25ng/mL estavam correlacionados com elevado risco de

desenvolvimento de tuberculose ativa.

Pesquisas que relacionaram a deficiéncia de vitamina D com infec¢Oes por S. aureus
demonstraram que pacientes infectados com S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) tinham
niveis mais baixos de vitamina D em comparacdo aqueles com infeccdo ndo MRSA, embora os
autores ndo tenham assumido se deficiéncia é um resultado da infec¢do ou pode contribuir
para o risco de infec¢do por MRSA (60). Além disso, Wang et al. (2015) (61) descreveram que
criangas com deficiéncia ou insuficiéncia de vitamina D apresentavam alto risco de infec¢ao

recorrente de pele e tecidos moles por S. aureus.

Em relagdo a suplementagao com vitamina D, Slow et al. (2014) (62) demonstraram que
a administracdo de vitamina D por 18 meses aumentou os niveis de [25-(OH)D] nos pacientes
em tratamento em comparagao ao grupo placebo, mas nao reduziu o porte nasal de S. aureus
naqueles pacientes classificados como infeccao persistente. Corroborando esses dados, a
suplementacgao didria com vitamina D por 12 meses nao reduziu a infec¢do por MRSA em
pacientes portadores persistentes em relagdo ao grupo placebo, conforme descrito por

Bjorkhem-Bergman et al. (2018) (63). Em contraste, Udompataikul et al. (2015) (64)
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descreveram que uma suplementacao oral com Vitamina D reduziu a colonizacdo da pele por
S. aureus em pacientes com dermatite atdpica, levando a uma melhora nos desfechos clinicos.
Outro estudo realizado por Bjorkhem-Bergman et al. (2018) (65) demonstrou que os niveis do
carreador de vitamina D, DBP, ndo foram alterados nos individuos portadores de infeccao
persistente por MRSA ao longo de seis meses, tanto nos individuos suplementados com

vitamina D quanto naqueles que receberam placebo.

1.3. S. aureus e seus mecanismos de escape

O S. aureus é uma bactéria Gram-positiva geralmente encontrada na pele e narina de
pessoas sauddaveis, sendo considerada tanto um comensal quanto um patégeno humano. Em
um estudo realizado em 2018, foi demonstrado que a prevaléncia de colonizagdo por cepas
resistentes a meticilina (MRSA) em uma comunidade na cidade de Sdo Paulo é de apenas 2,3%
(66), embora artigos demonstrem que a colonizagdo assintomatica e persistente da narina é

de aproximadamente 30% (67).

E considerada um patégeno oportunista associado a infecces hospitalares e a diversas
patologias como endocardite, bacteremia, infeccdes osteoarticulares, de pele e tecidos moles,
dentre outras. As principais taxas de bacteremia ocorrem nos estagios iniciais da vida, com
uma queda da taxa de infec¢do na fase adulta e um aumento gradual com o avango da idade
(68). As infeccbes por S. aureus tém se tornado relevantes para a populacdo humana em
virtude do aumento da prevaléncia de cepas resistentes aos farmacos antibacterianos,
principalmente devido a inapropriada pratica de automedicacdo (69), dificultando, dessa

maneira, o tratamento e contribuindo para a busca de métodos alternativos para combater
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este agente patogénico. Além disso, essa bactéria conta com um potente conjunto de fatores

de viruléncia que contribuem para o escape da resposta imune do hospedeiro.

Entre os fatores de viruléncia estdo as toxinas (enterotoxinas, a e B toxinas), fatores
associados a adesdo as células do hospedeiro (proteinas de ligacdo a fibronectina, proteinas
de aderéncia extracelular), superantigenos, além de proteinas e enzimas (coagulases,
hidrolases, proteases), os quais podem agir através de ligacdo aos fatores de coagulacdo,
colageno, P-selectina, conferindo a bactéria a capacidade de interferir na resposta do
hospedeiro. Dentre as possibilidades de escape da resposta imune estdo a resisténcia ao
estresse oxidativo, alteracdo do processo de quimiotaxia, lise de neutrdfilos, bloqueio do seu
processo de rolamento, inativacdo do sistema complemento, degradacdo de imunoglobulinas,
resisténcia a catelicidina, alteracdo na taxa de fagocitose, inativacdo de espécies reativas de
oxigénio, entre outros (70). A resisténcia a catelicidina ocorre por meio de alguns fatores de
viruléncia como a aureolisina, a qual age clivando e inativando o peptideo ativo LL-37 (71).
Essa resisténcia é especialmente importante, uma vez que a catelicidina é um dos principais

peptideos antimicrobianos induzidos pela forma ativa da vitamina D.

Outro fator de viruléncia é a proteina A, uma proteina envolvida na evasdo da fagocitose
por sua ligacdo a porgao Fc de anticorpos, impedindo a opsonizagdo, sendo também associada
a liberacao de Redes Extracelulares de Neutroéfilos (NETs). Em um estudo realizado em 2018,
foi sugerido que além impedir a fagocitose, a proteina A poderia estimular a formac¢ao de NETs
a fim de levar os neutrofilos envolvidos na resposta a morte, induzindo o processo de NETose,

do qual as bactérias poderiam escapar devido a producdo de nucleases (72).

Além dos ja descritos fatores de viruléncia, o S. aureus tem a capacidade de produzir

biofilme, um importante fator associado a severidade das doencas causadas por essa bactéria.
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As infeccbes associadas ao biofilme geralmente sdo crbnicas e persistentes devido a
habilidade de se aderir e persistir em tecidos do hospedeiro ou em implantes médicos,
resistindo aos principais tipos de tratamento e a resposta imune (73). O biofilme é descrito
como uma comunidade multicelular séssil agregada por uma matriz extracelular composta
por carboidrato, DNA extracelular e proteinas, as quais se ligam em fatores do hospedeiro
como fibronectina e coldgeno para permitir a adesdo (73,74). Esse mecanismo de acdo da
bactéria pode conferir sua evasao da resposta imune possivelmente através da dificuldade de
penetracao de leucdcitos no biofilme e diminuicdo da capacidade de fagocitose, um processo

denominado “fagocitose frustrada”.

Em um estudo realizado em 2002, Leid et al. (75) demonstraram que, sob condi¢des
semelhantes as fisiologicas, leucdcitos foram capazes de se aderirem e penetrarem no
biofilme formado por S. aureus, embora essas células ndo tenham sido capazes de fagocitar e

matar as bactérias agregadas ao biofilme, apenas aquelas que estavam isoladas.

1.4. Resposta Imune Inata e seus mecanismos efetores contra S. aureus

Apesar dos inumeros fatores de viruléncia, o sistema imune inato desempenha papel
crucial no combate a infeccdo por S. aureus. A imunidade inata é considerada a primeira linha
de defesa do organismo contra os mais diversos tipos de microrganismos. E composta por
inumeras células, dentre elas, as que possuem funcado de defesa para impedirem infecgdes,
agindo via reconhecimento de Padrdoes Moleculares Associados a Patégenos (PAMPs) por
Receptores de Reconhecimento de Padrdes (PRRs), como por exemplo receptores Toll-Like
(TLRs), producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio, citocinas e peptideos

antimicrobianos e pela resposta das células fagociticas como macrdéfagos e neutrofilos (76).
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Os PRRs estdo presentes na membrana celular, nuclear, e no citoplasma das células,
sendo expressos por diversos tipos celulares, entre eles neutréfilos, macréfagos, células
dendriticas e epiteliais. Entre os principais PRRs estdo os TLRs, os quais estdo presentes tanto
na superficie quanto em membranas intracelulares, sendo capazes de reconhecerem
diferentes microrganismos em diferentes localizacbes (77,78). Uma vez reconhecidos os
PAMPs, ocorre a ativacdo de vias de sinalizacdo, levando a expressdo de genes responsaveis
por produtos envolvidos na resposta inflamatdria, incluindo a producdo de citocinas como
TNF, IL-1 e IFN, quimiocinas e moléculas de adesao endotelial por neutréfilos e macréfagos.
Além dos processos de quimiotaxia e adesao neutrofilica ao endotélio para posterior migracao
para o tecido alvo, ocorre liberacdo mais mediadores pré-inflamatérios no intuito de dar
continuidade ao processo de resposta imune. Para evitar respostas inflamatdrias exacerbadas,
ocorre liberagdo de citocinas anti-inflamatdrias como IL-10, promovendo assim um equilibrio
na resposta imune do hospedeiro e evitando potenciais danos teciduais causados por

respostas descontroladas (79).

Outros PRRs incluem os receptores semelhantes a NOD (NLR), os quais agem via
formacgado de inflamassomos; receptores de carboidratos, como o receptor de manose e os
receptores de dectinas; e os receptores scavengers (80). Os principais peptideos
antimicrobianos sdo defensinas, catelicidinas, calprotectina, mieloperoxidase, entre outros,
0s quais podem ter acdo toxica direta no microrganismo ou através da ativacdo de outras
células envolvidas na resposta imune (78). As principais citocinas envolvidas na resposta
inflamatdria sao TNF, IL-1, IL-6, IFN, entre outras, levando a ativacao das células associadas a
resposta do hospedeiro frente ao agente agressor e induzindo células endoteliais a
expressarem moléculas de adesao, tais como P-selectina e E-selectina em sua superficie e a

produzirem quimiocinas (77,78). Os neutréfilos presentes na corrente sanguinea ligam-se a
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essas moléculas e respondem as quimiocinas, recrutando mais células para o sitio de infeccao.
Devido a forca de cisalhamento do fluxo sanguineo, ocorre o processo de rolamento pela
parede do vaso sanguineo proximo ao sitio da infeccdo, seguida de sua adesdo estavel ao
endotélio mediada por acdo de integrinas e migracao para o tecido alvo por entre as junc¢des
entre as células endoteliais, em um processo conhecido como diapedese, para entdo realizar

sua funcdo (81).

Em relacdo ao S. aureus, o mais importante PRR envolvido na ativacdo da resposta
imune é o TLR-2, podendo fazer dimeros com TLR-1 ou TLR-6. Entretanto, outros receptores
também podem ser associados ao reconhecimento de S. aureus, como os receptores NOD,
NOD2 e NLRP3 (82). Componentes da membrana de S. aureus como lipoproteinas (LPPs) sdo
importantes PAMPs reconhecidos por TLR-2, levando a ativacdo da via de sinalizacdo celular
via MyD88, com consequente translocacdo de NF-kB para o nucleo e expressdo de genes de
citocinas pré-inflamatdrias envolvidas na resposta imune do hospedeiro. Ja acido lipoteicéico
(LTA) e peptideoglicano (PGN) também sdo podem ser reconhecidos por TLR-2, embora

existam resultados conflitantes na literatura sobre esse reconhecimento (83,84).

Um importante mecanismo de acdo das células da resposta imune inata é a fagocitose.
Esse processo pode ocorrer de duas maneiras, seja por reconhecimento de PAMPs por PRRs
ou por opsonizagao dos patdgenos (componentes do sistema complemento, imunoglobulinas,
os quais se ligam a superficie do patdgeno para permitir reconhecimento via receptores das
células fagociticas como Fcy e receptor de complemento 3 — CR3) (85). Quando em contato
com o patdgeno, as células fagociticas s3ao capazes de emitir prolongamentos de sua
membrana plasmatica (pseuddpodes) e englobar o microrganismo em vesiculas intracelulares

conhecidas como fagossomos. Inicialmente, os fagossomos se ligam a endossomos iniciais,
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adquirindo suas propriedades como o pH levemente dacido. Posteriormente, ligam-se aos
endossomos tardios, onde o ambiente fica mais acido e enriquecido de proteases e proteinas
associadas as membranas dos lisossomos (LAMPs). Por fim, ocorre a fusdo com lisossomos,
dando origem ao fagolisossomo, estrutura com ambiente altamente acido na qual ocorrera a
morte do patdgeno por meio de mecanismos dependentes e independentes de oxigénio e
nitrogénio. A acidificacdo do microambiente ocorre pela acdo de v-ATPases, criando um
ambiente hostil que limita o crescimento microbiano e favorece a acdo de enzimas que

necessitam do pH baixo para exercerem suas funcdes (85,86).

Além da acidificacdo do ambiente, as células fagociticas podem se utilizar de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNs) para exercerem suas fung¢des e assim eliminar
os patogenos. Os mecanismos dependentes de oxigénio sdo exercidos via enzima NADPH
oxidase, a qual é responsavel pela producdo de anions superoxido (02-) em células ativadas.
O 02- sofre dismutac¢do quando ligado a 4gua, levando a formacgao de derivados toxicos de
oxigénio, como o peréxido de hidrogénio (H.0;) e o radical hidroxila (OH-). A H,0, também
pode ser catalisada pela a¢ao da enzima mieloperoxidase, gerando um potente oxidante, o
acido hipocloroso (HOCI), considerado como um dos principais mediadores de morte de
patdégenos por mecanismos dependentes de oxigénio (87,88). Jd4 os mecanismos dependentes
de nitrogénio ocorrem pela acdo da éxido nitrico sintase (NOS2). EROs e ERNs agem
sinergicamente para gerar efeitos altamente téxicos, inativando proteinas e levando a danos
no DNA dos microrganismos, prejudicando, dessa maneira, seu metabolismo e inibindo seu

crescimento (85).

Por fim, para auxiliar no processo de fagocitose, as células contam com a presenca de

uma variedade de peptideos antimicrobianos como lactoferrina, lisozimas, defensinas e
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catelicidinas, entre outros, que podem exercer tanto efeitos bacteriostaticos quanto
bactericidas. Esses agem principalmente pela permeabilizacio de membrana, privacao

nutricional, entre outros mecanismos para induzir a morte do patégeno (85).

Em um estudo realizado em 2016 (89), foi demonstrado que mondcitos de individuos
neonatais sauddveis e nascidos com sepse tiveram sua capacidade fagocitica reduzida em
comparacao aos individuos adultos quando expostos a S. aureus e Escherichia coli (E. coli). J&
a capacidade fagocitica de S. aureus pelos neutrdfilos foi mais alta, embora ainda tenha se
demonstrado reduzida nos neonatais em comparacdo com os adultos. Ademais, foi
demonstrado um aumento na expressao de citocinas pré-inflamatdrias como IL-8, IL-6 e IL-13
nos neonatais com sepse, além da elevada producao de H,0; apds a fagocitose de E. colie S.
aureus, em niveis semelhantes aos adultos. Outro estudo demonstrou que neutroéfilos e
mondcitos de pacientes sépticos, apds desafio com S. aureus e P. aeruginosa, apresentaram
aumento na produgdo de EROs e NO, demonstrando que S. aureus tem a capacidade de induzir

um aumento nos niveis tanto de EROS quanto de NO (90).

No entanto, Guerra et al. (2016) (88) descreveram que o fator de viruléncia de S. aureus
SaeR/S, envolvido na evasdo da morte de S. aureus por neutréfilos, induz uma diminui¢cdo na
producao de H,0, e HOCI por essas células em resposta ao desafio com a bactéria in vitro,
resultando na sobrevivéncia do S. aureus. Ja Kremserova et al. (2018) (91) demonstraram que
neutrofilos humanos pré-sensibilizados com LPS que continham S. aureus vidveis no interior
de seus fagossomos foram capazes de produzir IL-1B, enquanto que aqueles que continham
S. aureus mortos ou opsonizados com zimozan liberaram IL-18 em niveis semelhantes aos
neutroéfilos ndo estimulados. A produgdo ocorreu via receptor com proteina serina/treonina

quinase 3 (RIPK3) e independente de ativacdo de inflamassomo e caspase-1. Recentemente,
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Berends et al. (2019) (92) identificaram que um importante fator de viruléncia de S. aureus
envolvido na formagao de poros na membrana das células imunes, a leucocidina AB (LukAB)
foi envolvida tanto na morte de neutréfilos quanto de células dendriticas,

independentemente do tempo de infeccdo ou da quantidade de indculo.

Como primeira linha de combate a microrganismos, os neutrofilos, além de sua
capacidade fagocitica apds o recrutamento para o sitio de infeccdo em resposta a citocinas e
qguimiocinas, também podem agir através da liberacdo de seu conteudo granular, os quais
possuem proteinas e enzimas com atividades microbicidas. Os granulos primarios ou
azurdfilos sdo caracterizados pela ampla presenca de peptideos antimicrobianos, como
mieloperoxidase (MPQ), defensinas, lisozimas, elastase, catepsina G, entre outros. Granulos
secundarios e terciarios contém proteinas importantes para o extravasamento e migracao de
neutrofilos e proteinas com efeito antimicrobiano, como lactoferrina, colagenase e gelatinase,
os quais permitem que neutréfilos cheguem ao sitio de infecgdo e comecem a resposta

antimicrobiana (86,93).

As vesiculas secretoras, presentes nas células maduras e compostas por integrinas e
outras proteinas associadas ao recrutamento neutrofilico e a fagocitose, como integrina Mac-
1 e quimiocinas e receptores de citocinas como o CXCR2 (C-X-C motif chemokine receptor 2),
sdo também importantes fatores, sendo que a liberacdo de seus conteldos resulta num
aumento de receptores quimiotaticos e integrinas na superficie dos neutréfilos, permitindo a
aderéncia firme ao endotélio e entrada no sitio de inflamagao. Um novo tipo de granulo foi
descrito recentemente caracterizado por conter ficolina-1, um membro da via das lectinas do
sistema complemento, entretanto informacgdes sobre seu conteldo, degranula¢do e funcao

sdo pouco conhecidos (93).
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Aliberacdo do conteudo dos granulos neutrofilicos deve ser um processo bem regulado,
sendo o cdlcio um fator muito importante para essa liberacdo em todos os tipos de granulos,
sendo que as vesiculas secretdrias sdo as primeiras a liberarem seu conteldo, seguidas dos
granulos tercidrios, secundarios e finalmente os primarios ou azurofilicos (94). Em algumas
patologias como a sepse e doencgas autoimunes, a degranulacdo pode ocorrer de maneira
descontrolada, sistemicamente e ndo apenas no sitio de infeccdo, levando a danos teciduais

em multiplos drgaos e possivelmente morte (93).

Além de mecanismos intracelulares, as células fagociticas possuem a capacidade de
combater patdgenos extracelularmente via um mecanismo denominado Extracellular Traps
(ETs), o qual foi descrito pela primeira vez em neutréfilos humanos desafiados com S. aureus
por Brinkmann et al. (2004) (95). ETs sdo redes liberadas para o meio extracelular apds a
ativacdo celular e compostas por conteldos granulares e nucleares, como histonas e
cromatina descondensada no intuito de eliminar os patdgenos através de seu conteudo
microbicida ou de aprisiond-lo temporariamente para permitir o recrutamento de outras

células do sistema imune, as quais poderdo contribuir para a morte do microrganismo.

1.5. Neutrdfilos e Rede Extracelulares de Neutrofilos (NETSs)

Redes Extracelulares de Neutrdfilos (NETs) sdo estruturas formadas por fibras com
didametro entre 15 e 17nm e dominios globulares de aproximadamente 25nm, compondo um
material fragil ndo circundado por membranas (95), liberadas por neutréfilos e que, além de
cromatina descondensada e histonas, possuem componentes dos granulos primarios, como

elastase, mieloperoxidase, catepsina G, granulos secundarios e terciarios (95).
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Elastase e mieloperoxidase possuem importante papel na descondensacdo do DNA pela
degradacdo das ligacdes das histonas (localizadas no nucleo), permitindo assim elas também
participem do processo de formacdo de NETs. Durante o processo de NETose, a elastase migra
para o nucleo e promove a degradacdo de histonas como a H1 e H4, promovendo a
descondensacdo da cromatina (96). Ja a mieloperoxidase, assim como EROS, sdo necessarios
para a liberacdo de elastase dos granulos durante a liberacdo das ETs (97). Estudos
demonstraram que neutréfilos de individuos deficientes na producdo de mieloperoxidase e
individuos portadores de doenca granulomatosa cronica (CGD), os quais tém atividade da
NADPH oxidase deficiente, apresentaram auséncia da migracdao de elastase para o nucleo,
mantendo-se no interior dos granulos, demonstrando a importancia do EROS nesse processo

(97).

Primeiramente, o processo de NETose foi descrito como um processo de morte celular,
a qual ocorria de maneira distinta de outros processos como necrose e apoptose (95,98). Em
um estudo realizado em 2007, Fuchs et al. (98) demonstraram que, durante a Netose, a
membrana nuclear é rompida, fato que ndo ocorre durante a Necrose. J4 em comparagao com
Apoptose, na NETose ndo ocorre fragmentacdo do DNA e nem exposicdo de fosfatidilserina,

passos importantes durante a morte celular por Apoptose.

Além de neutrodfilos, macréfagos, mondcitos, eosindfilos, baséfilos e mastdcitos
também foram descritos como capazes de liberar essas redes para o meio extracelular (99—
101) na tentativa de controlar a infecgao e eliminar o agente patogénico. Uma vez liberadas,
as ETs sdo responsdveis por aprisionar o microrganismo e assim evitar a disseminacdao do
patdgeno na tentativa de auxiliar o desfecho da infec¢dao ou mesmo por eliminar o patégeno

através dos inUmeros componentes microbicidas presentes nessas redes (102,103).
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Diversos estimulos ja foram descritos como potenciais indutores de ETs, entre eles IL-8,
forbol miristato acetato (PMA), LPS, entre outros (95). O PMA age pela ativacdo da enzima
NADPH oxidase, induzindo a producdo de EROS, essenciais para a ativacdo da célula e
consequente liberacdo de ETs. EROS foram associados com a formacgdo dessas redes, uma vez
que pessoas com deficiéncia na enzima NADPH oxidase, como os pacientes portadores de
CGD, apresentavam capacidade de atividade microbicida reduzida, e incapazes de liberar NETs
qguando em contato com Aspergillus nidulans (A. nidulans), sendo essa capacidade recuperada
apos terapia génica dos pacientes (104). Além desses, foi identificada uma grande variedade
de microrganismos capazes de induzir a formacdo de ETs, entre eles bactérias Gram-positivas
e negativas, virus, fungos e protozoarios (95,103,105,106). Entretanto, alguns agentes
patogénicos possuem mecanismos de evasdo dessas redes como é o caso de S. aureus, M.
tuberculosis e Aspergillus fumigatus (A. fumigatus) (102,107,108), fazendo com que as ETs

possuam apenas o papel de aprisionamento tempordrio.

Diversos artigos descrevem a acao das ETs em resposta ao S. aureus. Brinkmann et al.
(2004) (95) descreveram pela primeira vez que essa bactéria era capaz de induzir a formacgao
de NETs em neutréfilos humanos. Fuchs et al. (2007) (98) identificaram que o processo de
liberacao de redes para o meio extracelular em resposta ao PMA e S. aureus envolvia a morte
da célula em questdo. Diversas alteragcdes morfoldgicas, tanto no nucleo quanto no citoplasma
foram observadas em diferentes periodos, entre elas a perda da caracteristica lobular do
nucleo, descondensagdao da cromatina, com posterior degradacdao da membrana nuclear e
jungdo com o conteudo granular no citoplasma, ja disperso. Por fim, poros na membrana
celular permitiam a liberacao desse material e a morte do neutréfilo ocorria. Entretanto, em
2010, Pilsczek et al. (109) demonstraram que esse mecanismo de defesa ndo necessariamente

dependia da morte do neutrdfilo envolvido. Yipp et al. (2013) (110) identificaram que a
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NETose é um mecanismo de defesa celular que pode ser classificado em NETose vital ou
NETose suicida. A NETose vital caracteriza-se pela liberacdo do conteldo das NETs e ainda
permite que o neutréfilo seja capaz de exercer suas funcdes. Esse mecanismo ocorre através
da formacdo de vesiculas na membrana nuclear e a consequente liberacdo das mesmas para
o0 meio extracelular, sem que ocorra a morte da célula envolvida. Outra maneira de ocorrer a
NETose vital foi descrita por Yousefi et al. (111), em 2009, os quais demonstraram que cerca
de 80% de neutréfilos pré-estimulados com fator estimulador de col6nias de granuldcitos e
macroéfagos (GM-CSF) e posteriormente ativados com LPS ou fator do sistema complemento
C5a, foram capazes de liberar NETs, com DNA de origem mitocondrial. J4 a NETose suicida é
aquela em que necessariamente ocorre a morte da célula envolvida, como anteriormente

descrito por Fuchs et al. (2007) (98).

Como o S. aureus possui uma variedade de fatores de viruléncia, ja foi descrito que essa
bactéria conta com mecanismos de escape dessas redes, dificultando a resposta do
hospedeiro durante o processo infeccioso. Em um estudo realizado por Berends et al. (2010)
(107), foi demonstrado que S. aureus é capaz de degradar NETs geradas apds ativagao com
PMA via expressao de nuclease, tornando a bactéria resistente a morte extracelular causada
pelas NETs. Outro estudo demonstrou que leucocidinas liberadas por S. aureus podem levar
neutrdéfilos a morte, sendo que esse processo de morte é acelerado a partir da agdo conjunta
das leucocidinas PVL e HIgAB, liberadas durante a formacgao de biofilme. Além disso, essas
leucocidinas associadas ao biofilme sao responsaveis por induzir a liberacdao de NETs e que,
mesmo apoés o contato dos neutréfilos com as bactérias, ainda existiam bactérias vidveis na
formacdo do biofilme, indicando que o S. aureus pode evadir-se da atividade bactericida

oriundas das proteinas com capacidade antimicrobiana presente nas NETs (112).
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O papel das NETs ndo se restringe a seus efeitos benéficos ao hospedeiro, atuando de
maneira significativa no combate aos mais diversos tipos de infec¢do. Diversos trabalhos vém
identificando a presenca dessas estruturas em outras condicées humanas e correlacionando-
as com as mais diversas patologias. Em um estudo realizado em 2018, foi demonstrado que
neutréfilos de 53.57% de pacientes com cancer cervical foram capazes de formar NETs
espontaneas antes de receber tratamento, porém, essa capacidade variou bastante apds
radioterapia (66.67%) sozinha ou acrescida de outros tratamentos quimioterapicos como
ftorafur (50%) e cisplatina (37.50%) ap6s avaliacdao do sangue dos pacientes. Houve também

a deteccdo de liberagdo de ETs por basofilos (113). )

a em doencas autoimunes como a psoriase, foi identificado o aumento de neutréfilos
liberando NETs no sangue periférico de pacientes com psoriase em comparac¢ao aos individuos
saudaveis (114). Além disso, os autores demonstraram que a incubacdo de neutréfilos com
soro de pacientes com psoriase induziu um aumento na capacidade de indugdo de NETs, além
correlacionarem a quantidade de NETs formadas com a severidade da doenga. Ainda, foi
observado que pacientes com psoriase apresentam NETs em suas lesGes, o que foi confirmado
pelas técnicas de HE (Hematoxilina e Eosina) e microscopia confocal, com marcagdo de DNA,

elastase e histona (114).

Em relagdo ao processo de trombose, a reducao do fluxo sanguineo induz um estado de
hipdxia, induzindo uma ativacdao do endotélio com consequente liberacdo do fator von
Willebrand o que por sua vez leva ao recrutamento de plaquetas e neutrdfilos. As plaquetas
presentes sdo capazes de induzir a liberagdo de NETSs, as quais servem de suporte para adesao
e agregacao de mais plaquetas, eritrocitos e fibrina, proporcionando a estabilizacdo e

formacdo de mais trombos (115,116). Além disso, foi demonstrado que histonas, um dos
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componentes das NETs, sdo capazes de induzir ativacdo plaquetaria, podendo
consequentemente agravar o processo trombodtico (115). Quando relacionado a patologias
gestacionais como a pré-eclampsia, foi demonstrado que micro-debris originados da placenta
e outros fatores como IL-8 levam a ativacdo de neutrdéfilos, com consequente liberacdo de
NETs, as quais ocupam grande parte do espaco interviloso da placenta (117,118). Outro
processo importante que ocorre durante a pré-eclampsia é a hipdxia. A presenca das NETs no
espaco interviloso pode dificultar ainda mais a reperfusdao, aumentando o grau de hipdxia e
estresse oxidativo, sendo, portanto, a presenca das NETs associada a essa patologia (117). Por
fim, o processo de NETose também ja foi correlacionado com diabetes mellitus. Em um estudo
realizado em 2015, os autores demonstraram que neutréfilos de individuos saudaveis
incubados com altas concentragdes de glicose (25mM), na presenca ou auséncia de PMA,
tiveram um aumento na producao de NETs em comparacao com concentracdes menores de
glicose (5mM). Além disso, foi identificado um aumento nos niveis circulantes de
componentes das NETs como elastase e DNA dupla fita em soro de pacientes com diabetes
tipo 2 em comparag¢do com individuos controle, comprovando o fato de que o processo de

NETose é associado a hiperglicemia encontrada nos pacientes com diabetes tipo 2 (119).

Algumas drogas ja tiveram sua acao relacionada a liberagdo de ETs. Antibidticos como a
fosfomicina, drogas imunossupressoras como a ciclosporina A, drogas anti-inflamatdrias,
mucoliticas e cardiovasculares e suplementos vitaminicos foram descritos como potenciais
indutores ou redutores do processo de NETose (120-122). A vitamina D é um exemplo de
suplemento vitaminico que também ja teve seu papel relacionado a liberacdo de ETs,
ampliando assim sua relagdo com o sistema imune. Handono et al. (2014) (123) identificaram
que o tratamento de neutrdfilos de pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico pode reduzir

o dano tecidual causado pela NETose através da diminuicdo da externalizacdo de elastase
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durante o processo de NETose. Ja Agraz-Cibrian et al. (2019) (124) demonstraram que o
tratamento de neutréfilos com a forma ativa da vitamina D induziu a liberacdo de estruturas
semelhantes as NETs, além do aumento da expressdao de mRNA de produtos associados as
proteinas das NETs como elastase e PAD4 (protein arginine deiminase 4) e de TLR7 e IFN-q,
correlacionando o papel da vitamina D com a possibilidade de evitar a disseminacdao de

patdégenos.

Assim, considerando a atuacdo da vitamina D no sistema imune e os potenciais
beneficios no combate a infeccbes, torna-se extremamente interessante verificar se a
vitamina D pode modular os mecanismos efetores intra e extracelulares de neutréfilos
humanos contra o S. aureus, contribuindo, dessa maneira, ao combate a infeccdes,

especialmente aquelas causadas por microrganismos resistentes aos principais tratamentos.
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ABSTRACT

Vitamin D deficiency has become extremely relevant worldwide in the last years, mainly due
to populations behavior changes, such as reduced sun exposure and insufficient vitamin intake in the
diet. Vitamin D role in maintenance of calcium homeostasis is already established, and now, studies
have focused on vitamin D role on the regulation and function of the immune system. Its deficiency
has been associated with several diseases such as bone diseases, cancer, diabetes mellitus,
autoimmune and infectious diseases such as those caused by Staphylococcus aureus (S. aureus). Innate
immune system plays a major role against S. aureus infections through response mediated by pattern
recognition receptors (PRRs), reactive oxygen species (ROS), cytokines and antimicrobial peptides
production, and the response of phagocytic cells such as macrophages and neutrophils by intra and
extracellular mechanisms. In this manner, the aims of this study were to evaluate the role of Vitamin
D upon the intra and extracellular effector mechanisms of human neutrophils against different strains
of S. aureus. In this context, 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 through 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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INTRODUCTION

In the past decades, vitamin D deficiency has become extremely relevant worldwide,
mainly due to populations behavior changes, such as reduced sun exposure and protection to
avoid elevated skin cancer rates (1). Although there are conflict data about 25-hydroxyvitamin
D (25(0OH) vitamin D) states, serum levels lower than 20ng/mL are considered as deficiency
(2). Vitamin D is produced in the skin upon a photochemical conversion of 7-
dehydrocholesterol, which is present in the epidermis, in Vitamin D3 (Cholecalciferol) after
ultraviolet radiation exposure or by an alternative pathway of vitamin D intake through the
diet (3,4). To have biological function, Vitamin D3 should be transformed in the liver to
25(0OH)Ds (25-hydroxycholecalciferol) and then in 1a,25(0H).Ds (1,25-dihidroxicholecalciferol
- calcitriol) in the kidney. Then, the secosteroid hormone (1a,25(0H).D3) should be systemic
transported to distal organs and bind to a nuclear or membrane receptor (VDR) to generate a
biological response via transcriptional gene regulation, possibly having a role in apoptosis, cell

cycling and proliferation (3,5).

Vitamin D is already known for its role in maintenance of calcium homeostasis, being
responsible for intestinal calcium absorption and its deficiency is associated with decreased
bone density and increased risk of fracture (6,7). Besides that, in the past decade, studies have
focused on the role of vitamin D to the regulation and function of the immune system.

Previous studies have described the presence of Vitamin D receptor (VDR) in B and
activated T cells (CD4* and CD8*), macrophages, dendritic cells and neutrophils. In addition,
Vitamin D is recognized as an enhancer of the antimicrobial activities of innate immune cells
such as neutrophils, monocytes and macrophages, promoting an increase in antimicrobial
substances such as cathelicidin, in phagocytosis and chemotactic response in macrophages

(8-10). However, Vitamin D suppressed TLR2 and TLR4 expression in a time and dose-
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dependent manner in monocytes, consequently diminishing Tumor Necrosis Factor-Alpha
(TNF-a) levels after challenge of the cells with lipopolysaccharide (LPS) and lipoteichoic acid
(LTA) (11). Vitamin D also decreased the production of Interleukin-12p40 (IL-12p40) and
Interferon-gamma (IFN-y) by peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from health donors
and pulmonary tuberculosis patients after challenge with culture filtrate antigen (CFA) of
Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) (12). Moreover, Hirsch et al. (2011) (13) have
demonstrated that treatment of adult and neonatal neutrophils with LPS and 1,25-vit D3
increased VDR expression in adult cells but had no significant effect on neonatal neutrophils.
The treatment also enhanced 5-lipoxygenase (5-LOX), diminished Cyclooxygenase-2 (COX-2)
gene expression and altered cytokine production by decreasing significantly macrophage
inflammatory protein-1p (MIP-1B) and vascular endothelial growth factor (VEGF) and reducing
Interleukin-8 (IL-8). Furthermore, Vitamin D did not affect hydrogen peroxide (H;03)
production in adult or in neonatal neutrophils.

In addition, activation of VDR signaling pathways inhibited dendritic cells maturation,
cytokine production such as IL-12 and IL-23, which are responsible for driven the immune
response to a Thl and Th17 pattern, respectively and increased IL-10 and MIP-3a production,
a chemokine implied in the recruitment of T regulatory (Tregs) cells expressing trafficking
chemokine receptors (CCR-4) (8). Expression of Thl cytokines were also inhibited by Vitamin
D in vitro while expression of Th2 cytokines were increased, driving the adaptative immune

response to an anti-inflammatory profile (14,15).

Given the variety of vitamin D functions, its deficiency has been associated with several
diseases such as bone diseases, cancer, diabetes mellitus, autoimmune and infectious
diseases (16—20). Among the infectious diseases, there are those caused by S. aureus, a Gram-

positive bacterium considered both human commensal and responsible for a high range of
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pathologies, including since superficial skin infections to invasive diseases such as
osteoarticular infections, endocarditis, bacteremia and sepsis (21,22). S. aureus infections
have become relevant to human population due to the increased prevalence of antibiotic
resistant strains after uncontrolled self-medication (23), thus hampering treatment and
contributing to the search for alternative methods to combat this pathogen. Some studies
related the deficiency of Vitamin D with S. aureus infections, demonstrating that Methicillin-
resistant S. aureus (MRSA) infected patients had lower levels of vitamin D in comparison to
those with non-MRSA infection, although the authors did not assume if the deficiency is a
result of the infection or it could contribute to the risk of MRSA infection (24). Moreover,
Wang et al. (2015) (25) described that children with deficiency or insufficiency of vitamin D

were at high risk of recurrent skin and soft tissues infection with S. aureus.

Despite the innumerous virulence factors, innate immune system plays a major role
against S. aureus infections through response mediated by pattern recognition receptors
(PRRs), reactive oxygen species (ROS), cytokines and antimicrobial peptides production, and
the response of phagocytic cells such as macrophages and neutrophils (26). In addition to
intracellular mechanisms such as phagocytosis, phagocytic cells have the ability to combat this
pathogen extracellularly by releasing Extracellular Traps (ETs), a structure also called NETs

when released by neutrophils (27).

Facing the action of vitamin D upon the immune system and the possible benefits
combating infections, it became interesting to analyze the role of vitamin D in improving
microbicidal mechanisms of human neutrophils against S. aureus. In this manner, the aims of

this study were to evaluate the effect of Vitamin D on human neutrophils against different
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strains of S. aureus by evaluating intra and extracellular effector mechanisms of the cells,

therefore possibly contributing to fight infections, especially those of difficult treatment.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

— Casuistics

Neutrophils were obtained from 40mL of peripheral blood after venipuncture of
healthy volunteers, between male and female ranging from 21 to 43 years old without vitamin
D supplementation. All subjects were asked to sign a consent form and were informed of the
research goals and those who have taken, in the past 30 days, any type of anti-inflammatory,
antibiotic or who have reported fever were excluded. The study was conducted according to
the principles expressed in the Declaration of Helsinki and was approved by the Research
Ethics Committee of Medical School of Botucatu, UNESP — S3ao Paulo State University (CAAE:
65645517.6.0000.5411; protocol: 020537/2017). The subjects were also evaluated for serum
25(0H)Ds levels, considering levels below 20ng/mL as deficiency/insufficiency and above as

sufficiency, measured by Vitalis Laboratério de Analises Clinicas, Botucatu, SP, Brazil.

— Neutrophil isolation

After peripheral blood collection in vacutainer tubes containing heparin, neutrophils
were isolated by a density gradient centrifugation (Histopaque® 1119g/mL and Histopaque®
1083g/mL - Sigma-Aldrich - St. Louis, Missouri, USA) at 405g (1500rpm) for 30 minutes (room

temperature). Erythrocytes were lised with a hypotonic solution (NaCl 0.1%) and neutrophil
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viability was assessed with trypan blue dye exclusion (95% viability). Cell cultures were then
resuspended in RPMI 1640 medium supplemented with 10% of calf serum (Cultilab —
Campinas, S3o Paulo, BRA and Sigma Aldrich, respectively) and adjusted for 2x10° cells/mL

before all procedures.

— Vitamin D treatment
Isolated neutrophils, as previously described, were treated with two concentrations of
the active form of Vitamin D: 1nmol/L and 50nmol/L (Paricalcitol — Zemplar®, Abbott —
Chicago, llindis, USA) for 30 minutes before bacterial challenge. As control group, neutrophils

were incubated without Vitamin D.

— Bacterial strains and culture conditions

Two strains of Staphylococcus aureus (S. aureus) were used during the experiments:
Staphylococcus aureus subsp. aureus (ATCC® 43300-MINI-PACK™), a methicillin resistant
strain (MRSA) and non-toxin producer (TOX-); and S. aureus H2386-06, isolated from
hemoculture and a high biofilm producer. Strains were cultivated in brain heart infusion agar
(BD - Franklin Lakes, New Jersey, USA) and incubated at 37°C for 24 hours. Isolated colonies
were settled into brain heart broth and incubated in the same conditions. Bacteria were then
collected by centrifugation, washed and resuspended in saline solution (0.9%) at a
concentration of approximately 10’ CFU/mL obtained after adjustment to ODsy of 0.2,

comparison with 0.5 McFarland Standard and observation of bacterial colony forming units
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(CFU) after serial dilution. Bacterial cultures were adjusted for a multiplicity of infection (MOI)

of 10 (1:10 cell/bacteria ratio).

— Phagocytosis of S. aureus

In attempt to analyze phagocytosis rate of S. aureus by neutrophils, FITC-labeled S.
aureus strains were incubated for two hours at a MOI of 10 with 2x10° cells/mL neutrophils
previously treated with Vitamin D. FITC-labeled bacteria were prepared by incubating
approximately 2x107 CFU/mL bacteria with FITC (1:1000 in phosphate-buffered saline - PBS)
in a shaker for 30 minutes at 372C in the dark. Bacteria were then washed with PBS and
resuspended in PBS to a final volume of 1mL. After challenge, supernatants were collected,
centrifugated and neutrophils were initially stained with APC-Cy7.7 anti CD-16 antibody
(BioLegend - San Diego, California, USA) to stablish the analysis gate prior to culture fixation
with Isoton + 2% paraformaldehyde (PFA). To distinguish intra and extracellular bacteria, 0.5%
trypan blue was used to quench fluorescence for 10 minutes, in the dark with 75rpm.
Phagocytosis rate was determined using flow cytometry FACSCanto Il model with the
FACSDiva software and FLOWIJo software, from Microbiology and Immunology Department of
the Botucatu Biosciences Institute, UNESP. The standard acquisition was set to 5.000 events
and neutrophils were gated based in size (Forward-Scattered — FSC), granularity (Side-

Scattered — SSC) and fluorescence parameters.
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— Killing assay

Neutrophil cultures (2x108 cells/mL) previously treated or not with Vitamin D were
challenged with S. aureus (both strains) at a MOI of 10 for 2 hours in 5% of CO; at 37°C. As a
control, bacterial cultures were settled at 96-well bottom plate at the same conditions. After
incubation, cocultures were collected and wells were washed with cold distilled water in a
serial dilution to a final volume of 500uL in attempt to lyse neutrophils. Finally, 100uL of the
serial dilution, both experimental and control cultures, were plated to Petri dishes containing
BHI agar in quadruplicates and incubated at 372C. Colony forming units (CFUs) were counted

after 24 hours and bactericidal activity was calculated by the following formula:

% bactericidal activity = [1- (experimental cultures CFU mean / control cultures mean)] x100

— Hydrogen Peroxide Production (H20,)

After treatment of neutrophils with Vitamin D and challenge with S. aureus strains for
two hours, the 96-well bottom plate was centrifugated at 405g (1500rpm) for ten minutes and
supernatants were removed. 100uL of phenol red solution (140mM of NaCl; 10mM phosphate
buffer pH 7; 5.5mM dextrose; 0,56mM phenol red; 0.01mg/mL horseradish peroxidase type Il
(Sigma Aldrich)) were added to each well, both experimental cultures, blank and standard
curve. After one hour of incubation at 37°C in 5% of CO;, 10uL of NaOH 1N was added to
interrupt the reaction. Absorbance was read at a spectrophotometry with 620nm filter and
results were expressed in nanomoles comparing to a standard curve for each assay (8 to 0.25

nM of HzOz).
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— Nitric Oxide Production (NO)

Nitric oxide (NO) production was measured through nitrite production (NO) by Griess
method (28). Supernatants collected from neutrophils treated with Vitamin D and challenged
with S. aureus were settled in a 96-well bottom plate (100uL) with 100uL of Griess solution
(1% sulfanilamide (Sigma—Aldrich), diluted in 5% of H3PO4, and 0.1% N-(1 Naphthyl) ethyl-
enediamine (NEED — Sigma—Aldrich). After 30 minutes of incubation at room temperature in
the dark, NO production was determined by absorbance measurement in a
spectrophotometry with 540nm filter and results were expressed in micromoles comparing to

a standard curve for each assay (200 to 1.5 mM of NaNO3).

— Immunofluorescence for Neutrophil Extracellular Traps (NETs) visualization

Isolated neutrophils from healthy volunteers were adhered on coverslips treated with
Poly-L-Lysine 0, 01% (Sigma-Aldrich) in 24-well bottom plates for 2 hours. After adherence,
cells were treated or not with Vitamin D and challenged with both strains of S. aureus for two
hours at 37°C in 5% of CO,. Some cultures were treated with PMA (Sigma Aldrich), as a positive
control. Cocultures were then fixed with PBS+BSA (bovine serum albumin) +PFA 2% and
incubated with PBS+BSA 2% (nonspecific binding block) for 30 minutes. Anti-neutrophil
elastase (Calbiochem — Merck Millipore - Burlington, Massachusetts, USA) and anti-histone H1
(Merck Millipore) primary antibodies were added to the coverslips for 1 hour a 372C. Cultures
were washed for 3 times with PBS and incubated with anti-rabbit-FITC (Millipore) and anti-
mouse-Texas red (Calbiochem — Merck Millipore) secondary antibodies for elastase and
histone visualization. Slides were mounted with mounting medium for fluorescence with DAPI

(Vectashield-Vector Labs, Burlingame, California, USA). Confocal images were taken in a Leica
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TCS SP8 Confocal Microscope (Leica Microsystems), from Confocal Microscopy Laboratory of

UNIPEX - Experimental Research Unity, Sector 5, Medical School of Botucatu, Unesp.

— Neutrophil Extracellular Traps (NETs) by scanning electron microscopy

Neutrophils cultures (2x10° cells/mL) underwent a 2 hours period of adherence on
coverslips treated with Poly-L-Lysine 0, 01% (Sigma-Aldrich) in 24-well bottom plates before
treatment with Vitamin D and bacterial challenge (MOI of 10) or activation with PMA. Some
cultures were treated with DNAse (100U/mL— Thermo Fisher Scientific - Waltham,
Massachusetts, USA) as a negative control. After 2 hours of challenge, supernatants were
removed, and cultures were fixed with 2.5% of glutaraldehyde for scanning electron
microscopy analysis at CME (Electron Microscopy Center — Institute of Bioscience — UNESP—

Botucatu), as previously described (29).

— Neutrophil Extracellular Traps (NETs) quantification

Supernatants of neutrophils cultures treated with Vitamin D and challenged with S.
aureus were collected for NETs quantification by Quant-iT™ PicoGreen® kit (Invitrogen -
Carlsbad, Califérnia, USA) according to the manufacturer’s instructions and described
previously (30). Some cultures were treated with PMA or DNAse, as positive and negative
controls respectively. Briefly, an anti-elastase (15ug/mL) antibody was used to coat a 96-well
flat-bottom plate overnight at 42C. Supernatants were then settled to the plate and the

extracellular DNA bounded to elastase, a NET constituent, was measured with Quant-iT™
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PicoGreen® kit. Samples were analyzed by fluorescence intensity and concentrations were

calculated comparing to a standard curve.

— Statistical analysis

All data were tested for normality with Shapiro-Wilk normality test. Phagocytosis rate
and bactericidal activity were analyzed by Repeated Measures ANOVA followed by Tukey’s
post-hoc test. NETs quantification, H,02 and NO productions were analyzed with Friedman’s
test followed by post-hoc Dunn’s test. Vitamin D serum levels were analyzed by Unpaired t
test. All data were analyzed using GraphPad Prism 5.01 Software (Graphpad Software Inc., CA,
USA) with a significance p value set at p<0.05. The relation between vitamin D serum levels
and the other variables included in this study was analyzed by multiple correspondence
analysis, where the spatial proximity of categories represents the association among them.

The software used in this analysis was IBM SPSS 25 and the significance p was set as p<0.05.

RESULTS

— Phagocytosis rate of S. aureus strains

To quantify phagocytosis rate and to evaluate the effect of vitamin D on this
mechanism, FITC-labeled S. aureus were incubated with neutrophils treated or not with
Vitamin D and fluorescence measured by flow cytometry. Neutrophils were gated based in
size and granularity and using CD16 parameters. To distinguish intra and extracellular bacteria,

trypan blue was added to the cultures in attempt to quench fluorescence of extracellular
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bacteria. Figure 1 demonstrates that 50nmol/L of vitamin D was able to increase the
phagocytosis in cocultures challenged with H2386-06 strain in comparison to cultures treated
with 1nmol/L of vitamin D, observed by the median fluorescence intensity (MFI) (p= 0.0289)
(fig. 1B), while this effect was not detected in cocultures challenged with ATCC43300 strain
and treated with vitamin D (fig. 1A). In addition, MFI of neutrophils challenged with H2386-06
was slight higher in comparison to cultures challenged with ATCC43300. Figures 1 C and D
show histograms of a representative experiment for FITC labeled S. aureus ATCC43300 and

H2386-06, respectively and quenching with Trypan Blue.

— Vitamin D action on neutrophil bactericidal activity against S. aureus

In attempt to verify if vitamin D could also interfere on neutrophil killing of S. aureus,
neutrophils cultures were treated with Vitamin D and challenged with both strains of S. aureus
(MOI=10) for 2 hours. Cells treated with lower dose of vitamin D and challenged with
ATCC43300 strain showed a decrease in bacterial activity of cells (fig. 2A). However, vitamin
D (50nmol/L) was able to induce a higher bactericidal activity of PMNs against ATCC43300
strain (p= 0.0312) when compared to the lower dose (fig.2A). There were no significant
differences between both Vitamin D concentrations used in cultures challenged with H2386-
06 strain (fig. 2B). It was also observed a slight decrease in bactericidal activity from control

cultures (PMN+ H2386-06) and cocultures treated with 50nmol/L of vitamin D (fig. 2B).
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— Hydrogen peroxide (H20.) Production

To analyze H,0; production, neutrophils were incubated with both concentrations of
Vitamin D and S. aureus strains for 2 hours, as previously described. It was observed that
vitamin D alone was not able to induce H,0, production by neutrophils (fig. 3A). However,
ATCC43300 strain was able to induce a higher H,0, production in comparison to non-treated
cells or those treated with Vitamin D alone (p<0.0001) (fig. 3A). Besides, S. aureus strain
H2386-06 did not induce H,0, production in comparison to cells treated with vitamin D or
non-treated (p=0.5408) (fig. 3B). Although there was no statistical significance, cultures
treated with Inmol/L and challenged with ATCC43300 had a slight increase in H,0, production
in comparison to cultures treated with 50nmol/L and challenged with ATCC43300 (fig. 3A),
showing that Vitamin D might modulate this production by neutrophils against S. aureus,

especially in less virulent bacteria (ATCC43300).

— Nitric Oxide (NO) Production
As another defense mechanism, NO production was analyzed after neutrophils
treatment with Vitamin D for 30 minutes and challenge with S. aureus strains for 2 hours. Our
data demonstrated that vitamin D treatment alone was not able to induce NO production by
neutrophils. Neutrophils challenge with ATCC43300(fig. 4A) or H2386-06 (fig. 4B) increased
significantly NO production in comparison to non-treated cells and neutrophils treated with
both Vitamin D concentrations without challenge, demonstrating that Vitamin D might not

participate of nitric oxide production by neutrophils (p<0.0001).
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— Visualization of NETs components by Immunofluorescence

In attempt to verify extracellular mechanisms of neutrophils treated with vitamin D
and challenged with both strains of S. aureus for 2 hours as previously described. Cultures
were then fixed and incubated with anti-elastase and anti-histone primary antibodies
followed by anti-rabbit-FITC and anti-mouse-Texas red secondary antibodies for elastase and
histone visualization, respectively. DNA was stained with DAPI, demonstrating then NETs main
components. Overlay of the three images showed the colocalization of the stains, confirming
NETs presence in our images. It was not identified NETs structures on non-treated neutrophils
cultures (fig. 5 I.), whereas cultures activated with PMA demonstrated NETs formation, as
expected, since PMA was used as a positive control (fig. 511.). Both strains were able to induce
NETs release in the presence or absence of vitamin D (both doses), which was observed after

overlay of the three stains by confocal microscopy (fig. 6 I. to VI.).

— NETs identification by scanning electron microscopy

To corroborate immunofluorescence findings, scanning electron microscopy was used
to identify NETs release in vitro after neutrophils treatment with Vitamin D and challenge with
S. aureus strains (Figs. 7 and 9 respectively). Neutrophils treated with Vitamin D and
challenged with both strains of S. aureus were able toinduce NETs release in attempt to entrap
the bacteria. Treatment of cultures with Vitamin D seemed not to alter NETs release in both
concentrations. Incubation with DNAse and challenge with both S. aureus strains showed NETs
degradation (Figs. 8 and 10, respectively), confirming that the main component of these

structures was DNA.
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— NETs quantification

To confirm if there were differences in NETs release after neutrophil treatment with
Vitamin D and challenge with S. aureus strains, NETs quantification was done by analyzing
elastase-DNA complex, two of NETs main components. PMA was used as a positive control of
NETs release (data not shown). Cultures treated with DNAse demonstrated, as expected, a
decrease in NETs levels. S. aureus ATCC43300 strain showed increased NETs concentration,
which was not influenced by any dose of vitamin D (p=0.0086). Whereas S. aureus H2386-06
strain exhibited similar levels of NETs in comparison to ATCC43300, with a slight decrease
when cultures were treated with both doses of vitamin D (1Inmol/L and 50nmol/L) (p=0.2968)

(fig. 11), showing a difference response in a dependence of the strain.

— Serum 25(OH)D; levels and analysis of perceptual map from multiple
correspondence

In attempt to verify vitamin D status of the studied group, the volunteers underwent
measurement of 25(OH)Ds levels. Between all subjects evaluated, we observed 57% of
sufficiency (29.30 £ 3.093) and 43% of deficiency (16.55 + 1.029) (p=0.0050) (fig 12). Although
our data have demonstrated that in vitro supplementation of neutrophils with vitamin D did
not have a statistical association with NETs release, figure 13 shows that subjects classified as
sufficient levels of vitamin D (>20ng/mL) were correlated with higher levels of NETs release in
comparison to those classified as deficient/insufficient (<20ng/mL), that were correlated with
lower levels of NETs release. In addition, sufficient vitamin D donors might be correlated with
intermediate rates of phagocytosis (MFI rates), while deficient/insufficient donors were
correlated with lower phagocytosis rate Corroborating our in vitro data, both strains used in

this study appeared to have different interactions with the host cells, once it was observed
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opposite response mainly through phagocytosis rate, bactericidal activity levels, NO and H;0;
production. S. aureus ATCC43300 were correlated with intermediate phagocytosis rate,
higher levels of H,0, and NO and higher bactericidal activity, while S. aureus H2386-06 were
correlated with higher phagocytosis rate and lower levels of H,0, and NO and bactericidal
activity (fig 13).

These data were analyzed by a perceptual map from multiple correspondence, where
the spacial proximity among the categories included in the study represents an association

between them.

DISCUSSION

Several works have reported vitamin D action upon both innate and adaptative
immune system, especially in infectious diseases (2,31-33). In relation to S. aureus,
Udompataikul et al. (2015) (34) described that an oral supplementation with Vitamin D
reduced S. aureus skin colonization in atopic dermatitis patients, leading to an improvement
in clinical outcomes. In contrast, Bjorkhem-Bergman et al. (2018) (35) demonstrated that
supplementation with Vitamin D for 12 months did not affect MRSA carriage, as also seen by
Slow et al. (2014) (36), which did not find a reduction in S. aureus nasal carriage in persistent

infected patients, remaining controversial Vitamin D role during S. aureus infection.

In this study, we showed that higher dose of Vitamin D increased the phagocytosis
rate of neutrophils challenged with H2386-06 strain when MFI was analyzed. Besides, the
phagocytosis MFI were higher in cocultures challenged with H2386-06 strain, demonstrating
differences between two strains in the interaction with neutrophils with elevated

phagocytosis rate of the more virulent strain (H2386-06). Nouari et al. (2016) (37) identified
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that macrophage treated with vitamin D and challenged with Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa) had an increase in phagocytosis rate and bactericidal activity, corroborating our
results that vitamin D could modulate these mechanisms. Shymanskyy et al. (2016) (38) also
demonstrated that rats treated with prednisolone had an impaired immune response of
neutrophils and monocytes, with decreased phagocytosis activity. When rats were treated
with prednisolone and Vitamin D concomitant, the phagocytosis rate was partially restored,
demonstrating that Vitamin D could reestablish the immune response.

The effect of vitamin D upon bactericidal activity of neutrophils against S. aureus
showed a restoration of S. aqureus ATCC43300 killing by neutrophils at concentration of
50nmol/L in comparison to the lower dose (1nmol/L). Concentration of 1nmol/L seemed to
have no effect on bactericidal activity when neutrophils were challenged with S. aureus
ATCC43300. Similarly, vitamin D treatment of cultures challenged with S. aureus H2386-06
strain seemed to induce no changes in bactericidal activity compared to control. van der Does
et al. (2014) (39) demonstrated that there was an increase in S. aureus killing by dendritic cells
that were differentiated in the presence of Vitamin D and phenylbutyrate, conferring to these
cells an enhancement in antimicrobial properties, mainly through enhancement of cathelicidin
and ROS. Another study identified that the treatment of keratinocytes and monocyte with the
active form of vitamin D led to an induction of cathelicidin expression, increasing the
microbicidal activity against S. aureus (10). Moreover, Subramanian et al. (2017) (40)
described that treatment of human neutrophils with Vitamin D enhanced Streptococcus
pneumoniae killing by expression of cathelicidin LL-37 and defensins such as HNP1-3 (Human
neutrophil alpha-defensins 3).

In relation to H.O; production, we demonstrated that although there were no

statistical significances, vitamin D might modulate neutrophils response against S. aureus
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ATCC43300. Vitamin D treatment induced a slight increase in H,O; production by neutrophils
after challenge with this strain and treatment with a dose of 1nmol/L, whereas 50nmol/L
induced similar levels to cultures only challenged with ATCC43300. ATCC43300 was able to
induce high amounts of H,0,, in contrast to H2386-06 strain, which did not influence this
production. Studies demonstrated that vitamin D role during ROS production and oxidative
stress remains controversial. Onwuneme et al. (2016) (41) pretreated neutrophils and
monocytes from adults, term neonates and preterm infants with Vitamin D and incubated
with LPS. The authors showed that Vitamin D increased significantly reactive oxygen
intermediates production by neutrophils in term neonates and preterm children and in term
neonatal monocytes. Shymanskyy et al. (2016) (38) also demonstrated that peripheral blood
mononuclear cells from rats treated with prednisolone had an increase in ROS production in
comparison to control group. It was also observed an antagonist effect of vitamin D in ROS
production induced by prednisolone when rats were treated concomitantly with prednisolone
and vitamin D. The authors also showed that ROS production was unaltered in bone marrow
cells after treatment with prednisolone and this production was slightly enhanced in the group
treated with prednisolone and vitamin D. In contrast, Fels et al. (1987) (42) described that
treatment with Vitamin D did not enhance H;0; production after PMA activation of alveolar
macrophages from normal and sarcoid patients. Corroborating with that, Hirsch et al. (2011)
(13) showed that H,O; levels were not regulated by Vitamin D treatment of adult and neonatal
neutrophils after activation with PMA.

Our data of NO production demonstrated that both strains were able to increase NO
levels in comparison to non-treated neutrophils or treated with the two concentrations of
Vitamin D, whereas treatment with Vitamin D did not change NO levels, demonstrating that

NO might not be modulated by Vitamin D. Corroborating with our results of NO production



55

induced by the bacteria, a previous study observed the induction in NO production by S.
aureus (43). Increasing in NO levels was already demonstrated by Siswanto et al. (2015) (44)
after stimulation of human monocytes with Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis)
DNA. Cells stimulated also showed an increase in VDR mRNA expression and enhancement of
cathelicidin. Another study showed that a cell line (HL-60) with macrophagic characteristics
was able to produce NO in response to the active form of vitamin D, inducing suppression of
M. tuberculosis growth, through a mechanism dependent on NO (45). In contrast, Xu et al.
(2015) (46) showed that mice pretreated with Vitamin D had renal NO production inhibited in
LPS-induced acute kidney injury, demonstrating that Vitamin D treatment could attenuate
oxidative stress injury and corroborating the fact that this vitamin could modulate NO
production.

When analyzing neutrophil extracellular responses, we demonstrated that neutrophils
challenged with both strains of S. aureus were able to release NETs. Scanning electron
microscopy demonstrated that S. aureus induced NETs release in the presence or absence of
Vitamin D. Our results of NETs quantification demonstrated that although there was no
statistical significance, vitamin D appeared to induce a biological decrease in NETs levels when
neutrophils were challenged with S. aureus H2386-06 strain, even though it seemed not to
modulate NETs release. Brinkmann et al. (2004) (27) described for the first time that this
bacterium was able to induce NETs formation by human neutrophils, and that NETs was
involved in the killing of the bacteria. Fuchs et al. (2007) (47) have identified that NETs release
in response to PMA and S. aureus implied neutrophil death. However, in 2010, Pilsczek et al.
(48) demonstrated that this defense mechanism not necessarily requires cell death. Our data
corroborates previous studies involving NETs formation after S. aureus challenge (27,49).

Immunofluorescence also demonstrated NETs formation by analysing of the main
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components, such as elastase, histone and DNA, which was also showed in other studies
(50,51). Since S. aureus have a variety of virulence factors, escaping mechanisms from NETs
have already been described, making it difficult to host response during the infectious process

(52,53).

One virulence factor is Protein A, a protein involved in phagocytosis evasion and
associated with NETs release. Hoppenbrouwers et al. (2018) (51) suggested that beyond
evading phagocytosis, Protein A from S. aureus could elicit NETs formation in order to
eliminate neutrophils by inducing NETosis and from which bacteria could escape by producing
nucleases. Some drugs already had your action related to ETs release. Antibiotics such as
Fosfomycin, immunosuppressive drugs such as Cyclosporine A, anti-inflammatory drugs and
vitamin supplements were described as potential inductors or reducers of NETosis process
(49,54,55). Until now, there are few studies relating NETs and Vitamin D. Handono et al. (2014)
(56) described that neutrophils from patients with systemic lupus erythematosus and
hypovitamin D, treated with vitamin D, reduced elastase externalization during NETs release,
which could cause a decrease in endothelial damage by reducing NETs activity. In contrast,
Agraz-Cibrian et al. (2019) (57) demonstrated that the treatment of neutrophils with the active
form of vitamin D induced the release of structures similar to NETSs, in addition to increased
MRNA expression of TLR7 and IFN-a and products associated with NETs proteins such as
elastase and PAD4 (protein arginine deiminase 4), correlating the role of vitamin D with the
possibility of avoiding the spread of pathogens. These studies showed a possible important

involvement of Vitamin D in NETs mechanism.

Our results also demonstrated that among all subjects included in the study, there was

43% of deficiency. A study conducted in Brazil showed a prevalence of 77.4% of individuals
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with hypovitaminosis, considering levels <30ng/mL as hypovitaminosis (58). Another study
demonstrated that the prevalence of vitamin D deficiency was 46% in females and 30% in
males, with the reference value for vitamin D deficiency set as <20 ng/mL (59). This prevalence
may diverge due to the variation of the reference values to classify the status of the
individuals. According to Pludowski et al. 2013 (60), the Central Europe recommends that
serum levels below than 20ng/mL are considered deficient and from 30 to 50ng/mL adequate
levels of vitamin D, whereas, the Brazilian Society of Endocrinology and Metabolism (SBEM)
reports that serum levels greater than 30ng/mL are considered adequate for bone benefit,

but age, obesity, osteoporosis, fractures, and others may influence this result (61).

In our data, we used a cut-off value of 20ng/mL, which was indicated in the evaluation,
being able to identify by perceptual map from multiple correspondence analysis, the spacial
distance among the variables such as vitamin D serum levels, bacterial strain, NETs release,
phagocytosis rates, bactericidal activity, H,0, and NO productions. Our results showed the
spatial proximity between sufficient vitamin D serum levels, higher NETs release and
intermediate phagocytosis rate, while deficient/insufficient vitamin D serum levels were
correlated with lower NETs release and lower phagocytosis rate. The spatial distance among
S. aureus ATCC43300 was correlated with intermediate phagocytosis rate, higher levels of
H,0, and NO and higher bactericidal activity, while the analyses of S. aureus H2386-06
identified a correlation with higher phagocytosis rate and lower levels of H,0,, NO and

bactericidal activity, that confirm our results.

Evaluating our results about phagocytosis rate, bactericidal activity, H,0; production
and NETs release, it seemed that vitamin D could modulate the response to each bacterial

strain, once it was observed different pattern of response to each bacterium. However, other
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effector mechanisms such as cathelicidin production, the possible receptors involved in each
bacterial recognition, and the specific escape mechanisms of each bacteria might be studied
to better understand our results. This bacterium has a powerful set of virulence factors that
contribute to the escape of host immune response. Among the virulence factors are toxins
(enterotoxins, a and B toxins), factors associated with adhesion to host cells (fibronectin
binding proteins, elastin binding proteins, extracellular adhesion proteins), as well as proteins
and enzymes (coagulases, hydrolases, proteases) that confer the ability to interfere with host
response by resistance to oxidative stress, neutrophil lysis, inactivation of the complement
system, degradation of immunoglobulins, resistance to cathelicidin, alteration in phagocytosis
rate, among others (62). In addition, S. aureus has the ability to produce biofilm, an important
factor associated with the severity of the diseases caused by this bacterium. Biofilm presence
is generally associated with chronic and persistent infections, due to the capacity of adherence
and persistence in host tissues or medical implants, resisting to many types of treatments and

the immune response (63).

In conclusion, our data demonstrated that Vitamin D could modulate the response of
human neutrophils to S. aureus, especially by increasing phagocytic rates and bactericidal
activity in a dependence of the strain. Further studies are needed to better understand the

complex capacity of Vitamin D on modulation of the innate immune response.
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Figure 1: Phagocytosis rate of S. aureus by human neutrophils. Human neutrophils (PMNs) were treated for 30
minutes with 1nmol/L or 50nmol/L of Vitamin D and challenged with two strains of FITC-labeled S. aureus ATCC43300
(A) and H2386-06 (B) for 2 hours at a MOI of 10. Phagocytosis was analyzed by median fluorescence intensity (MFI)
and trypan blue was used to distinguish intra and extracellular bacteria. Phagocytosis rate was determined using flow
cytometry and neutrophils were gated based in size (Forward-Scattered — FSC), granularity (Side-Scattered — SSC) and
fluorescence parameters. (n=11) (Repeated Measures ANOVA test followed by Tukey's Multiple Comparison Test) (*
PMN+H2386-06 1nmol/L Vit D vs PMN+H2386-06 50nmol/L Vit D, p= 0.0289). C and D are histograms of a

representative experiment for FITC labeled S. aureus ATCC43300 (C) and H2386-06 (D), respectively and quenching
with Trypan Blue (TB).
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Figure 2: Neutrophil killing of S. aureus. Human neutrophils (PMNs) were treated for 30 minutes with 1nmol/L or
50nmol/L of Vitamin D and challenged with two strains of S. aureus ATCC43300 (A) and H2386-06 (B) for 2 hours at a
MOI of 10 for analysis of the % of bactericidal activity by Colony Forming Units (CFUs) count (n=11). (Repeated
Measures ANOVA test followed by Tukey's Multiple Comparison Test). (* PMN+ATCC43300 1nmol/L Vit D vs
PMN+ATCC43300 50nmol/L Vit D, p= 0.0312).
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Figure 3: Hydrogen Peroxide (H,0,) Production. Human neutrophils (PMNs) were treated for 30 minutes with 1nmol/L
or 50nmol/L of Vitamin D and challenged with two strains of S. aureus ATCC43300 (A) and H2386-06 (B) for 2 hours at
a MOI of 10 for analysis of hydrogen peroxide (H,0,) production (nM). (n= 11) (Friedman test followed by Dunn's
Multiple Comparison Test, p<0.0001).
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Figure 4: Oxide Nitric (NO) Production. Human neutrophils (PMNs) were treated for 30 minutes with 1nmol/L or
50nmol/L of Vitamin D and challenged with two strains of S. aureus ATCC43300 (A) and H2386-06 (B) for 2 hours at a
MOI of 10 for analysis of oxide nitric (NO) production (mM). (n=11) (Friedman test followed by Dunn's Multiple
Comparison Test, p<0.0001).
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Figure 5: Confocal Microscopy of NETs components. Human neutrophils (2x10° cell/mL) (PMNs) were activated with
PMA or challenged with S. aureus ATCC43300 or H2386-06 for 2 hours at a MOI of 10. Cultures were fixed, and NETs
components were stained with DAPI for DNA (A) and labeled with anti-elastase followed by FITC conjugated secondary
antibody (B) and anti-histone followed by Texas-Red conjugated secondary antibody (C) and the overlay of the three
stains (D). (l.) non-treated PMNs (40x, scale bar 50um), (Il.) PMNs activated with PMA (40x, scale bar 50um).
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Figure 6: Confocal Microscopy of NETs components. Human neutrophils (2x10° cell/mL) (PMNs) were activated with
PMA or challenged with S. aureus ATCC43300 or H2386-06 for 2 hours at a MOI of 10. Cultures were fixed, and NETs
components were stained with DAPI for DNA (A) and labeled with anti-elastase followed by FITC conjugated secondary
antibody (B) and anti-histone followed by Texas-Red conjugated secondary antibody (C) and the overlay of the three
stains (D). (l.) PMNs challenged with S. aureus ATCC43300 (63x, scale bar 20 um), (1l.) PMNs treated with 1nmol/L of
vitamin D and challenged with S. aureus ATCC43300 (40x, zoom 1.53, scale bar 50um), (lll.) PMNs treated with
50nmol/L of vitamin D and challenged with S. aureus ATCC43300 (63x, scale bar 20 um), (IV.) PMNs challenged with S.
aureus H2386-06 (40x, scale bar 50um), (V.) PMNs treated with 1nmol/L of vitamin D and challenged with S. aureus
H2386-06 (40x, scale bar 50um), (VI.) PMNs treated with 50nmol/L of vitamin D and challenged with S. aureus H2386-
06 (40x, scale bar 50um).
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Figure 7: Scanning Electron Microscopy of NETs. Human neutrophils (PMNs) were treated with Vitamin D (1nmol/L
and 50nmol/L) and challenged with S. aureus ATCC43300 for 2 hours at a MOI of 10. Cultures were fixed, and NETs
release was observed by scanning electron microscopy. (A) Non-treated PMNs challenged with S. aureus ATCC43300
(MOI = 10), (B) PMNs treated with 1nmol/L of Vitamin D and challenged with S. aureus ATCC43300 (MOI = 10), (C)
PMNs treated with 50nmol/L of Vitamin D and challenged with S. aureus ATCC43300 (MOI = 10).
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Figure 8: Scanning Electron Microscopy of NETs. Human neutrophils (PMNs) were treated with Vitamin D (1nmol/L
and 50nmol/L) and DNAse (100U/mL) and challenged with S. aureus ATCC43300 for 2 hours at a MOI of 10. Cultures
were fixed, and NETs release was observed by scanning electron microscopy. (A) Non-treated PMNs treated with
DNAse and challenged with S. aureus ATCC43300 (MOI = 10), (B) PMNs treated with 1nmol/L of Vitamin D and DNAse
and challenged with S. aureus ATCC43300 (MOI = 10), (C) PMNs treated with 50nmol/L of Vitamin D and DNAse and
challenged with S. aureus ATCC43300 (MOI = 10).
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Figure 9: Scanning Electron Microscopy of NETs. Human neutrophils (PMNs) were treated with Vitamin D (1nmol/L
and 50nmol/L) and challenged with S. aureus H2386-06 for 2 hours at a MOI of 10. Cultures were fixed, and NETs
release was observed by scanning electron microscopy. (A) Non-treated PMNs challenged with S. aureus H2386-06
(MOI = 10), (B) PMNs treated with 1nmol/L of Vitamin D and challenged with S. aureus H2386-06 (MOI = 10), (C) PMNs
treated with 50nmol/L of Vitamin D and challenged with S. aureus H2386-06 (MOI = 10).

- Figure 10
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Figure 10: Scanning Electron Microscopy of NETs. Human neutrophils (PMNs) were treated with Vitamin D (1nmol/L
and 50nmol/L) and DNAse (100U/mL) and challenged with S. aureus H2386-06 for 2 hours at a MOI of 10. Cultures
were fixed, and NETs release was observed by scanning electron microscopy. (A) Non-treated PMNs treated with
DNAse and challenged with S. aureus H2386-06 (MOI = 10), (B) PMNs treated with 1nmol/L of Vitamin D and DNAse
and challenged with S. aureus H2386-06 (MOI = 10), (C) PMNs treated with 50nmol/L of Vitamin D and DNAse and
challenged with S. aureus H2386-06 (MOI = 10).
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Figure 11: NETs quantification. Human neutrophils (PMNs) were treated for 30 minutes with 1nmol/L or 50nmol/L of
Vitamin D and challenged with two strains of S. aureus ATCC43300 (A) and H2386-06 (B) for 2 hours at a MOI of 10.
Supernatants were collected and the complex elastase-DNA was quantified by Picogreen dsDNA kit (n=10) (Friedman

test followed by Dunn's Multiple Comparison Test, p= 0.0086).
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Figure 12: 25(OH)D; serum levels: Measurement of 25(OH)D; serum levels of healthy volunteers included in the study,
considering levels below 20ng/mL as deficiency/insufficiency and above as sufficiency. Sufficiency (29.30 + 3.093) and
deficiency/insufficiency (16.55 + 1.029) (Unpaired t test, p=0.0050).
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Figure 13: Perceptual map from multiple correspondence analyses: Multiple correspondence analysis of the

variables of the study for vitamin D serum levels, bacterial strain, NETs release, phagocytosis rates, bactericidal

activity, H,0; and NO productions. Blue elliptical area shows the spatial proximity among sufficient vitamin D

serum levels and higher NETs release and intermediate phagocytosis rate. Red elliptical area shows the spatial

distance among deficient/insufficient vitamin D serum levels and lower NETs release and phagocytosis rate.

Green elliptical area shows the spatial distance among S. aureus ATCC43300 and intermediate phagocytosis rate,

higher levels of H202 and NO and higher bactericidal activity. Orange elliptical area shows the spatial distance

among S. aureus H2386-06 and higher phagocytosis rate and lower levels of H,0, and NO and bactericidal

activity. Significance level was set as p<0.05.
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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.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Acao da Vitamina D sobre mecanismos bactericidas de neutrofilos humanos
desafiados com diferentes cepas de Staphylococcus aureus

Pesquisador: Amanda Manoel Della Coletta

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 65645517 .6.0000.5411

Institui¢iao Proponente: Departamento de Patologia
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.996.879

Apresentagio do Projeto:

A deficiéncia de vitamina D vem se tornando um problema mundial em virtude de habitos da
populacdo,como o trabalho por periodos prolongados em ambientes fechados e o aumento do uso de
protetor solar/ diminuicdo da exposicdo solar. Trabalhos recentes demonstram que a vitamina D age nao
somente na homeostase do calcio, mas também na regulagdo do sistema imune atraves de inumeros
mecanismos. Diante disso sua deficiéncia tem sido associada ao risco de desenvolvimento de uma sérne de
doencas, entre elas doencas infecciosas como as causadas por S. aureus. As infecgGes por essa bacténa
sdo preocupantes pelo aumento da prevaléncia de cepas resistentes a antibioticas, dificultando,o tratamento

e contribuindo para a busca de métodos alternativos para combater esse tipo de infeccdo.

Objetivo da Pesquisa:
Avaliar o papel da vitamina D nos efeitos bactericidas de neutréfilos por meio de mecanismos intracelulares
como a fagocitose e extracelulares como a liberacdo de Neutrophil Extracellular Traps (NETs), em resposta

a diferentes cepas de S. aureus.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:coleta de sangue periférico, podendo ocorrer um pegueno hematoma ou mesmo um leve

Enderego: Chacara Butignolli , sin

Bairro: Rubido Junior CEP: 18.518-970
UF: 5P Municipio: BOTUCATU
Telefone:  (14)38280-1608 E-mail: capellup@fmb.unesp.br
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Continuacdo do Parecer: 1.996.879

incémodo no local de insergdo da agulha.
Beneficios:possivel contribuicdo para o combate 3 infecgdes de dificil tratamento através de métodos
alternativos como a suplementacdo com vitamina D.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de projeto de doutorado orientado pela Profa. Luciane Alarcdo Dias Melicio a ser desenvolvido no
Departamento de Patologia e na UNIPEX.

Serdo avaliadas amostras de sangue periférico de 20 individuos saudaveis, maiores de 18

anos, funcionarios da UNESP, campus de Botucatu, que ndo estejam sob a responsabilidade do professor
responsavel pelo projeto, apds aceite e assinatura do TCLE.

Serdo excluidos individuos que tenham tomado, nos dltimos 30 dias, qualquer tipo de anti-inflamatério,
antibidtico ou que tenham referido febre.

Serdo coletados de cada individuo 40 ml de sangue periférico por pungdo venosa para isolamento e cultura
de neutrdfilos (tecnica descrita no projeto). Os neutrofilos isolados serdo tratados com diferentes doses de
vitamna D (1-10-50nmal/L). O grupo controle sera os neutrofilos ndo tratados com vitamina D.

Diferentes cepas de S. aureus serdo utilizadas para o desafio bacterianao entre elas a ndo produtora de
biofiime(referencia internacional) e a produtora de biofilme (isolado de hemocultura). As linhagens serao
semeadas em diferentes caldo de cultura. A avaliacdo da taxa de fagocitose sera realizada pelo Nicleo de
Tecnologia Digital em Patologia.

Também serao avaliadas: a atividade bactericida de neutrdfilos tratados com vitamina D e desafiados com
S. aureus pela contagem de UFC; avaliagdo da producdo de Perdoxido de Hidrogénio (H202) com
sobrenadantes de culturas de neutréfilos tratados com vitamina D e desafiados com S.aureus; avaliacdo da
producdo de Oxido Nitrico (NO) pela quantificacdio da produco de nitrito(NO-2) pela reacdo colorimétrica de
Griess; Visualizacao dos efeitos da vitamina D na liberacdo de NETs por Microscopia Confocal e
Microscopia de varredura.

O cronograma se iniciara em 03/04/2017 com termino previsto para 28/02/2019.
O orgamento financeiro & de 9000 reais. Sera utilizado material de consumo remanescente de projetos
anteriores conduzidos no laboratdrio. O valor do orcamento sera coberto pelo auxilio bancada da bolsa

CNPqg Processo 140332/2015-4.

TCLE foi redigido na forma de convite, com linguagem aceitavel, explicativo.

Enderego: Chacara Butignolli, s/n

Bairro: Rubido Junior CEP: 18618-970
UF: 5P Municipio: BOTUCATU
Telefone:  (14)3880-1608 E-mail: capellup@fmb.unesp.br
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Consideragoes schre os Termos de apresentagdo obrigatoria:
Todos os termos de apresentacao obrigatoria foram anexados:
Termo de anuéncia do EAP

Folha de rosto assinada pelo diretor da FMB

Autorizacao da UNIPEX

TCLE

O projeto ja havia sido submetido ao CEP, ficou com pendencias e retorna para nova analise.Pendencias
apontadas:

- Inicialmente os autores haviam incluidos 20 alunos da UNESF sem a concordancia dos conselhos de
cursos (sem especificar curso) e funcionarios. Foi solicitado que especificassem quem sernam esses alunos
e solicitassem autorizacdo do conselho de curso. Os autores retiraram os alunos e deixaram apenas 20
funcionarios. Sem pendencias.

- Havia anuencia da UNIPEX mas ndo havia explicacdo se o sangue seria estocado ou armazenado num
biorrepositorio. Os autores informaram que ndo havera biorrepositorio, que o sangue sera processado na
UNIPEX apos a coleta, para isolamento das células e realizagdo das culturas que serdo utiizadas nos
experimentos. Ndo havera armazenamento & o sangue que ndo for utilizado sera descartado. Pendéncia
atendida.

- TCLE: trocar o termo coloragao arroxeada por mancha arroxeada (trocado); incluir a coleta de 40 ml de
sangue e justificar (40 ml incluidos e a justificativa & que esse € o volume necessario para conseguir nimero
suficiente de células de interesse para realizagdo do projeto); incluir um paragrafo constando que o sangue
sera estocado na UNIPEX e que sera utilizado na sua integralidade (os autores incluiram esse paragrafo
informando que o sangue sera processado na UNIPEX e que ndo havera armazenamento de sangue e que
o mesmo sera utilizado na sua integralidade). Pendencias atendidas

Recomendagoes:

Sem recomendacdo

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Considero o projeto aprovado, sem necessidade de envio a CONEP.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
Projeto de pesquisa APROVADO, deliberado em reunido ORDINARIA do CEP de 03/04/2017, sem

necessidade de envio a CONEP.

Enderego: Chacara Butignolli , sin

Bairro: Rubido Junior CEP: 18618970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1608 E-mail: capellup@fmb.unesp.br

Pagina 03 de D5



Fp Tl s £ DAEF

Continuagio do Parecer: 1.996.879

UNESP -FACULDADE DE
MEDICINA DE BOTUCATU

80

Bl ™

Solicitamos aos pesquisadores que apos a execucdo do projeto em guestdo, seja enviado para analise o

respectivo “Relatdrio Final de Atividades®, o qual devera ser enviado via Plataforma Brasil na forma de

“NOTIFICACAO".

OBS: LEMBRAMOS QUE A PRESENTE PESQUISA SOMENTE PODERA SER INICIADA APOS DIA
03/04/2017 — DATA DA APROVACAQ DO CEP.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS DO P 13/03/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 859390.pdf 10:01:54
Qutros Carta_resposta_pendencias_Amanda_M 13/03/2017 | Amanda Manoel Aceito

DC_pdf 10:01:26 Della Coletta
TCLE / Termos de |TCLE_Amanda_MDC pdf 10/03/2017 | Amanda Manoel Aceito
Assentimentao / 14:53:14 | Della Coletta
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado /| Projeto_Amanda_MDC pdf 10/03/2017 |Amanda Manoel Aceito
Brochura 14:27:50 |Della Coletta
Investigador
Qutros Documento_anuencia_institucional_Amal 06/03/2017 | Amanda Manoel Aceito
nda MDC pdf 14:12:22 | Della Coletta
Folha de Rosto Folha_de_rosto_351_Amanda_MDC pdf| 24/02/2017 |Amanda Manoel Aceito
10:16:34 | Della Coletta
Qutros Declaracao_relatorio pdf 08/02/2017 | Amanda Manoel Aceito
10:48:45 | Della Coletta
Qutros Resolucao_466 pdf 08/02/2017 | Amanda Manoel Aceito
10:46:26 | Della Coletta
Declaracao de Declaracao_UNIPEX pdf 08/02/2017 | Amanda Manoel Aceito
Instituicdo e 10:45:19 | Della Coletta
Infraestrutura

Situagido do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:

Nao

Endereco:
Bairro: Rubido Junior
UF: 5P

Telefone:

Municipio:
(14)3880-1608

Chacara Butignolli , s/n

CEP: 18.618-970
BOTUCATU

E-mail:

capellup@fmb.unesp.br
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BOTUCATU, 03 de Abril de 2017

Assinado por:
SILVANA ANDREA MOLINA LIMA

{Coordenador)
Enderego: Chacara Butignolli, sin
Bairro: Rubido Junior CEP: 18.618-970
UF: 5P Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1608 E-mail: capellup@imb.unesp.br
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Acdo da Vitamina D sobre mecanismos bactericidas de neutrofilos humanos
desaflados com diferentes cepas de Staphylococcus aureus

Pesquisador: Amanda Manoel Della Coletta

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 65645517 .6.0000 5411

Instituigdo Proponente: Departamento de Patologia

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.499.970

Apresentagdo do Projeto:

Projeto ja submetido e aprovado por este Comité através da Plataforma Brasil (CAAE:
69645517 .6.0000.5411; Namero do Comprovante: 020537/2017)

Parecer consubstanciado numero 1.996.879

Os autores solicitam a inclus&o do recrutamento de alunos da Graduacéo e Pos-Graduacéo do
Instituto de Biociéncias (IBB) e da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB) para doacé&o voluntaria de

sangue para o projeto.

Objetivo da Pesquisa:
Ver parecer consubstanciado numero 1.996.879

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Ver parecer consubstanciado numero 1.996.879
Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Ver parecer consubstanciado numero 1.996.879

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Os autores solicitam a incluséo de alunos para doagéo voluntaria de sangue dos seguintes cursos:
Ciéncias Bioldgicas: manifestacdo favoravel do Conselho de Curso de Ciencias Biologicas

Ciéncias Biomédicas: manifestacéo favoravel do conselho de curso

Enderego: Chacara Butignolli, s/n

Bairro: Rubido Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1609 E-mail: cep@fmb.unesp.br
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Nutrigdo (IBB): manifestac&o favoravel do conselho de curso

Pas-Graduacéo em Biologia Geral e Aplicada (IBB):manifestacéo favoravel do conselho de PG
Pés Graduag&o em Doencas Tropicais:manifestacéo favoravel do conselho de PG

Pos Graduacéo Fisiopatologia em Clinica Médica:manifestacéo favoravel do conselho de PG
Pos Graduacgé&o em Patologia: manifestacé&o favoravel do conselho de PG

TCLE: ja aprovado sem necessidade de alteragtes.

Recomendagdes:
Considero a solicitagéo de inclusdo de alunos de curso de graduagédo e pés graduag&o aceita. sem

recomendacdes.

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Projeto aprovado, sem necessidade de envio a CONEP.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Conforme deliberacio do Colegiado em reunido ordinaria do Comité de Etica em Pesquisa da FMB/UNESP,
realizada em 05 de fevereiro de 2018, o documento enviado na forma de “Emenda”, encontra-se
APROVADO, sem necessidade de envio a CONEP.

Atenciosamente,

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situacéo
Informacgdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_105410] 14/12/2017 Aceito
do Projeto 4 E1.pdf 09:45:18
Outros Carta_solicitacao_inclusao_recrutament | 14/12/2017 | Amanda Manoel Aceito

o_voluntario_de_alunos_projeto_Doc_A 09:39:02 |Della Coletta
manda MDC pdf

Outros Carta_resposia_pendencias_Amanda_M 13/03/2017 | Amanda Manoel Aceito
DC pdf 10:01:26 Della Coletta

TCLE / Termos de |TCLE_Amanda_ MDC pdf 10/03/2017 | Amanda Manoel Aceito

Assentimento / 14:53:14 | Della Coletta

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / | Projeto_Amanda_MDC pdf 10/03/2017 | Amanda Manoel Aceito

Brochura 14:27:50 | Della Coletta

Enderego: Chacara Butignolli , s/n

Bairre: Rubido Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1609 E-mail: cep@fmb.unesp.br
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Investigador Projeto_Amanda_MDC _pdf 10/03/2017 | Amanda Manoel Aceito
14:27:50 | Della Coletta
QOutros Documento_anuencia_institucional_Amal 06/03/2017 |[Amanda Manoel Aceito
nda MDC . pdf 14:12:22 | Della Coletta
Folha de Rosto Folha_de rosto 351 Amanda_ MDC pdf] 24/02/2017 | Amanda Manoel Aceito
10:16:34 Della Coletta
Qutros Declaracao_relatorio pdf 08/02/2017 | Amanda Manoel Aceito
10:48:45 | Della Coletta
Outros Resolucao_466 pdf 08/02/2017 | Amanda Manoel Aceito
10:46:26 Della Coletta
Declaracéo de Declaracao_UNIPEX pdf 08/02/2017 | Amanda Manoel Aceito
Instituicéo e 10:45:19 | Della Coletta
Infraestrutura

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagido da CONEP:

Néo

Endereco:

BOTUCATU, 19 de Fevereiro de 2018

Bairro: Rubido Junior

UF: SP
Telefone:

Municipio:

(14)3880-1609

Assinado por:

SILVANA ANDREA MOLINA LIMA

Chacara Butignolli , s/n

BOTUCATU

(Coordenadaor)

CEP: 18.618-970

E-mail:

cep@fmb.unesp.br
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TERMINOLOGIA OBRIGATORIA EM ATENDIMENTO A RESOLUGAOQ 466/12-CNS-MS)

O senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa chamada “Ag¢do da
Vitamina D sobre mecanismos bactericidas de neutréfilos humanos desafiados com diferentes
cepas de Staphylococcus aureus”, que pretende estudar o efeito da vitamina D em neutrdfilos
humanos desafiados com a bactéria Staphylococcus aureus (S. aureus).

A pesquisa consta da coleta de 40 mL de sangue de voluntdrios saudaveis, realizada uma
Unica vez, e esse volume é necessdrio para se conseguir niumero suficiente de células de
interesse para realizagdo do projeto. Os riscos e o desconforto da coleta sdo minimos e de total
responsabilidade da pesquisadora. O individuo poderd sentir um leve incbmodo durante a coleta
e posteriormente pode ser que aparega um pequeno hematoma (mancha roxa) no local. A coleta
de sangue é a mesma que se realiza em laboratdrio de andlises clinicas, sendo muito segura. O
sangue coletado sera processado na UNIPEX (Unidade de Pesquisa Experimental) da Faculdade
de Medicina de Botucatu e serd utilizado em sua integralidade para realizagdo das culturas
celulares que serdo utilizadas no desenvolvimento da pesquisa. O material colhido e seus
derivados serdo descartados apds o término da pesquisa.

Esta pesquisa pretende compreender a ac¢do da vitamina D em neutrdfilos, que sdo
células do sistema imunoldgico em resposta a infecgao pela bactéria Staphylococcus aureus,
sendo a vitamina um possivel método auxiliar no combate a infec¢Ges de dificil tratamento.

Caso o senhor (a) ndo queira participar da pesquisa, informo que nao haverd nenhuma
interferéncia em futuros procedimentos no ambito da Faculdade de Medicina de Botucatu. O
senhor (a) poderd retirar seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa sem nenhum
prejuizo.

E garantido o total sigilo de seus dados relatados nesta pesquisa.

Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera elaborado em 2 vias de igual teor,
o qual 01 via serd entregue ao Senhor (a) devidamente rubricada, e a outra via sera arquivada e
mantida pelos pesquisadores por um periodo de 5 anos apds o término da pesquisa. Fique ciente
de que sua participacdo neste estudo é voluntaria e que mesmo apds ter dado seu
consentimento para participar da pesquisa, vocé podera retira-lo a qualquer momento.

Qualquer duvida adicional vocé podera entrar em contrato com o Comité de Etica em
Pesquisa através dos telefones (14) 3880-1608 ou 3880-1609 que funciona de 22 a 62 feira das
8.00 as 11.30 e das 14.00 as 17horas, na Chacara Butignolli s/n2 em Rubido Junior — Botucatu -
Sdo Paulo. Os dados de localizagdo dos pesquisadores estdo abaixo descritos.

Apds terem sido sanadas todas minhas duvidas a respeito deste estudo, CONCORDO EM
PARTICIPAR de forma voluntaria, estando ciente que todos os meus dados estardo resguardados
através do sigilo que os pesquisadores se comprometeram. Estou ciente que os resultados desse
estudo poderao ser publicados em revistas cientificas, sem, no entanto, que minha identidade
seja revelada.
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Campus de Botucatu

CONCORDO EM PARTICIPAR DA PESQUISA

Botucatu, de de 201
Nome completo:
RG:
Assinatura:
Pesquisadora: Amanda Manoel Della Coletta Orientadora: Prof.2 Dr.2 Luciane Alarcao Dias-Melicio
Laboratdrio de Imunopatologia e Agentes Infecciosos Departamento de Patologia
Unipex - Bloco 5 Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP
Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP Telefone: (14) 3880-1592
Telefone: (14) 3880-1750 / Celular: (14) 98152-7194 E-mail: ladiasmelicio@fmb.unesp.br

E-mail: amdcoletta@gmail.com



