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Resumo

Na dltima década, tem-se vindo a dar especial destaque as propriedades
imunomoduladoras e anti-inflamatorias da vitamina D e ao seu envolvimento no controlo de
infecBes. Na resposta inata, a vitamina D promove a libertacdo de péptidos antimicrobianos,
sobretudo em monadcitos e macrdfagos, e regula a producdo de citocinas pré-inflamatorias. Na
imunidade adaptativa, induz a inibicdo da diferenciacdo de células ThO em Thl e Thl7 e a
proliferacdo de células Th2 e T reguladoras, levando a uma diminuicdo das respostas pro-

inflamatorias e a um aumento da reparacao de tecidos e resposta anti-inflamatoria.

A deficiéncia de vitamina D estd associada a um risco acrescido de infecdo. Infecdes
causadas por virus, como o virus da hepatite B (HBV), o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) e o coronavirus da sindrome respiratdria aguda grave 2 (SARS-CoV-2), ou bacteérias
como o bacilo da tuberculose (Mycobacterium tuberculosis) sdo exemplos onde os efeitos da
vitamina D se mostraram relevantes no controlo quer dos patdgenos quer da resposta
inflamatoria. Da mesma forma, polimorfismos nos genes que codificam o recetor da vitamina
D (VDR) e o recetor da proteina ligante da vitamina D (DBP) podem contribuir para um
aumento da suscetibilidade a infecGes. Apesar de ainda néo existir um consenso acerca dos
niveis 6timos de vitamina D que garantam um correto funcionamento do sistema imunitario, a
suplementacdo de vitamina D pode desempenhar um papel importante na reducdo da

incidéncia de algumas infecdes.

A vitamina D também parece beneficiar a resposta a vacinacdo, nomeadamente atraves
dos seus efeitos na imunidade inata, mais particularmente nas células dendriticas. Para além
deste efeito, a sua adicdo como adjuvante a uma variedade de vacinas mostrou melhorar a

resposta imune contra alguns virus.

No presente trabalho, fez-se uma revisdo de conjunto sobre o estado da arte do
envolvimento da vitamina D nas vérias vertentes da resposta inata e adaptativa e do seu

potencial uso na profilaxia e controlo de infegdes.

Palavras-chave: Imunidade; Infecdo; Polimorfismos; Suplementacdo de vitamina D;

Vitamina D



Abstract

Over the past decade, special attention has been given to the immunomodulatory and anti-
inflammatory properties of vitamin D and its involvement in infection control. In innate
response, vitamin D promotes the release of antimicrobial peptides, especially in monocytes
and macrophages, and regulates the production of pro-inflammatory cytokines. In adaptive
immunity, it induces the inhibition of ThO cell differentiation into Thl and Th17 and the
proliferation of Th2 and regulatory T cells, leading to a decrease in pro-inflammatory

responses and an increase in tissue repair and anti-inflammatory response.

Vitamin D deficiency is associated with an increased risk of infection. Infections caused
by viruses, like the hepatitis B virus (HBV), the human immunodeficiency virus (HIV) and
the severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) and bacteria like the
tuberculosis bacillus (Mycobacterium tuberculosis) are examples where the effects of vitamin
D have been shown to be relevant in the control of both pathogens and the inflammatory
response. Likewise, vitamin D receptor (VDR) and vitamin D binding protein (DBP) genetic
polymorphisms may contribute to increased susceptibility to infections. Although there is still
no consensus about the optimal levels of vitamin D that guarantee a correct functioning of the
immune system, vitamin D supplementation can play an important role in reducing the

incidence of some infections.

Vitamin D also appears to benefit the response to vaccination, notably through its effects
on innate immunity, more particularly in dendritic cells. In addition to this effect, its addition
as an adjuvant to a variety of vaccines has been shown to improve immune response against

Some Viruses.

In the present work, an overview of the state of the art of the involvement of vitamin D in
the various aspects of the innate and adaptive response and its potential use in the prophylaxis

and control of infections was carried out.

Keywords: Immunity; Infection; Polymorphisms; Vitamin D supplementation; Vitamin D
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Abreviaturas

10,25(0OH)2D — Ia,25-dihydroxycholecalciferol; calcitriol
25(OH)D — 25-hydroxycholecalciferol; calcidiol
ACE?2 — Angiotensin-converting enzyme 2
ADAML17 — A disintegrin and metalloprotease 17
AIDS — Acquired immunodeficiency syndrome
BECNL1 —Beclin 1

C/EBPp — CCAAT-enhancer-binding protein beta
CAMP — Cathelicidin antimicrobial peptide
CART — Combined antiretroviral therapy

CCR10 — C-C chemokine receptor type 10

CCR6 — C-C chemokine receptor type 6

CTLA-4 — Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4
CXCL10 — C-X-C motif chemokine ligand 10
DBP — Vitamin D binding protein

DEFB4 — Defensin beta 4 gene

DHCRY7 — 7-dehydrocholesterol reductase

DL — Desequilibrio de ligagédo

FOXP3 — Forkhead box P-3

GALT - Gut-associated lymphoid tissue

HBD — Human beta-defensin

HBV — Hepatitis B virus

hCAP18 —Human cationic antimicrobial protein
HCV — Hepatitis C virus

HIV — Human immunodeficiency virus



IFN-a/p —Interferon-alfa/beta

IFN-y — Interferon-gamma

IL — Interleukin

INOS — Inducible nitric oxide synthase

iTreg — Induced regulatory T cell

LPS — Lipopolysaccharide

MDP — Muramyl dipeptide

MHC — Major histocompatibility complex

MKP-1 - Mitogen-activated protein kinase phosphatase-1
NADPH oxidase — Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate oxidase
NFAT — Nuclear factor of activated T-cells

NF-kB — Nuclear factor-kB

NO oxidase — Nitric oxide oxidase

NOD?2 — Nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 2
OMS - Organizacdo Mundial de Saude

PAMPS — Pathogen-associated molecular patterns

P13 — Phosphoinositide 3-kinase

PLC-y1 — Phospholipase C-gamma 1

PPAR y — Peroxisome proliferator-activated receptor gamma
PTH — Parathyroid hormone

RAA — Renin-angiotensin—aldosterone

RFLP — Restriction fragment length polymorphism

RORyt — Retinoic acid-related orphan receptor gamma t
RXR — Retinoid X receptor

SARS — Severe acute respiratory syndrome

SNP - Single-nucleotide polymorphism



STATG6 — Signal transducer and activator of transcription 6
TB — Tuberculose

TGF-p — Transforming growth factor-beta

Th —T Helper cell

TLR — Toll-Like Receptor

TMPRSS2 — Transmembrane protease, serine 2
TNF-a — Tumor necrosis factor-alfa

Treg — Regulatory T cell

UV — Ultraviolet

VDR — Vitamin D receptor

VDREs — Vitamin D response elements

VEGF — Vascular endothelial growth factor



10



Indice

1. Vitamina D e infegdes — iINtroduGao NiStOFiCa ..........c.ooveiieiiiiiiieiie e 13
2. Vitamina D e SiSstema iMUNITATIO.........c.coiiiiiieiie e 15
2.1. Fisiologia da vitamina D ..........cccoiiiiiiiiiiii s 15
2.2. Efeitos da vitamina D na imunidade iNata..........ccccccveiivieiiiie e 16
2.3. Efeitos da vitamina D na imunidade adaptativa............ccccocevvieniiiiiiiiiencc e 19
3. Niveis séricos de vitamina D e grau de suscetibilidade a infe¢Ges............c.ccooeviveinnnen. 23
4. Vitamina D e doengas INTECIOSAS .......coiviiiriiiieiii e 26
4.1. Virus da hepatite B (HBV) .......ooiiiiie e 26
4.2. Virus da imunodeficiéncia humana (HIV) ... 27
4.3, TUBDBICUIOSE ...ttt et et e et e et e e enteeeenneeeanes 28
4.4. Infegdes do trato respiratorio @ COVID-19.........cccoviiiiiiieiiieiie e 30
5. Suplementacéo de vitamina D na profilaxia e tratamento de doencas infeciosas ........ 33
6. Vitamina D € reSPOSta @S VACINGAS ......ccueiiiieiiiieiieiiee st siee ettt sn e e e 37
7. Resposta individual @ vitamina D............ccoiiiiiiiiiii e 39
7.1. Polimorfismos no gene que codifica o recetor da vitamina D (VDR)..................... 39
7.2. Polimorfismos no gene que codifica a proteina ligante da vitamina D (DBP)....... 42
B CONCIUSDES. ...ttt ekttt ettt e bt e bt nbb et e et 44
9. Referéncias BiblIOgrafiCas.........cccoiiveiiiie it 47

11



Indice de Figuras

Figura I: Numero de publicagdes cientificas sobre “vitamina D” e “infe¢dao” por ano (até

70 OO 14
Figura Il: Influéncia da vitamina D na resposta imunitaria inata e adaptativa....................... 18
Figura I11: Efeitos imunomoduladores do 1a,25(0OH)2D nas células T CD4" ..........cccoevee. 21
Figura 1V: Relagéo entre o estado de vitamina D e 0 risco de INfeGA0 ...........cccvvvviernennnnne, 24

Figura V: Mecanismos para a inducdo de respostas antibacterianas mediadas pela vitamina D

NOS IMIONOCIIOS. .. eeeeee et e ettt e et e e e e e e e e e e e e e e ee et eeeeeeeeee e e e eeeeeeee e eeens 29

Figura VI: Efeitos da suplementacdo da vitamina D em aspetos clinicos e imunoldgicos
assoCiados & INTEGAD PEIO HIV .......ooiiiiee s 34

Figura VII: Principais polimorfismos associados ao metabolismo da vitamina D................. 40

12



1. Vitamina D e infec¢des — introducéo historica

H& mais de um século que se tem associado a vitamina D com o controlo das doencas
infeciosas (1). Contudo, a primeira evidéncia direta da relacdo entre a vitamina D e a
tuberculose surgiu em 1951, quando foi pela primeira vez demonstrado que a vitamina D
inibia o crescimento do Mycobacterium tuberculosis diretamente através da estimulacdo da
NO oxidase e da NADPH oxidase, ativando os macréfagos alveolares e da inibicdo do PPAR
v ().

Em 1859, foi inaugurado na Alemanha o primeiro sanatdrio destinado a doentes com
tuberculose, privilegiando a exposicdo ao ar livre, o descanso e o consumo de dietas ricas em
nutrientes essenciais ao bom funcionamento do organismo (3,4). Mais tarde, em 1877,
Downes e Blunt comecaram a investigar a influéncia da luz na multiplicacdo de bacteérias,
tendo concluido que a exposi¢édo a luz solar inibia o seu crescimento, o que levou a introducéo
da fototerapia, a qual pode ser definida como o uso de dispositivos médicos que emitem luz
para tratar doencas. Por outro lado, a helioterapia é definida como a terapia médica que
envolve a exposicdo a luz solar (5). De facto, durante a era pré-antibidtica, o 6leo de figado de
bacalhau e a helioterapia eram usados como tratamento anti tuberculose (2). Em 1902, um
médico suico, Dr. Oskar Bernard, usou a helioterapia como forma de tratamento de cavidades
tuberculosas, atraves da aplicacdo local de luz solar na area afetada. No entanto, foi outro
médico suico, Dr. Auguste Rollier, que evidenciou o papel da helioterapia como tratamento
de todas as formas da tuberculose, defendendo o banho de sol em detrimento da aplicacao
local de luz solar (5). A purificagdo da vitamina D3 a partir do dleo de figado de bacalhau,
usado no tratamento da tuberculose na década de 1930, levou ao seu uso generalizado no
tratamento e prevencao da tuberculose até a introducdo de terapia anti-infeciosa na década de
1950 (6). Em 1903, o Préemio Nobel da Medicina foi atribuido a Niels Ryberg Finsen, que
demonstrou que a luz UV era benéfica no tratamento do lupus vulgaris, uma doenga cutanea

associada ao M. tuberculosis (7).

Porém, apenas muitas décadas depois é que o papel da vitamina D na resisténcia do
hospedeiro a infecdo foi confirmado, com a descoberta sucessiva de que: (i) as células do
sistema imunitario eram capazes de produzir CYP27B1 e converter o 25(OH)D em
10,25(OH)2D; (ii) a maioria das células do sistema imunitario expressavam o recetor da
vitamina D (VDR); (iii) a produggo de 10,25(OH)2D no sistema imunitario induzia produtos

antibacterianos (ex.: catelicidina, p-defensina); e (iv) o comprometimento do estado
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vitaminico contribuia para o aumento de doencas infeciosas a nivel mundial (7). A
investigagdo nesta area é relativamente recente, tendo resultado num aumento exponencial de
publicacdes sobre o seu efeito no sistema imunitario e nas doencgas infeciosas entre 2005 e
2010 (Figura ) (8).

Finalmente, as respostas a pergunta sobre se a vitamina D poderia regular a imunidade e
se a sua deficiéncia estaria associada & ocorréncia de doengas infeciosas comecaram a surgir a
partir de duas fontes totalmente diferentes: analise in vitro das a¢cdes imunomoduladoras de
25(0OH)D e 1a,25(0OH).D e observacdo epidemioldgica da associacdo entre a deficiéncia de
vitamina D e a suscetibilidade a doengas infeciosas (1).

Publicacées cientificas sobre “vitamina D> e
. 280 “infecdo™ por ano
k-7
S 240
=
= 200
B 1
Z, 160 -
= 120 -
o
= 80
5 40
0 LV _ = o
B R e e T - ]
vV © © © ©
2282323888833
Ano

Figura I: Numero de publicac@es cientificas sobre “vitamina D” e “infecdo” por ano (até 2014). Adaptado
de (8).
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2. Vitamina D e sistema imunitario

2.1. Fisiologia da vitamina D

Os humanos obtém vitamina D a partir da luz solar, dieta e suplementos (9), sendo que a
fonte principal de vitamina D vem da producdo enddgena cutanea apds exposicao a luz UVB
(10), logo, a sua sintese € influenciada pela latitude, estacdo, protetor solar e pigmentacdo da
pele (11). A dieta é uma fonte alternativa, mas menos efetiva, responsavel por apenas 20%
das necessidades do organismo, porém assume um papel preponderante nos idosos, doentes
hospitalizados e em locais com climas temperados (10).

Existem duas formas principais de vitamina D: vitamina D e vitamina Ds. A vitamina D>
é sintetizada a partir do ergosterol e encontrada em leveduras, cogumelos secos ao sol e
irradiados por UV e plantas. A vitamina D3z é sintetizada endogenamente a partir do 7-
dihidrocolesterol na pele e encontrada naturalmente no 6leo de figado de bacalhau e no peixe
gordo (9).

No sangue, a vitamina D esta ligada, principalmente, a proteina ligante da vitamina D
(DBP), embora uma pequena fracdo esteja ligada a albumina (10). A vitamina D ¢é
metabolizada pela 25-hidroxilase (CYP2R1) no figado em 25(OH)D (9), a forma circulante
mais abundante, biologicamente inativa. A hidroxilacéo hepatica é fracamente regulada e, por
isso, 0s niveis sanguineos de 25(OH)D refletem a quantidade de vitamina D que entra em
circulacdo, que é proporcional a quantidade de vitamina D ingerida e produzida na pele. O
altimo passo da sua producédo corresponde a hidroxilacdo adicional que ocorre nas células do
tibulo proximal dos rins (10), pela enzima la-hidroxilase (CYP27B1) (9), que origina
10,25(0OH)2D, a forma biologicamente ativa (10), que exerce as suas fungdes fisioldgicas no
tecido alvo por ligacdo ao VDR (9). Apo0s a translocacdo da vitamina D para o nucleo, este
complexo forma um heterodimero com o recetor X retinoide (RXR), o que leva a regulacao
de multiplos genes através da sua ligacdo a sequéncias de DNA especificas denominadas

elementos de resposta da vitamina D (VDRES) (12).

As acdes classicas da vitamina D sdo o controlo da remodelacdo e homeostase 0sseas. No
entanto, o gene que codifica 0 VDR € expresso em aproximadamente 400 tecidos e tipos de
células (7), incluindo o epitélio do intestino delgado e dos tdbulos renais, células
hematopoiéticas, epidérmicas e pancreaticas, midcitos, neurdnios e células do sistema

imunitario, como monadcitos, macréfagos, células dendriticas, células NK e linfécitos T e B
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(10), sugerindo que a vitamina D tem uma funcéo fisiolégica muito mais ampla para além do

controlo exclusivo do metabolismo do calcio (Figura Il) (7).

De realgar que a vitamina D ndo é apenas convertida no rim, mas também é ativada
localmente pelo CYP27B1 em muitos outros tecidos, incluindo o cérebro, o madsculo liso, a
mama e a prostata, bem como as células do sistema imunitario. Deste modo, a vitamina D
pode atuar ndo apenas de uma forma enddcrina, mas também de uma forma paracrina,
intracrina ou autocrina (8). Quase todas as células envolvidas na respostas imunes inata e
adaptativa possuem o CYP27B1 e o VDR e, por isso, sdo capazes de converter o 25(0OH)D
em 10,25(OH)2D e induzir vias de sinalizacdo (7) intracrinas (ex.: a vitamina D atua dentro da
célula) e parécrinas (ex.: comunicacdo célula-célula na qual uma célula produz um sinal de
forma a induzir mudancas nas células vizinhas, modulando o comportamento ou diferenciacao
dessas celulas) (Figura I1) (13). As formas ativas da vitamina D exercem efeitos
multidirecionais dentro do sistema imunitario: estimulacdo da funcdo de macrdfagos, células
T e celulas B ativadas; maturacdo das células dendriticas; modulacédo da expressédo do TNF-a;
producdo de proteinas e de peptidos antibacterianos neutralizantes (ex.: catelicidina, f-

defensina) e expressdo de iNOS e de espécies reativas de oxigenio (7).

A regulacdo da sintese de CYP27B1 nas células do sistema imunitario é diferente da
regulacdo da produgdo renal de 10,25(OH).D. Sinais inflamatdrios, como o LPS e citocinas,
induzem a producédo de CYP27B1 pelos mondcitos e macrofagos (14). Os factos de (i) as
fungoes das células do sistema imunitario serem reguladas pelo 1a,25(OH)2D; e (ii) as células
do sistema imunitario participarem metabolicamente na sintese de 1a,25(OH)2D a partir do
25(0OH)D sérico justificam claramente a importancia da vitamina D na modulacdo de

respostas imunes (8).

2.2. Efeitos da vitamina D na imunidade inata

O sistema imunitario compreende dois tipos de imunidade distintos, mas inter-
relacionados: inato e adaptativo/adquirido. No contexto das doencas infeciosas, o objetivo do
sistema imunitario € o reconhecimento e a eliminacdo de patdégenos, bem como a prevencéo
da sua transmissdo. Este sistema depende de biliGes de células e de uma rede complexa de
mediadores sollveis. A imunidade inata constitui a primeira linha de defesa do nosso corpo,
gue responde a antigénios estranhos de maneira rapida e inespecifica (7). Como membros do
sistema imunitario inato, os mondcitos, os macréfagos e as células dendriticas fornecem uma
linha de defesa crucial contra agentes infeciosos (8). A descoberta mais critica que fornece

evidéncias de que a sinalizagdo pelo 1a,25(OH)D contribui para a imunidade inata surgiu de
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um estudo, no qual a ativacdo dos TLR2/1 de macr6fagos humanos aumentou a expressao dos
genes que codificam o VDR e a vitamina D 24-hidroxilase (CYP24), o que levou a inducéo de
catelicidina e consequente morte do M. tuberculosis (15,16).

Os mondcitos, os macrofagos e as células dendriticas utilizam diretamente o 10,25(OH).D
circulante para atividade intracrina (Figura I1) (13), promovendo respostas antibacterianas
contra agentes patogénicos. Para além da fagocitose de patdgenos, estas células expressam
TLRs (1), uma familia de recetores transmembranares, sensores imunes que reconhecem
padr6es moleculares associados a agentes patogenicos — PAMPS (17). O 1a,25(OH).D
promove a diferenciacdo dos mondcitos em macréfagos, através da inducéo da proteina p21 e
da atividade do fator de transcrigdo C/EBPp, 0 que aumenta a atividade dos macréfagos e a
sua citotoxicidade, contribuindo para as atividades antimicrobianas e antitumorais dos

macrdfagos (18).

Na infecdo, os macrofagos e monocitos ativados, induzidos pela sinalizacdo do TLR e
pela exposic¢éo a citocinas inflamatodrias, como o IFN-y, expressam CYP27B1, que converte o
25(0OH)D em 10,25(0OH);D. Este ultimo aumenta as atividades antimicrobianas dos
macrdfagos e mondcitos de forma autocrina via sinalizagdo do complexo VDR-RXR, o qual,
por sua vez, estimula a producdo de catelicidina LL-37 antimicrobiana endogena. A
catelicidina atua contra microrganismos, como bactérias e fungos, por destabilizacdo das
barreiras de superficie. Também exibe atividades antivirais diretas contra muitos virus pela
formacdo de poros nos envelopes virais e pela alteracdo da viabilidade das células
hospedeiras. Este processo é especialmente robusto na inflamagédo granulomatosa, tal como na
tuberculose, em infecdes fangicas, na sarcoidose e em alguns linfomas (9,19). Para além da
atividade antimicrobiana da catelicidina, o seu péptido hCAP18, também induz a autofagia
através do aumento da expressdo das proteinas autofagicas BECN1 e ATG5 (20). Um estudo
piloto demonstrou pela primeira vez que niveis 6timos de vitamina D ap6s suplementacédo
melhoravam a expressdo de TLR2 e consequentemente a capacidade de resposta as infecGes
(21). O 10,25(0OH)2D também inibe a expressdo de TLRs, induzindo uma menor resposta as
cascatas moleculares induzidas pelos patégenos. Isto funciona como um mecanismo de
feedback negativo, prevenindo, assim, a ativacdo excessiva de TLRs e a inflamagcdo num
estadio avancado de infecdes. Outras células, como os neutrdfilos, ndo parecem exprimir
CYP27BI e, portanto, sdo provavelmente regulados pelos niveis circulantes de 1a,25(OH)2D,

produzido pelos rins (efeito enddcrino) (1). No entanto, expressam VDR e durante a
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hipovitaminose D, apresentam uma baixa capacidade de migracgdo, o que explica o facto de o

1a,25(0OH)2D melhorar a atividade antimicrobiana dos neutréfilos (22).

Para além da producéo de catelicidina e p-defensinas, a vitamina D também regula outro
péptido antimicrobiano, a hepcidina, proteina que controla a absorcao de ferro proveniente da
dieta ¢ a sua distribuigdo para os tecidos. A ligagdo do 1a,25(OH).D ao VDR inibe a
producdo de hepcidina, 0 que conduz ao aumento de exportacdo de ferro para 0 meio
extracelular, com consequente redugdo das concentragdes deste mineral no compartimento
intracelular, tornando o mesmo incompativel com a sobrevivéncia e proliferacdo de certos
patégenos. A producdo de hepcidina € um mecanismo de defesa contra patdgenos
intracelulares como M. tuberculosis, Salmonella typhimurium, Leishmania donovani,

Chlamydia psittaci, C. trachomatis e Legionella pneumophila (23-25).
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Figura IlI: Influéncia da vitamina D na resposta imunitaria inata e adaptativa. A vitamina D obtida a partir
da acéo da luz solar na epiderme (vitamina D3) ou da dieta (vitamina D3 ou D) é metabolizada primeiramente no
figado para formar 25(OH)D, a forma circulante predominante. Células alvo como os mondcitos, 0os macréfagos
e as células dendriticas que expressem CYP27B1 e VDR podem utilizar o 25(OH)D para respostas intracrinas.
Nos mondcitos/macréfagos, a sintese intracrina de 10,25(OH),D induz a resposta antibacteriana a infe¢do. Nas
células dendriticas, a sintese intracrina de 10,25(OH).D inibe a sua maturacdo, modulando as fungdes das células
Th. As respostas das células Th ao 25(OH)D podem ser mediadas de forma paracrina — o 1a,25(OH),D formado
nas células dendriticas atua nas células Th que expressam VDR. Os efeitos intracrinos do 25(OH)D também
ocorrem nas células epiteliais que expressam CYP27B1 e VDR. No entanto, outras células como os neutréfilos
ndo parecem expressar CYP27B1, sendo provavelmente afetados pelos niveis de 1a,25(OH).D sintetizado pelos
rins. As células Th que expressam VDR s3o também alvos do 1a,25(OH);D. Da mesma maneira, as células
epiteliais, trofoblastos e células deciduais sdo capazes de responder ao 25(0OH)D de uma forma intracrina, mas

também ao 1a,25(0OH).D para induzir respostas antibacterianas. Adaptado de (26).
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Foi demonstrado que, em macrofagos de murinos estimulados com LPS, a vitamina D
regula a proteina MKP-1, inibindo a producdo de IL-6 e de TNF-a, de forma dose-
dependente, controlando, assim, a resposta inflamatoria. Além disso, o VDR interage
diretamente com a proteina IKKf, levando ao bloqueio das vias de sinalizagdo do NF-kB e
consequente reducdo da producdo de citocinas inflamatérias (23,27). Nas células NK, a
vitamina D diminui a producdo de IFN-y, logo, diminui a resposta celular adaptativa a
infecdo, e aumenta a expressdo de recetores de toxicidade NKp30 e NKp44, levando a morte
de células infetadas (7).

O 1a,25(0H);D modula a diferenciacdo e as funcBGes das células apresentadoras de
antigénios ao fazer com que se tornem mais tolerogénicas, caracterizadas por uma diminuicao
na expressdo do MHC classe Il e de moléculas co-estimuladoras na superficie celular (em
particular, CD40, CD80 e CD86). Alem disso, apresentam geralmente uma producéo reduzida
de IL-12 e aumentada de IL-10 (9).

A nivel das células epiteliais, 0 10,25(OH).D aumenta a expressdo de genes que
codificam proteinas envolvidas na adesdo entre céelulas, como as jungdes apertadas, incluindo

claudinas ndo formadoras de canal, de forma a fortalecer a funcéo barreira (7).

Embora seja principalmente um ativador do sistema imunitario inato para aumentar a
resposta imediata a infecdo, a vitamina D atua para regular a atividade do sistema imunitario
adaptativo (15).

2.3. Efeitos da vitamina D na imunidade adaptativa

A imunidade adaptativa ou adquirida constitui a segunda defesa contra infecdes (14) e €
caracterizada pela sua especificidade a antigénios estranhos e pela sua capacidade de criar
mem©aria imunologica de longa duracéo (7), sendo que os primeiros estudos da vitamina D e
do sistema imunitario demonstraram a expressdo do VDR em células T e B (28). A ativacdo
das células B e das células T resulta em respostas humorais com secrecdo de anticorpos e de
imunidade mediada por células, respetivamente. Embora a imunidade mediada por anticorpos
esteja dedicada a protecdo contra infecdes extracelulares e toxinas, a imunidade mediada por
células contribui para o controlo de patdgenos intracelulares. A ativacao do sistema imunitario
adaptativo comeca geralmente com a apresentacdo de antigénios pelas células do sistema
imunitario inato aos linfécitos T-helper CD4*, o que leva a ativacdo das células B naive e a

consequente diferenciacdo em células B secretoras de anticorpos e de memoria (ex.:
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plasmaocitos). A memdria imunoldgica de longa duracdo é mediada pelas células B e T de

memoria, bem como pelos 6rgdos linfoides primarios e secundarios (7).

No geral, o efeito da vitamina D na diferenciacdo das células Th pode ser mediada pelo
seu efeito nas células dendriticas. Estas células sdo células apresentadoras de antigénios,
responsaveis pela diferenciacdo de células T com propriedades pré- ou anti-inflamatorias.
(14). Uma vez ativadas, as células dendriticas induzem a ativacdo intracelular do
10,25(0OH)2D, o qual, por atividade intracrina, inibe a maturacdo dessas células (13).

As células Th parecem ser o principal alvo do 1a,25(0OH).D, o qual pode suprimir a
proliferacdo das células Th, bem como modular a producéo de citocinas por estas células. A
ativacdo das células Th naive pelos antigénios conduz a diferenciacdo de subconjuntos de
células Th, que apresentam perfis de citocinas distintos: as Thl secretam IL-2, IFN-y, TNF-a
e as Th2 secretam IL-3, IL-4, IL-5, IL-10, auxiliando a imunidade mediada por células e
humoral, respetivamente (29). O 10,25(OH).D inibe diretamente a expressdo do IFN-y nas
celulas Thl. A IL-12, uma importante citocina para a diferenciacdo de células Thl e
expressdo de IFN-y, também ¢ inibida pelo 1a,25(OH).D (Figura I1) (15,30). Este também
diminui a producdo de IL-2, um potente mitdgeno e fator de crescimento (31), através da
inibicdo do fator de transcricdo NFAT, o que leva a uma reducao significativa na proliferacéo
de células T CD4" (32). As células Th2 sdo Unicas por serem induzidas e produtoras de uma
mesma citocina, a IL-4. Esta é capaz de induzir o STAT-6, o qual induz o GATA-3 e a
producdo de IL-4 (15). Estudos demonstraram que as citocinas de células T desempenham um
papel fundamental tanto na amplificacdo (IFN-y) como na atenuagdo (IL-4) da producdo de

catelicidina mediada pela vitamina D (26,33).

Um terceiro grupo de células Th conhecido por ser influenciado pela vitamina D
corresponde as células Thl7, que produzem citocinas pro-inflamatérias IL-17 e IL-22 e
expressam o fator de transcrigdo RORyt. A vitamina D atua nas células Th17 para suprimir a
expressdo de IL-17, IL-22, TNF-a, IFN-y e o recetor da quimiocina CCR6, prevenindo, assim,
a migracdo de células Th17 para tecidos inflamados (15). As células Th17 desempenham um
papel fundamental no combate contra certos agentes patogénicos (ex.: Candida albicans,
Cryptococcus neoformans, Helicobacter pylori, Klebsiella pneumoniae, Mycobacterium
tuberculosis e Staphylococcus), mas também tém vindo a ser associadas a danos nos tecidos e

inflamacao (1).

Outro grupo de células T conhecido por ser potencialmente induzido pelo 10,25(OH).D

corresponde as células T reguladoras, que suprimem as respostas imunes de outras células T
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de forma a prevenir respostas demasiado exuberantes (29). A administracdo sistémica de
1a,25(0OH)2D a doentes com doenga renal demonstrou expandir as populagdes circulantes de
celulas Treg (34). A vitamina D bloqueia a diferenciacdo das células Th17, enquanto favorece
a inducdo de células T reguladoras. Ambas as ac¢fes resultam numa diminuicdo na producao
de citocinas pré-inflamatorias (35). Varios estudos que analisaram o efeito do 1a,25(0OH).D
nas células Th17 descreveram um aumento dos marcadores das células Treg (CTLA-4, CD25
e FoxP3) e da producdo de citocinas das células Treg (IL-10) (36,37). O FoxP3 é capaz de
reduzir o RORyt nas células T CD4, ou seja, 0 10,25(OH);D é capaz de suprimir a
diferenciacdo das celulas Thl17. Adicionalmente, a inibicdo da via do NFAT pelo
1a,25(0OH)2D bloqueia a producéo de IL-17 e o aumento do PLCy-1 pelo 1a,25(OH).D induz
a producdo de TGF-B, promovendo ainda mais a diferenciagdo das células Tregs e a

desativagdo de macrdfagos inflamatdrios (15,38-42).

Foi também demonstrado que a vitamina D afeta o equilibrio Th1/Th2 na medida em que
inibe as células Thl e aumenta o desenvolvimento de células Th2 (43). Da mesma forma, o
equilibrio Th17/iTreg favorece as células Treg. Além disso, as células Th17, suprimidas pelo
aumento do FoxP3, podem converter-se ao fendtipo Treg. O 1a,25(OH).D aumenta a IL-10,
TGF-B e marcadores inibitdrios, como o CTLA-4 e CD25, de forma a promover um fenotipo

anti-inflamatorio (Figura I11) (15).
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Figura I11: Efeitos imunomoduladores do 1a,25(0OH)zD nas células T CD4". O recetor de células T (TCR)
induz a expressdo do VDR. A produgdo de IL-2 é inibida pelo 10,25(0OH).D, apds ativagdo da célula T. A
diferenciacdo em células Thl e Thl7 é inibida pela vitamina D juntamente com a producdo de citocinas

inflamatdrias. O CCR6 nas células Th17 é também inibido, prevenindo a migracdo destas células para os tecidos

21



inflamados. A inibigdo dos fatores de transcrigdo T-bet ¢ RORyt ¢ relatada de forma menos consistente. O
1a,25(OH),D induz a diferenciagdo em células Th2 e, consequentemente, um aumento dos niveis de IL-4 e
STAT-6, o qual aumenta os niveis de GATA-3. No geral, 0 equilibrio Th1/Th2 esta a favor das células Th2. Da
mesma forma, o equilibrio Th17/iTreg favorece as células Treg, sendo que as células Thl7, suprimidas pelo
FoxP3, podem converter-se no fendtipo Treg. O 1a,25(OH),D aumenta os niveis de IL-10, TGF-B, CTLA-4 e
CD25 para promover um fenétipo anti-inflamatorio. Adaptado de (15).

Relativamente as células B, estas, no geral, tém todo o potencial para responder a vitamina
D. A ativacdo das células B naive leva ao aumento da expressdo do VDR e CYP27B1,
resultando num aumento dos niveis locais de 1a,25(OH).D. Isto pode levar ao aumento
acentuado do ciclo de feedback negativo pela expresséo de CYP24Al1 (44). O 10,25(0OH).D
inibe a formacdo de plasmdcitos e induz a apoptose de células B ativadas e de plasmadcitos.
Também inibe a ativacdo de células B mediada por citocinas, promove diretamente a
producdo de citocinas anti-inflamatorias de células B (IL-10 e CCR10) e suprime a
diferenciacdo de células B maduras em plasmacitos e células B de memdria. Foi também
afirmado que 0 mMRNA do VDR é expresso em células B primarias humanas em niveis baixos

e aumenta apos estimulagéo na presenca de 1a,25(0OH)2D (45,46).
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3. Niveis séricos de vitamina D e grau de
suscetibilidade a infecoes

Embora o 10,25(OH).D seja a forma ativa da vitamina D, ndo deve ser usado para avaliar
0s niveis séricos, ja que tem uma semivida de apenas 4 horas e a sua concentracdo é 1000
vezes inferior & do 25(0OH)D. Além disso, a deficiéncia de vitamina D esta associada a um
aumento compensatério da secrecdo de PTH, o qual estimula a producdo renal de mais
10,25(0OH)2D. Deste modo, quando ocorre uma reducdo acentuada dos niveis de 25(0OH)D, as
concentragdes de 1a,25(OH).D permanecem dentro de limites normais e, em alguns casos,
podem estar mesmo elevados (10).

Para determinar se estdo presentes niveis adequados de vitamina D, devem ser medidas as
concentracdes de 25(0OH)D, a forma circulante predominante. E capaz de permanecer estavel
durante 2 semanas, para além de ser indicadora da possivel toxicidade de vitamina D (47). No
entanto, ndo existe um consenso acerca do nivel sérico ideal de vitamina D. A maioria dos
especialistas concorda que o0s seus niveis devam permanecer dentro de um intervalo de
concentragdo que ndo induza um aumento dos niveis de PTH. Os niveis normais nos varios
ensaios variam de 25-37.5 nmol/L (10-15 ng/mL) a 137.5-162.5 nmol/L (55-65 ng/mL).
Alguns analistas sugerem que a concentragdo ideal seja de 50 a 80 nmol/L, enquanto outros
recomendam niveis entre 75 e 125 nmol/L. Considerando o aumento dos niveis de PTH como
um biomarcador que reflete niveis baixos de vitamina D, a sua deficiéncia deve ser definida
como uma concentracdo sérica abaixo de 80 nmol/L (32 ng/mL). O nivel ideal de vitamina D
necessario para garantir que o sistema imunitario trabalhe corretamente ndo foi ainda
definido. E mais provavel que este nivel seja diferente do que 0 necessario para prevenir a

deficiéncia de vitamina D ou para manter a homeostase do célcio (10).

Vaérios estudos tém demonstrado que a deficiéncia de vitamina D pode aumentar a
suscetibilidade a diversos agentes patogénicos. A incidéncia de infecdes virais verificou-se ser
maior durante os meses de inverno quando a sintese epidérmica de vitamina D era reduzida e
0s niveis séricos de 25(OH)D atingiam o valor mais baixo (7,48). A deficiéncia de vitamina D
também parece desempenhar um papel fundamental na suscetibilidade a infecGes em doentes
com cirrose hepatica associada ao virus da hepatite C (HCV) (49), hepatite B (50),
tuberculose (51), infecdes agudas do trato respiratorio (52), malaria (53) e HIV (54).
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A associacdo entre a hipovitaminose D e a suscetibilidade a infecdes é ainda insuficiente
para determinar exatamente o nivel 6timo de concentracdo de 25(OH)D. No entanto, ha
estudos que sugerem que a concentragdo 6tima de 25(OH)D circulante seja > 75 nmol/L (30
ng/mL) para prevenir infecBes do trato respiratorio superior e melhorar a imunidade inata e da
mucosa e causar a¢oes anti-inflamatorias, possivelmente pela inducdo de células Tregs e pela
inibicdo da produgdo de citocinas pré-inflamatdrias (7,55-57). No entanto, niveis > 100
nmol/L (40 ng/mL) ndo parecem fornecer beneficios adicionais, enquanto valores sericos < 40
nmol/L (16 ng/mL) parecem estar associados a um risco aumentado de sepsis (7,58). O
grafico abaixo propdem uma relacdo entre o estado de vitamina D e o risco de infe¢do (7).

T | T T e e
Deficiéncia severa Insuficiéncia Niveis 6timos Niveis supra-6timos

JAVADIXoL

Risco aumentado de doencas infeciosas

20 nmol/L 40 nmol/L 50 nmol/L 75 nmol/L. 100 nmol/L 300 nmol/LL
Niveis de 25(OH)D circulante

Figura IV: Relacéo entre o estado de vitamina D e o risco de infecdo. Foi proposta uma relagdo continua
(linha vermelha a negrito) entre os valores séricos de vitamina D e o risco de infecdo. As linhas a tracejado
representam a heterogeneidade entre os individuos segundo a sua resposta imunitaria ao 25(OH)D circulante,
mas também alguma variabilidade nas interacbes entre o patdgeno e o hospedeiro. A toxicidade (também
designada hipervitaminose D) normalmente resulta no consumo excessivo de suplementos de vitamina D.
Adaptado de (7). Figura usada com permissdo — 5073561314217.

De acordo com a Endocrine Society, para as criancas e adolescentes manterem 0s niveis
séricos de 25(OH)D persistentemente acima de 30 ng/mL (75 nmol/L), pode ser necessaria
uma quantidade minima de 1.000 IU/dia de vitamina D. J& em adultos, idosos e mulheres
gravidas e a amamentar podem ser necessarios suplementos de vitamina D até 1.500-2.000
IU/dia. Criancas e adultos obesos e agueles sob medicacdo anticonvulsivante,
glucocorticoides, antifingicos e antirretrovirais devem receber, no minimo, 2 a 3 vezes mais

vitamina D que o seu grupo etario (59).
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Os niveis de 25(0OH)D devem ser monitorizados a cada 3 meses a fim de avaliar as
diferencas individuais no metabolismo da vitamina D e permitir o ajuste individual da dose de
acordo com a necessidade dos doentes (60).
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4. Vitamina D e doencas infeciosas

4.1. Virus da hepatite B (HBV)

A infecdo pelo virus da hepatite B (HBV) constitui um problema de salde publica.
Aproximadamente 1/3 da populagdo mundial ja foi infetada e mais de 350 milhdes de doentes
sdo portadores cronicos do virus. As manifestacOes clinicas da infegdo cronica por HBV
incluem: estado de portador inativo, hepatite crénica, cirrose e carcinoma hepatocelular (61—
63). Como a sintese da DBP e o primeiro passo da ativacdo da vitamina D ocorrem no figado,
os doentes com doenga hepética pertencem ao grupo de risco da deficiéncia de vitamina D
(61,64). Doentes com hepatite B crdnica apresentam niveis de atividade fisica mais baixos
que a restante populacdo, o que pode levar a uma exposicdo solar limitada e,
consequentemente, a niveis baixos de vitamina D (65). Além disso, um estudo demonstrou
que a atividade do CYP24A1, uma enzima responsavel pela degradacdo do 25(OH)D e do
10,25(0OH)2D, estava aumentada em doentes com hepatite B cronica comparativamente a
pessoas saudaveis (66). Assim, o desequilibrio entre a producéo e a degradacdo da vitamina D
pode resultar na deficiéncia de vitamina D em doentes com hepatite B cronica (61).

As células hepaticas infetadas por este virus secretam IFN-o/f e TNF-o, 0s quais inibem a
replicacdo do HBV e podem ativar as células NK, NKT, T e linfocitos B a produzir IFN-y.
Estudos demonstraram que a proporcdo de células T CD4* / T CD8" no sangue de doentes
com hepatite B cronica ird diminuir. Além disso, demonstrou-se que o HBV também afeta a
imunidade do hospedeiro no nimero de células T CD45RO* (células T de memdria). Estas,
quando ativadas, libertam muitas linfocinas de forma a desencadear ou manter uma resposta
imune (67-69).

A associacdo entre os niveis sericos reduzidos de 10,25(OH).D e 0 aumento da replicacédo
do HBV em doentes com infecdo cronica € um tema controverso. Existem autores que
defendem que niveis baixos de 25(OH)D estdo associados ao aumento da replicacdo do HBV
em doentes com hepatite B crénica (50). No entanto, outros autores demonstraram que 0S
niveis reduzidos de vitamina D ndo estavam associados ao aumento da carga viral, mas eram
fatores de risco para o carcinoma hepatocelular, complica¢cfes da cirrose ou morte em doentes
com hepatite B (70), 0 que sugere que a vitamina D é um importante fator de progndstico para
estes doentes (71). Por outro lado, alguns estudos demonstraram que o HBV reduz a
expressdo dos recetores de vitamina D nas células infetadas pelo virus, impede a acdo da

vitamina D no sistema imunitério e reduz o efeito da inibi¢éo da replicagéo viral (67,72,73).
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Assim, tendo em conta os efeitos imunomoduladores exercidos pela vitamina D, é
expectavel que a sua deficiéncia possa agravar a doenca. Por outro lado, a gravidade da
doenca hepética pode interferir na biodisponibilidade do metabolito intermédio 25(OH)D,
contribuindo para a ocorréncia de hipovitaminose D (64).

4.2. Virus da imunodeficiéncia humana (HIV)

Ao infetar aproximadamente 38 milhdes de pessoas e causar mais de 32 milhGes de
mortes até 2019, a infe¢do pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é um dos mais
importantes problemas de salde publica a nivel mundial. Os linfocitos T CD4" sdo as
principais células alvo do HIV, seguidas das células dendriticas, mondcitos e macrdéfagos
(74). As celulas dendriticas podem ser infetadas ou capturar o virus, transportando particulas
virais para as células T CD4", localizadas nos nddulos linfaticos, o que favorece o
estabelecimento de infegéo sistémica (75). A infecdo aguda é caracterizada pela destruicdo do
tecido linfoide associado ao intestino (GALT), que alberga um grande nimero de células de
memoria CD4" efetoras, o que leva a alteragdes na barreira da mucosa intestinal, facilitando a
passagem de microrganismos comensais para o sistema circulatério, 0 que, por sua vez,
promove a ativacdo continua do sistema imunitario e, consequentemente, a sua exaustdo. A
incapacidade em responder a infecdo conduz a destruicao do sistema imunitario e a replicacao
viral descontrolada, traduzindo-se em elevadas taxas de tumores e infecbes oportunistas
caracteristicas da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (74). Existem dois tipos de

HIV — HIV-1 e HIV-2 — sendo que o0 primeiro € o mais comum e patogénico (76).

Niveis elevados de vitamina D e do seu recetor parecem estar associados a uma resisténcia
natural a infecdo pelo HIV-1. Isto pode resultar do aumento da producdo da citocina anti-
inflamatoria 1L-10 e da inducdo de defensinas anti-HIV (HBD-2 e HBD-3) na mucosa de
individuos seronegativos expostos ao virus (77). O aumento da expressdo do VDR também
aumenta a expressao de varias moléculas anti-HIV, tais como elafina, TRIM5, CAMP, HAD-
4 e RNase7 (78). Também foi demonstrado que os agonistas dos TLR8 inibem a replicacdo do
HIV através de um mecanismo autofagico dependente de vitamina D e CAMP nos

macréfagos humanos (79).

Por outro lado, a deficiéncia de vitamina D esta associada a uma inflamacéo pronunciada
de acordo com o aumento de biomarcadores de inflamagdo CXCL10, IL-6, TNF-a ¢ D-
Dimero e a fendtipos ativados de mondcitos (CX3CR1* e CD149™CD16*) em doentes

infetados pelo HIV, os quais estdo associados a disfungéo tecidual, desenvolvimento de
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comorbilidades, progressdo da AIDS e mesmo morte (80,81). Além disso, a inflamacao
cronica pode também induzir a hipovitaminose D, o que pode explicar os baixos niveis de
vitamina D em doentes infetados por este virus (82). Foi descoberto que a deficiéncia severa
de vitamina D est4 associada a baixas contagens de marcadores CD4 e a aumento dos
marcadores de inflamagdo em doentes infetados pelo HIV sob terapia antirretroviral
combinada (CART) (83). Além disso, o LPS e a proteina gp120 do HIV aumentam a
expressao de CYP27B1 e CYP24A1 em mondcitos e macrofagos, levando a hipovitaminose
D e a uma reducdo na expressdo de mRNA do VDR e dos péptidos antivirais P13 e CAMP
(84,85).

Os Inibidores Ndo Nucleosidicos da Transcriptase Reversa (NNRTI) tém vindo a ser
associados a niveis baixos de vitamina D. Por exemplo, o efavirenz pode aumentar o
catabolismo da vitamina D e interromper a sintese de 25(OH)D através da modulacdo do
sistema do CYP450, o qual controla a hidroxilacdo da vitamina D (86-88). No entanto,
existem estudos que ndo apoiam essa hipodtese, visto que é possivel atingir concentracfes
suficientes de vitamina D apds suplementacdo (89,90). Além disso, demonstrou-se que
individuos infetados pelo HIV que ndo receberam cART apresentaram niveis de catelicidina
significativamente mais baixos que aqueles que a receberam, ou seja, esta terapia pode

reverter os niveis reduzidos de catelicidina (91).

Conclui-se, entdo, que o0s niveis de vitamina D constituem um indicador do progndstico de
infecdo por HIV (92).

4.3. Tuberculose

A associacgdo entre a vitamina D e a tuberculose ja é conhecida ha anos, tal como referido.
A tuberculose (TB) constitui um dos principais problemas de saide, uma das 10 principais
causas de morte em todo 0 mundo e a principal causa de morte por um Unico agente infecioso.
Em 2019, cerca de 10 milhdes de pessoas desenvolveram TB e morreram 1,4 milhdes. Esta
doenca é causada pelo bacilo Mycobacterium tuberculosis, que se transmite quando as
pessoas que estdo infetadas tossem, expelindo bactérias em aerossois (93). Os individuos
infetados sdo considerados como tendo tuberculose latente, um estado clinico assintomatico
ndo transmissivel, caracterizado por uma resposta imune continua, que ocorre devido a
estimulacdo pelos antigénios do M. tuberculosis, ou tuberculose ativa, caracterizada pela

presenca de sintomatologia clinicamente manifestada. Individuos com tuberculose latente
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representam um reservatorio para casos ativos de tuberculose (94). A doenga afeta geralmente

0s pulmdes (TB pulmonar), mas também pode afetar outros locais (TB extrapulmonar) (93).

Os macréfagos alveolares tém uma fungdo dupla. Entram em contacto com o M.
tuberculosis, fagocitam-no e constituem uma defesa fundamental contra este bacilo; ao
mesmo tempo que sdo permissivos para estabelecer uma infecédo intracelular e perpetuar o
bacilo. A inducdo da autofagia nos macréfagos € um importante fendmeno celular que serve
de controlo & infecdo, favorecendo os mecanismos microbicidas dos macrofagos alveolares
(95). Os PAMPS do M. tuberculosis ativam os recetores TLR2/1, resultando na inducéo
transcricional do VDR e da expressdo da enzima ativadora da vitamina D, la-hidroxilase. O
25(0OH)D ligado a DBP entra nos monacitos na forma livre e é convertido a sua forma ativa
(10,25(OH)2D) pela 1a-hidroxilase mitocondrial, ligando-se ao VDR. Esta ligagdo permite,
entdo, que o 1a,25(0OH)2D seja capaz de atuar como um fator de transcri¢do, levando a
indugédo da expresséo de catelicidina e a autofagia. A catelicidina e a autofagia combinam-se
de forma a induzir a morte bacteriana. A ativacdo dos TLRs pelo M. tuberculosis também
induz a expressdo da IL-1p e inibe a expressdo do antagonista do recetor da IL-1, aumentando
a sinalizacdo intracrina por esta citocina e a atividade do NF-kB. A fagocitose do M.
tuberculosis aumenta as concentracdes intracelulares do muramil dipéptido (MDP) (96),
presente na parede celular bacteriana (97), que se liga ao recetor NOD2, aumentando a
atividade do NF-kB. Em conjunto com o 10,25(OH).D ligado ao VDR, o NF-kB induz a
expressdo genética de catelicidina e de B-defensina 2. A catelicidina, a B-defensina 2 e a

autofagia contribuem para o aumento da morte bacteriana (Figura V) (96).
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Figura V: Mecanismos para a inducdo de respostas antibacterianas mediadas pela vitamina D nos
mondcitos. Nos mondcitos/macréfagos, o M. tuberculosis é reconhecido pelo complexo TLR2/1, cuja ativacéo
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induz a expressdo de la-hidroxilase (CYP27B1) e do VDR. O 25(0OH)D é convertido em 10,25(0OH).D, o qual
se liga posteriormente ao VDR, induzindo a regulagdo transcricional. A ativacdo intracrina da vitamina D inclui
as seguintes respostas (setas rosas): indugdo de catelicidina (CAMP) e B-defensina 2 (DEFB4); inibicdo da
producdo de hepcidina (HAMP); promocdo da autofagia; inducdo da expressdo de NOD?2; regulacdo do
mecanismo de feedback da expressdo do TLR; aumento da morte bacteriana. O NF-kB coopera com a vitamina
D na indugdo da expressdo de CAMP e DEFB4, através da ligagdo do MDP ao NOD2 e do aumento da
expressdo de IL-1p (setas verdes). Adaptado de (98).

A vitamina D pode, entdo, ter a capacidade de diminuir o risco de TB, prevenir a
progressdo de TB latente para doenga ativa, diminuir a sua duracdo e melhorar a eficacia do
tratamento como um adjuvante a terapia antimicrobiana (99,100). A vitamina D também pode
melhorar os indices da funcdo imunitéria e o nivel de expressdo de fatores inflamatérios em
doentes com TB pulmonar, bem como reduzir os efeitos adversos associados ao tratamento
(101). Um estudo demonstrou que a estimulagdo de mondcitos humanos com o DNA do M.
tuberculosis aumentou a expresséo de mRNA do VDR e a producdo de oxido nitrico,
importante para a defesa contra o bacilo (102). Um baixo indice de massa corporal (IMC) e a
presenca de tuberculose foram associados a deficiéncia grave de vitamina D em doentes

recém-diagnosticados com TB pulmonar (103).

Apos a realizacdo de uma meta-analise de varios estudos em 2017, concluiu-se que existe,
de facto, uma associacéo significativa entre a deficiéncia de vitamina D, a prevaléncia da
infecdo pelo M. tuberculosis e a suscetibilidade a infe¢Ges ativas. Foi também demonstrado
que a deficiéncia de vitamina D constitui mais provavelmente um fator de risco do que uma

consequéncia da infecdo pelo bacilo (104).

4.4. InfecOes do trato respiratorio e COVID-19

As infeces respiratdrias, incluindo as infe¢des pelos virus influenza A e B, parainfluenza
1 e 2 e sincicial respiratério sdo prevalentes no inverno. Todos estes podem ser sensiveis a
péptidos antimicrobianos e a vitamina D pode desempenhar um papel essencial na defesa do
hospedeiro (105). Estudos epidemioldgicos associaram a deficiéncia de vitamina D ao
aumento de suscetibilidade a infecdes respiratdrias virais agudas (106), em particular, notou-
se o desenvolvimento de infe¢fes de origem viral em criangas com niveis séricos inadequados
de vitamina D, nomeadamente infecBes pelos virus influenza e sincicial respiratorio (107). Os
virus respiratorios entram no epitélio respiratorio, através de recetores especificos, onde
causam danos celulares e teciduais e desencadeiam respostas imunitarias inatas e adaptativas,
as quais levam a uma inflamacdo sistémica e das vias aéreas e, em casos graves, Sepsis ou

sindrome respiratoria aguda grave (SARS) (9).
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COVID-19 foi o nome atribuido pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) a doenca
provocada pelo novo coronavirus SARS-CoV-2, que pode causar infegdo respiratdria grave.
Este virus foi identificado pela primeira vez em humanos, no final de 2019, na cidade chinesa
de Wuhan (108). Em margo de 2020, a OMS declara a COVID-19 como pandemia devido aos
niveis alarmantes de propagacédo e inacdo (109).

O SARS-CoV-2 atinge principalmente os pulmdes, as vasculaturas e 0 sistema imunitario
(110). A etapa inicial da multiplicacéo viral consiste na ligacdo da glicoproteina S (por¢édo S1)
ao recetor celular ACE2. No entanto, para que a fusdo do involucro viral com a membrana
celular ocorra, a glicoproteina S tem de ser clivada em dois locais (local da juncdo S1/S2 e
local S2’) pela TMPRSS2, presente na membrana citoplasmética de algumas células, e/ou
pela catepsina L, presente inicialmente nos endossomas. A libertacdo da cépside viral, que
contém o genoma, no citoplasma da célula, ocorre apds fusdo com a membrana do endossoma
(entrada por endocitose) ou por fusdo direta ao nivel da membrana citoplasmatica. Apos
descapsidacdo, o0 RNA genomico viral é transcrito e replicado pela RNA-polimerase RNA-
dependente, dando origem aos diferentes mMRNA, bem como a novas cépias do RNA
gendémico. A partir daqui comecam a ser produzidas as proteinas que formardo as novas
particulas virais, que saem da célula por gemulacdo ao nivel da membrana citoplasmatica
(111-113).

A gravidade da COVID-19 esta associada ao aumento exacerbado de citocinas
inflamatorias (114). Foi também observada uma reducdo significativa na contagem de células
T CD4" e CD8*, bem como a exaustdo das células T sobreviventes em doentes com doenca
grave (115). Contudo, a vitamina D é capaz de atenuar a resposta imunitaria das células Thl e
favorecer a resposta das células Th2 e das celulas Treg. Isto resulta numa reducdo das
citocinas pré-inflamatorias relacionadas com as células Thl (IL-6, TNF-a e IFN-y) e um
aumento das citocinas anti-inflamatorias relacionadas com as células Th2 e T reg (IL-4, IL-10
e 1L-13). A resposta das células Th2 também serve para diminuir ainda mais a resposta das

células Thl, enquanto que a resposta das células Treg reduz ainda mais a inflamacéo (22).

Por outro lado, a deficiéncia de vitamina D esta associada a sindrome de insuficiéncia
respiratoria aguda (ARDS) e insuficiéncia cardiaca. Existe uma relacdo inversa entre 0s niveis
circulantes de vitamina D e de renina, a qual pode ser explicada pelo facto da vitamina D
diminuir a expressdo de renina através da supressao do promotor do seu gene, atuando, assim
como um regulador negativo do eixo RAA. Esta repressdo da expressdo genica €

independente da regulagdo de feedback da angiotensina Il. Pessoas com deficiéncia de
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vitamina D podem expressar um aumento nos niveis de renina com consequente aumento da
formacdo da angiotensina Il e efeitos prejudiciais a satde (116). A vitamina D interage com
uma proteina da via da ACEZ2, a qual também é usada pelo SARS-CoV-2 como um recetor de
entrada na célula. Enquanto o SARS-CoV-2 diminui a expressdo de ACE2, a vitamina D
promove a expressao deste gene. O SARS-CoV-2 também leva a outras limitacBes do eixo
ACE2/Ang-(1-7)/MAS através da ativacdo da proteina transmembranar ADAM17, o que
promove a entrada do virus na célula. Isto leva ao aumento da angiotensina Il, a qual aumenta
a expressao de ADAML17. Este processo pode contribuir para os danos pulmonares, cardiacos
e vasculares caracteristicos de alguns doentes com COVID-19. Deste modo, a vitamina D
pode interferir com o eixo ACE2/Ang-(1-7)-ADAML17 de forma a promover a sintese de
ACE?2 e diminuir a de angiotensina 11 (116-118).

Outra caracteristica da COVID-19 grave € a coagulopatia, que esta associada a deficiéncia
de vitamina D. Desta forma, o possivel envolvimento da vitamina D na infecdo pelo SARS-
CoV-2 ndo ¢ devido apenas a sua influéncia na imunidade inata e adaptativa (como no caso

do virus influenza), mas também ao efeito no sistema cardiovascular (22).

O 1a,25(0OH).D promove a reparagdo do endotélio vascular por induzir as células da
musculatura lisa vascular a produzirem o fator de crescimento endotelial (VEGF) (22). Para
além disto, a vitamina D pode reduzir o risco de infecdo através da manutengédo das juncdes
celulares de oclusdo, evitando que o virus perturbe a integridade destas (119). Ja& os
metabolitos do 10,25(OH).D estimulam a sintese de tensioativo nos pneumdcitos tipo Il, que
sdo o principal alvo dos coronavirus (120,121). As células alveolares humanas tipo I,
suplementadas com 1a,25(OH).D, apresentaram aumento da expressdo de tensioativo
associado a proteina B. Isto significa que a vitamina D é capaz de reduzir a tensdo superficial
nos pulmdes de doentes com COVID-19 (122).
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5. Suplementacdo de vitamina D na profilaxia e

tratamento de doencas infeciosas

No que concerne ao efeito da vitamina D no sistema imunitério, tem havido um interesse
particular no possivel papel da sua suplementacdo como terapia adjuvante no contexto da
infecdo.

A inconsisténcia nos resultados dos varios estudos sobre a suplementacdo de vitamina D
na tuberculose dificulta tirar uma concluséo sobre a vitamina D no tratamento e prevengéo
desta doenca (123). No entanto, grande parte dos estudos apoia o beneficio desta hormona na
TB. A suplementacdo de vitamina D aumenta a proporcdo de conversdo da cultura de M.
tuberculosis e do esfregaco de expetoragdo, ao melhorar a atividade bactericida dos
macrdfagos, apesar de ndo ter impacto no tempo de conversdo (99,124). A suplementacéo de
doses elevadas (600.000 IU) de vitamina Ds pode levar a uma recuperacdo clinica e
radiologica mais acentuada em todos os doentes com TB pulmonar e aumentar as respostas
imunoldgicas do hospedeiro em doentes com deficiéncia de vitamina D (125). A
administracdo de uma dose unica de 100.000 IU de vitamina D> melhorou a imunidade no
controlo da infecdo (126). Foi também observado um aumento na contagem de linfdcitos e
nas concentracdes de 25(OH)D sérico e calcio plasmatico e uma melhoria na radiografia de
torax apos suplementacdo de vitamina D (99). Assim, esta vitamina pode ser recomendada
como terapia adjuvante no tratamento da TB, em combinacdo com a medicagdo

antituberculosa, e para fins profilaticos (127).

O restabelecimento dos niveis de vitamina D para niveis normais pode minimizar a
inflamacdo e as complicacfes do HIV e da cART associadas a inflamacdo cronica (81). A
suplementacdo de vitamina D em individuos infetados pelo HIV induz a expressao de
péptidos antimicrobianos, tais como CAMP e HBD. Além disso, também parece aumentar o
numero de células T CD4, promovendo a sua diferenciacdo em células Th2 e Treg, enquanto
diminui as Thl e Th17 e os niveis de ativacdo de linfocitos T CD8" (Figura VI) (74). A
suplementacdo diaria de vitamina D de 7.000 IU mostrou ser segura e eficaz em criancas e
jovens infetados com HIV. Em individuos sob cART, foi observado um aumento significativo
na percentagem de células T CD4", uma pequena reducdo na carga viral e uma diminuicao

significativa na percentagem de células T citotoxicas ativadas (CD8+/CD38+/HLA-DR+)
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(90). A suplementagdo mensal de vitamina D de 120.000 1U mostrou diminuir a ativagéo do

sistema imunitario, bem como os marcadores de exaustdo em individuos sob cART (128).

A co-infecdo pelo HIV é um dos fatores de risco de desenvolvimento de tuberculose.
Estudos epidemioldgicos demonstraram que o risco de desenvolvimento de tuberculose
aumenta em doentes infetados pelo HIV devido a reducéo da contagem de células CD4 e aos
estadios clinicos avancados da doenca, pelo que a suplementacdo de vitamina D na co-infecdo
TB/HIV pode apresentar alguns beneficios devido a producdo de catelicidina e indugdo do
fluxo autofégico, os quais inibirdo o crescimento e a replicacdo de ambos os virus (129). No
entanto, mais estudos terdo de ser realizados neste tipo de doentes, de forma a definir o

verdadeiro papel da vitamina D na co-infecdo TB/HIV.
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Figura VI: Efeitos da suplementacdo da vitamina D em aspetos clinicos e imunolégicos associados a
infecdo pelo HIV. A suplementacéo de vitamina D em individuos infetados pelo HIV-1 reduz os niveis de PTH
e, consequentemente, a probabilidade de hiperparatiroidismo secundario. Também induz a expressao de péptidos
antimicrobianos, tais como CAMP e HBD, e promove a formagdo 6ssea, enquanto diminui os biomarcadores
associados & remodelacdo Ossea. A suplementacdo de vitamina D ndo parece ter impacto nas doencas
cardiovasculares e o0 sucesso de reposi¢do dos niveis de vitamina D ndo depende da cART. A suplementacdo
com esta hormona parece também aumentar a contagem de células T CD4, promovendo a sua diferenciacdo em
células Th2 e Treg, enquanto diminui as células Thl e Thl7 e os niveis de ativacdo de linfocitos T CD8".

Adaptado de (74).

O numero de estudos que relacionam o HBV com a suplementacdo de vitamina D € ainda

reduzido comparativamente as restantes infegdes. Porém, foi demonstrado que a
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suplementacdo a curto prazo pode aumentar significativamente os niveis de vitamina D,
apesar de ndo ter havido impacto na replicacdo do virus em individuos portadores crénicos do
virus (130).

Apesar de vérias revisdes sistematicas e meta-analises positivas, a evidéncia experimental
disponivel relacionada com os efeitos da vitamina D na infecdo aguda do trato respiratdrio
(ARTI) é repleta de heterogeneidade e, portanto, é insuficiente para recomendar a
suplementacédo de vitamina D a populagdo em geral como agente de protecdo contra a ARTI.
Contudo, devem ser testados os niveis de vitamina D em doentes em risco de ARTI. Os
doentes que apresentam deficiéncia ou insuficiéncia de vitamina D devem ser suplementados
com esta até que o seu estado esteja normalizado. Os ensaios clinicos apoiam a administracao

de doses de 1.000-2.000 1U/dia em detrimento de doses baixas diarias ou em bolus (131).

Nos ultimos meses, tém vindo a ser exploradas algumas opcdes terapéuticas no que
concerne @ COVID-19. Desta forma, acredita-se que a vitamina D possa ser benéfica nestes
doentes (132). Contudo, por ser um tema bastante recente, ainda se aguarda pelos resultados
de alguns estudos a fim de determinar a eficacia, as doses desejaveis e a seguranca da
suplementacdo da vitamina D na prevencdo e tratamento da COVID-19 (133). Contudo,
alguns autores ja levantaram a hipotese do possivel efeito benéfico da suplementacdo de
vitamina D em doentes com COVID-19, a fim de melhorar o equilibrio do sistema imunitario
e prevenir a tempestade de citocinas inflamatdrias. Os niveis de vitamina D sdo muito baixos
em paises como Espanha, Italia e Suica, onde foi observada uma correlacdo entre os niveis de
vitamina D e 0 nimero de casos de COVID-19, bem como a mortalidade associada a esta
doenca (134). Fatores como a idade, a etnia, o sexo masculino, o nivel socioeconémico, bem
como comorbilidades como a obesidade, a diabetes e a hipertensdo estdo associados tanto a
um mau prognoéstico da COVID-19 como a deficiéncia de vitamina D (135). Alguns estudos
ja demonstraram que niveis baixos de vitamina D estdo significativamente associados a um
risco aumentado de infecdo pelo SARS-CoV-2 (136), bem como a uma maior taxa de
hospitalizacdo e necessidade de oxigenoterapia e de ventilagdo mecanica (137,138). Num
outro estudo, a maioria dos individuos com hipovitaminose D e COVID-19 passaram a testar
negativo apos suplementacdo de 60.000 1U de vitamina D durante 7 dias, com uma reducdo

significativa do fibrinogénio, um marcador inflamatério (139).

A vitamina D reforca a imunidade inata, por isso é expectavel que diminua a infecéo pelo
SARS-CoV-2, bem como a sua transmissibilidade. A vitamina D também afeta o

metabolismo do zinco, o que leva a diminuicdo da replicacdo dos coronavirus. No entanto, €
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necessaria precaucdo devido a presenca de pessoas assintomaticas na disseminacao viral. A
vitamina D modula a funcéo imunoldgica através dos efeitos nas ceélulas dendriticas e nas
celulas T, o que pode promover a eliminagdo viral e reduzir as respostas inflamatérias que
produzem sintomas. Quanto maiores 0s niveis de vitamina D, menores os niveis de IL-6, 0s
quais séo o principal alvo para controlar a tempestade de citocinas na COVID-19. Na medida
em que previne a infecdo, diminui a replicagdo viral ou acelera a elimina¢do do virus, o
tratamento com vitamina D pode reduzir a disseminagdo do SARS-CoV-2. Por outro lado, se
a vitamina D reduz a inflamacdo, pode aumentar o transporte assintomatico e diminuir as
apresentacdes assintomaticas, incluindo tosse, tornando dificil prever o seu efeito na

disseminagéo viral (140).

A vitamina D, sendo uma vitamina lipossollvel, levantou algumas questdes acerca da
toxicidade associada a sua suplementagdo. A hipercalcemia é responsavel pela producéo da
maioria dos sintomas da hipervitaminose D (anorexia, nduseas e vomitos, diarreia, obstipacéo,
dores musculares e 0sseas, cefaleias, miccao excessiva, calculos renais, etc.) (47). No entanto,
concluiu-se que este € um evento raro e que sao necessarios valores superiores a 150 ng/mL
para que tal ocorra. Deste modo, a suplementacao de vitamina D € considerada relativamente
segura, exceto em doentes com sarcoidose, tuberculose, infe¢des fungicas cronicas ou alguns
linfomas, visto que, nestas doencas, os macréofagos ativados produzem 1a,25(OH)2D de forma
desregulada (141).
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6. Vitamina D e resposta as vacinas

Em termos de prevencdo de doencas infeciosas, as vacinas constituem a mais potente
ferramenta de salde publica, visto que fornecem enormes beneficios na protecdo de
populagBes vulnerdveis contra muitos patdégenos (7). A administracdo de vacinas induz a
ativacdo do sistema imunitario adaptativo. Os antigénios provenientes das vacinas sao
primeiramente apresentados as células apresentadoras de antigénios, o que facilita a
maturacdo das células dendriticas. Estas migram para os nddulos linféticos, onde induzem a
ativacdo e a expansao clonal das células T CD4" e CD8" naive. A ativacao e a diferenciagdo
das células B naive sdo induzidas pelos antigénios e pelas células T CD4". As células B naive
diferenciam-se em células B de memdria e em células B secretoras de anticorpos. No final, a
imunidade a longo prazo é mantida pelas células B e T de memoria (CD4" e CD8") na
corrente sanguinea e nos nodulos linfaticos, bem como na medula 6ssea pelos plasmacitos e
linfécitos T de memdria (13). A capacidade do sistema imunitario em fornecer uma protecéo
adequada contra as infe¢des vai diminuindo com a idade e, por isso, 0s idosos demonstram

uma menor resposta a vacinagao (142).

Mais especificamente, o papel desempenhado pela vitamina D na vacinacdo pode ser
explicado pela sua acdo nas células apresentadoras de antigénios, mais particularmente nas
células dendriticas. Esse papel pode incluir a ativacdo das células dendriticas, através dos
TLRs pelos antigénios provenientes das vacinas (com ou sem adjuvante), e aumento
intracelular de CYP27B1 com proliferacdo das células T, diminuicdo de citocinas Thl-like
(IL-2 e TNF-a), aumento de citocinas Th2-like (IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13) e producéo da
citocina Th17-like, IL-17 (7). A producéo local de 10,25(OH)2D em modelos animais mostrou
induzir a migracao das celulas dendriticas do local de injecdo para os 6rgdos linfoides, onde
estimularam as células B e T especificas dos antigénios de forma a obter uma boa resposta de
anticorpos a vacinacao contra a difteria (143,144). Deste modo, embora 0 1a,25(OH)2D possa
atenuar diretamente as funcdes das células B, pode, paradoxalmente, estimular a resposta

imunitaria a vacinacgdo através dos seus efeitos na imunidade inata (7).

A adicdo de 1a,25(0OH).D a uma variedade de vacinas aumentou a imunidade contra o
virus herpes simplex, toxoide tetanico, antigénio de superficie da hepatite B e glicoproteina
160 do HIV (1). A coadministracdo de 10,25(OH).D com a vacina trivalente contra o virus
influenza em ratinhos mostrou aumentar a resposta de anticorpos especificos e, logo, a

capacidade de neutralizacdo viral (145,146). Outro estudo demonstrou o0 aumento da resposta
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imunitaria especifica mediada por células nas 3 semanas ap0s a vacinagdo contra o herpes

zoster em 150 idosos, depois de 4 meses de suplementacédo de vitamina D (13).

No entanto, o papel benéfico da vitamina D na resposta & vacinagdo ainda ndo esta
completamente esclarecido, nomeadamente no que respeita a infe¢des pelo virus influenza.
Num estudo que incluiu 175 individuos saudaveis (18-49 anos), a imunidade humoral ndo foi
atingida apos a coadministracdo por via intramuscular de 1.0 pg de 10,25(OH).D com a
vacina contra o virus influenza (147). Em criangas, a administracéo diéria de 1.000 1U durante
4 meses desde o momento da administracdo da primeira dose da vacina contra o virus
influenza ndo influenciou a resposta de anticorpos (148). Para além deste tipo de infecédo,
também néo parece existir uma associagdo entre os niveis de 25(OH)D e a resposta imunitaria
a vacinacdo contra a hepatite B e antipneumocdcica (149).

Sabe-se que as estacdes do ano sdo marcadas por mudancas na quantidade de luz solar e
que a radiacdo UV pode afetar negativamente o rumo das infe¢Bes virais, a memoria
imunologica e as respostas imunitarias celulares e humorais. De facto, alguns estudos
sugeriram que a efetividade da imunizacdo pode ser melhorada atraves da reducdo da
exposic¢do a luz solar (150-152).

Outros estudos também destacaram o papel desempenhado pela suplementacdo de
vitamina D na resposta imunitaria a vacinacdo (ex.: vacinagdes contra o sarampo (153), a
rubéola (154) e a tuberculose (155)). No entanto, ainda ndo existe evidéncia cientifica que

permita clarificar a verdadeira relacdo entre o estado de vitamina D e a vacinacdo (13).
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7. Resposta individual a vitamina D

7.1. Polimorfismos no gene que codifica o recetor da vitamina D (VDR)

A andlise molecular de alguns ensaios de suplementacdo de vitamina D sugere que
existem diferengas entre as respostas inter-individuais a esta vitamina (156). Um
polimorfismo corresponde a uma variacdo fenotipica que tem a capacidade de apresentar
diferentes formas nos alelos de um mesmo gene. Ocorrem variagdes na sequéncia do DNA,
podendo provocar efeitos bioldgicos. Devido a sua abundancia no genoma humano, 0s
polimorfismos tém vindo a ser estudados com o objetivo de se explicar as variagdes, que

podem levar ao desenvolvimento de algumas doengas (157).

O VDR encontra-se localizado no cromossoma 12, na posi¢do 129.13.11, compreendendo
uma regido de aproximadamente 100.000 pares de bases de DNA. Contudo, apenas 4.600
pares de bases codificam o VDR. O VDR é uma proteina constituida por 427 aminoacidos
que esta localizada principalmente no ndcleo, citoplasma e membrana celular (12). Foi
identificado um vasto numero de polimorfismos de nucleétido Unico (SNPs) no gene que
codifica o0 VDR (1), os quais podem influenciar a modulacdo da resposta do 1a,25(OH)2D
aquando da ligacdo ao VDR. No entanto, os polimorfismos mais estudados sdo 0s seguintes:
Fokl (rs2228570), Bsml (rs1544410), Apal (rs7975232) e Taql (rs731236) (Figura VII) (12).

O polimorfismo Fokl (rs2228570), também denominado polimorfismo do coddo de
iniciacdo, foi definido usando a enzima de restricdo Fokl (Flavobacterium okeanokoites)
através da técnica de RFLP. Situa-se no exao 2 e é considerado um polimorfismo néo-
sinénimo devido a alteracdo C > T (alelo T), também referido como alteracdo F > f, o qual
origina uma alteracdo ndo-sindnima de treonina para metionina e dita dois potenciais locais de
inicio de traducdo. A presenca do sitio de restricdo Fokl € quando o alelo C esta presente
(também denominado alelo F pelo corte da enzima de restri¢cdo Fokl). Este alelo C origina um
novo coddo de iniciacdo (ATG), o qual traduz uma proteina mais curta de 424 aminoéacidos.
Na auséncia de sitio de restricdo Fokl, o alelo T (alelo f) comeca a traducéo no sitio original
do exdo 2, ocorrendo a expressdo da proteina de 427 aminoacidos, a qual apresenta menor

estabilidade e menor capacidade de transativacdo (12).

Os polimorfismos Bsml (rs1544410) e Apal (rs7975232) foram definidos usando as
enzimas de restricdo Bsml (Bacillus stearothermophilus) e Apal (Acetobacter pasteurianus),
respetivamente, pela técnica de RFLP. O polimorfismo Bsml (rs1544410), localizado no

intrdo 8, apresenta uma alteracdo A > G (B > b) e o alelo ancestral é o alelo G. Este
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polimorfismo pode originar uma alteracdo nos sitios de splicing para a transcricdo do mMRNA
ou uma alteracdo nos elementos reguladores do intrdo. O polimorfismo Apal (rs7975232)
também localizado no intrdo 8, apresenta uma alteracdo A > C (A > a) e o alelo ancestral é o
alelo C. Ambos os polimorfismos estdo localizados na extremidade 3° do VDR e néo alteram
a sequéncia de aminoécidos do VDR. Deste modo, podem afetar a estabilidade do mRNA e a
expressdo génica do VDR pelo desequilibrio de ligacdo (DL) (12). O DL indica a
coocorréncia de alelos correspondentes a polimorfismos adjacentes. Desta forma, a presenca
de um polimorfismo prevé a presenca de outro, ligados entre si, devido a ocorréncia de uma
pequena recombinacdo durante a sua evolugdo. Quando existem muitos DLS numa
determinada area, apenas haverd um numero limitado de hapldtipos nessa mesma area. Os
haplotipos correspondem a agregados de alelos de polimorfismos adjacentes. No gene que
codifica 0 VDR, a estrutura de hapldtipos e de DLs pode ser util para analisar em que medida
um determinado polimorfismo pode estar associado ao risco de desenvolver determinada

patologia. Os haplotipos mais comuns sdo o haplotipo 1 (baT) e o haplotipo 2 (BAt) (157).
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pelo gene GC) liga-se ao ergocalciferol/colecalciferol de modo a ser transportada para o figado; o SNP do GC
(rs2282679) pode originar uma alteragdo no mecanismo de splicing; (b) No figado, a 25-hidroxilase (codificada
pelo gene CYP2R1) converte o ergocalciferol/colecalciferol em calcidiol e este liga-se a DBP para ser

transportado para o rim (C), onde ¢ convertido a calcitriol pela enzima la-hidroxilase (codificada pelo gene
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CYP27B1); o SNP do CYP27B1 (rs10877012) localizado na extremidade 5’ pode afetar a estabilizagdo da
transcri¢do e o controlo pés-transcricional do mMRNA,; (d) Apds a entrada do calcitriol nas células alvo e ligagdo
ao recetor da vitamina D (VDR) (codificado pelo gene VDR), o complexo VDR-calcitriol é translocado do
citosol para o nicleo, onde se liga ao recetor X retinoide (RXR) para formar um heterodimero, o qual interage
com o elemento de resposta da vitamina D (VDRE), por exemplo nos linfocitos Th para inibir a IL-17A ou ativar
0 FoxP3. Foram descritos quatro SNPs principais no gene VDR: o Fokl (rs2228570), localizado no exéo 2,
origina um polimorfismo ndo-sindnimo com a alteracdo C > T (F > f) — a presenca do sitio de restricdo Fokl
origina um codao de iniciagdo 9 pares de bases ap6s o sitio normal de iniciacdo, levando a traducdo de uma
proteina mais curta de 424 aminoacidos com maior capacidade de transativacdo como fator de transcri¢do; o
Bsml (rs1544410), localizado no intrdo 8, origina uma alteracdo A > G (B > b), a qual pode afetar a estabilidade
do mRNA e expressdo génica do VDR, podendo também originar uma alteracdo nos sitios de splicing para a
transcricdo do mMRNA ou uma alteracdo nos elementos reguladores do intrdo; o Apal (rs7975232), localizado no
intrdo 8, origina uma alteracdo A > C (A > a), podendo afetar a estabilidade do mMRNA e da expressdo génica do
VDR, apesar de nao haver alteracdo na sequéncia de aminoacidos; o Tagl (rs731236) esta localizado no exdo 9,
apresenta uma alteracdo C > T (T > t) e origina uma alteracdo sindnima do aminoacido isoleucina, por isso ndo
altera a proteina codificada, mas pode influenciar a estabilidade do mRNA. Todos estes SNPs estéo relacionados
com a modulacdo dos niveis séricos de vitamina D na salde e na doenca. Adaptado de (12).

O polimorfismo Tagl (rs731236), localizado no ex&o 9, foi definido usando a enzima de
restricdo Taql (Thermus aquaticus) e apresenta a alteragdo C > T (T > t) e o alelo ancestral é 0
alelo C. Este polimorfismo origina uma alteracéo sinonima da sequéncia codificante, ou seja,
ndo existe alteracdo de aminoacidos da proteina codificada, mas pode influenciar a

estabilidade do mRNA (12).

Estudos de polimorfismos do VDR em humanos apoiam a hipotese de que a variabilidade
no estado de vitamina D e nos genes que codificam elementos de resposta da vitamina D afeta
a resposta imunitaria (1). Por exemplo, a homozigose (gendtipo ff) para o polimorfismo Fokl
pode estar associada ao desenvolvimento de infecGes agudas do trato respiratdrio inferior e de
tuberculose, visto que o alelo f produz um VDR menos ativo do que o alelo F (7,158,159). Foi
também observado noutro estudo que a frequéncia dos haplétipos f-T-B e f-t-b dos
polimorfismos Fokl, Taql e Bsml era significativamente maior em doentes com TB pulmonar
(160). Para além disso, os polimorfismos Fokl, Tagl e Bsml sdo também indicadores da
resposta ao tratamento de doentes com hepatite C cronica (161,162). Ja o polimorfismo Apal
parece ser um fator genético associado a progressao da hepatite B (163). Os polimorfismos no
gene que codifica 0 VDR também estdo associados a um maior estado pré-inflamatério na
infecdo por Bordetella pertussis (164). As variacdes alélicas especificas e os haplotipos
parecem modular a resposta imunitaria especifica a vacinacdo contra o sarampo. Foram

encontradas associagdes significativas entre os multiplos SNPs/haplotipos e a secrecdo de
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varias citocinas (IL-2, IL-6, IL-10, IFN-y, IFNA-1 e TNF-a) (153). De forma semelhante, foi
demonstrado que, ap6s duas doses da vacina contra a rubéola, os polimorfismos no gene que
codifica 0 VDR influenciam a resposta adaptativa (153). Varia¢Oes genéticas no VDR podem
diminuir a sua expressdo, influenciando a sua ligagdo ao 1a,25(OH).D e induzindo a
apoptose, 0 que afeta consequentemente a recuperacdo das células T CD4* em individuos

seropositivos para HIV submetidos a terapia antirretroviral (165).

7.2. Polimorfismos no gene que codifica a proteina ligante da vitamina D
(DBP)

Os polimorfismos genéticos no ambito da vitamina D também abrangem o gene que
codifica a proteina ligante da vitamina D. A DBP, inicialmente conhecida como um
componente de grupo especifico (Gs-globulina), é uma proteina multifuncional altamente
expressa que € codificada no cromossoma 4, na posicao 4q9.13.3, e tem um tamanho de 55.136
pares de bases. Tem um peso molecular de 58 kDa, cujos valores fisiologicos normais variam
de 300-600 pg/mL. Assim que a vitamina D e os seus metabolitos entram em circulacao,
ligam-se a DBP. Esta apresenta uma elevada afinidade para o 25(OH)D, sendo que
aproximadamente 99% do 25(OH)D circulante encontra-se ligado a DBP. O seu tempo de
semivida € de 2,5-3 dias. O gene que codifica a DBP é o gene mais amplamente estudado na
via metabolica da vitamina D. Foram identificados mais de 120 alelos diferentes neste gene na
populacdo humana, sendo que os dois SNPs mais estudados na DBP correspondem ao rs4588
e ao rs7466 (3,12). Contudo, estes dois polimorfismos apenas explicam 9,9% das
concentragdes do 25(OH)D. Foram identificados mais quatro SNPs, os quais afetam a
concentracdo do 25(OH)D: rs2282679 (DBP), rs10741657 (CYP2R1), rs12785878 (DHCRY7)
e rs6013897 (CYP24A1) (166).

Para além da funcdo de transporte, a DBP desempenha um papel fundamental na
regulacdo da biodisponibilidade de 25(OH)D para os mondcitos. Deste modo, as respostas
antimicrobianas dependentes de vitamina D parecem ser influenciadas pelos polimorfismos da
DBP. Existem 3 formas alélicas da DBP em diferentes concentracdes séricas (GclF > GclS >
Gc2) e com diferentes afinidades para os metabolitos da vitamina D (GclF > GclS > Ge2) e
sdo compostas por sequéncias de aminoacidos idénticas exceto nas posicbes 416 e 420. A
DBP influencia a sintese renal do 1a,25(OH).D por facilitar a reabsorcdo glomerular do
25(0OH)D. Este efeito € mais relevante quando se considera a forma GclF devido a sua

elevada abundéancia/afinidade. A DBP também transporta os metabolitos da vitamina D até
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aos mondcitos, onde as suas a¢des parecem ser opostas as observadas no rim. De facto, a
conversdo intrdcrina do 25(OH)D em 1a,25(OH);D induz geralmente respostas
antibacterianas. Nos mondcitos, as respostas ao 25(OH)D séo mais pronunciadas na presenca
das formas da DBP de baixa afinidade (Gc2 e Gc¢lS) comparativamente a forma de elevada
afinidade (GclF). Estas observagdes, juntamente com o facto de o 25(OH)D apresentar uma
maior afinidade de ligacdo para a DBP do que o0 10,25(OH)2D, sugerem que a DBP livre é a
mais biologicamente ativa nos mondcitos (1,167,168).

No contexto da tuberculose, o gendtipo Gc2/2 demonstrou estar significativamente
associado a infecdo pelo M. tuberculosis, mas apenas quando a concentracdo sérica de
25(0H)D foi inferior a 20 nmol/L (7,169). Ja os polimorfismos rs16846876 e rs12512631
estdo associados a progressdo para AIDS em doentes seropositivos submetidos a cCART (170).
Polimorfismos genéticos no locus rs7041 estdo provavelmente associados a um aumento da
suscetibilidade a infecdo pelo HCV (171) e pelo SARS-CoV-2 (172).
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8. Conclusodes

A vitamina D € uma molécula que tem adquirido especial destaque na area da salde nos
ultimos tempos. Para além do seu efeito ja conhecido a nivel dos 0ssos, a descoberta das suas
propriedades imunomoduladoras e anti-inflamatorias permitiu comegar a associar a

deficiéncia de vitamina D a uma grande variedade de doengas infeciosas.

A vitamina D pode ser obtida através da luz solar, dieta e suplementos. No entanto, a
principal fonte de producdo desta vitamina é atraves da exposicao da pele ao sol, a partir do 7-
dihidrocolesterol. A vitamina D circula no sangue maioritariamente ligada & proteina ligante
da vitamina D (DBP) e é metabolizada primeiramente no figado em 25(OH)D, a sua forma
inativa, atraves da acdo do CYP2R1. A segunda hidroxilacdo ocorre no rim através da a¢do do
CYP27B1, onde é produzido o seu metabolito ativo, 1a,25(0OH)2D, que se liga posteriormente
ao recetor da vitamina D (VDR) e exerce multiplas fungdes fisiologicas de modo a regular a
expressdo génica em varios tecidos e células, incluindo células do sistema imunitario. Para
alem do VDR, estas também possuem o CYP27B1, que converte o 25(OH)D em
10,25(0OH).D. Desta forma, a vitamina D é capaz de atuar de uma forma autocrina, intracrina

ou paracrina.

A nivel do sistema imunitario, a vitamina D atua de duas formas distintas: através da
imunidade inata e através da imunidade adaptativa. No que concerne a imunidade inata,
células como os mondcitos/macrofagos, os neutrofilos e as células apresentadoras de
antigénios sao influenciados pela presenca do metabolito biologicamente ativo da vitamina D,
1a,25(OH)2D. Este ¢ responsavel pela producao de péptidos antimicrobianos (catelicidina e 3-
defensinas) e pela diminuicdo da producédo de citocinas pré-inflamatorias (TNF-a, IL-1, IL-6
e 1L-23) a nivel dos macrofagos. O 1a,25(0OH).D também é capaz de aumentar a atividade
antimicrobiana dos neutréfilos e de tornar as células apresentadoras de antigénios mais
tolerogénicas acompanhadas de uma diminuicdo da expressao do MHC classe Il e de
moléculas co-estimuladoras na superficie celular (CD40, CD80 e CD86). No que respeita a
imunidade adaptativa, a vitamina D atua nas células T pela diminuicdo de citocinas das
células Thl e Thl7 e aumento da proliferacdo e diferenciacdo das células Th2 e Treg. A
vitamina D também atua nas células B pelo aumento da expressdo do VDR, CYP27B1 e
CYP24A1, inibicdo da formacdo de plasmdcitos, aumento da apoptose de células B ativadas e
de plasmdcitos, aumento de citocinas anti-inflamatorias de células B (IL-10 e CCR10) e

inibicdo da diferenciacéo de células B de memoria.
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Ainda ndo existe um consenso acerca do nivel 6timo de vitamina D que garanta o correto
funcionamento do sistema imunitario, bem como a prevencdo de infe¢es. No entanto, a
maioria dos especialistas considera que esse valor deve estar dentro do intervalo 75-100
nmol/mL. Valores inferiores a 50 nmol/mL indicam deficiéncia de vitamina D, pelo que se
deve monitorizar 0s seus niveis através da medi¢cdo da concentracdo do metabolito 25(0OH)D,
visto estar numa concentracdo 1000 vezes superior a do 1a,25(OH).D e apresentar uma
estabilidade sérica de 2 semanas.

Tendo em conta os efeitos da vitamina D no sistema imunitério, diversos estudos apontam
para uma clara relagdo entre a deficiéncia de vitamina D e a incidéncia e a gravidade de
algumas doencas infeciosas. A sua acdo anti-infeciosa tornou-a benéfica como terapia

adjuvante nesse tipo de doencas.

Na hepatite B, existe um comprometimento funcional do figado, pelo que estes doentes
pertencem ao grupo de risco da hipovitaminose D. Por outro lado, a gravidade da doenca pode
afetar a biodisponibilidade do metabolito 25(OH)D e consequentemente contribuir para os
baixos niveis de vitamina D. Apesar de ainda ndo existir um consenso acerca da relacao entre
0s niveis reduzidos de vitamina D e a replicacdo do virus, a suplementacdo desta vitamina ndo

mostrou influenciar a replicacéo viral.

Niveis aumentados de vitamina D sdo benéficos na infecdo pelo HIV devido ao aumento
da producéo de citocinas anti-inflamatdrias e da expressdo de varias moléculas anti-HIV. Ja
niveis reduzidos de vitamina D estdo associados a fendmenos de inflamagé@o pronunciada. A
CART pode aumentar os niveis de catelicidina. A suplementacdo de vitamina D em individuos
infetados pelo HIV apresenta varios beneficios: aumento do nimero de células T CD4" e de

péptidos antimicrobianos e diminuicéo da inflamacéo e da carga viral.

A vitamina D desempenha um papel fundamental nos mecanismos de defesa contra 0 M.
tuberculosis, bem como na melhoria do estado de salde de doentes com tuberculose. A
deficiéncia de vitamina D constitui um fator de risco para a tuberculose, pelo que a
suplementacdo desta vitamina pode ter impacto na reducdo do risco de infecdo pelo bacilo e

no tratamento da tuberculose.

No que respeita as infecdes do trato respiratério, incluindo a infecdo pelo SARS-CoV-2,
apesar de a vitamina D parecer contribuir para uma diminuicdo do risco e da gravidade deste
tipo de infecBes, os dados sdo ainda insuficientes para se poder recomendar a suplementacédo

de vitamina D a populacéo.
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O efeito modulador da vitamina D na resposta imunitaria a vacinacdo contra algumas
infecBes tambem tem vindo a ser discutido. A deficiéncia de vitamina D pode estar associada
a uma baixa imunogenicidade das vacinas. Contudo, este tema ainda permanece bastante
controverso. Existem autores que defendem que a adicao de 1a,25(OH).D as vacinas permite
aumentar a imunidade contra diversos virus, enquanto outros demonstram ndo existir qualquer
associacdo entre o0s niveis de vitamina D e a resposta imunitiria a vacinacdo. A
suplementacédo de vitamina D ainda carece de mais estudos a fim de comprovar a sua eficacia

nestes casos.

Os diferentes polimorfismos no gene que codifica 0 VDR tém vindo a ser associados a
algumas doencas infeciosas, tais como a tuberculose, a hepatite B e C e a infegdo por
Bordetella pertussis e pelo HIV. Também parecem modular a resposta imunitaria a vacinacéo
contra o sarampo e a rubéola. Os polimorfismos mais estudados no gene que codifica 0 VDR
incluem o Bsml, Fokl, Tagl e Apal. S&o também descritos dois haplotipos, o baT e o BAt. Da
mesma forma, os polimorfismos no gene que codifica a DBP também podem contribuir para
uma maior suscetibilidade a infecdo, nomeadamente na tuberculose, hepatite C, AIDS e
COVID-19.

Assim, tendo em conta os efeitos da vitamina D no sistema imunitario, torna-se necessario

definir o potencial terapéutico desta molécula no tratamento e profilaxia de infecdes.
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