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RESUMO

Desde 2015 o Brasil tem registrado casos de infeccdo por Arbovirus e de nascimentos de
criangas com microcefalia no Nordeste do pais. Neste periodo, os virus CHIKV e ZIKV se
disseminaram nesta regido, mas o impacto destas infeccdes ainda ndo esta esclarecido na
populagéo. Por outro lado, a sintomatologia da infec¢do por ZIKV e CHIKV se confundem em
alguns momentos, levando a possiveis erros diagndsticos devido a sua diversidade. Enquanto
estudos epidemioldgicos e genéticos do virus estdo sendo realizados, faz-se necessario ampliar
0s estudos sobre a condi¢cdo do hospedeiro na infecgdo viral. Desta forma, o presente estudo
teve por objetivo avaliar os niveis de vitamina D em pacientes acometidos por infec¢do por
Arbovirus, além de criangas portadoras de microcefalia. Amostras de soro foram utilizadas para
realizacdo dos testes soroldgicos de diagndstico das arboviroses e para dosagem de vitamina D.
As analises estatisticas foram realizadas considerando significativos valores de p menores que
0,05. Foram incluidos 179 pacientes no estudo, subsequentemente divididos em dois grupos
sendo constituidos de adultos e gravidas (n=91) além do binbmio mae/crianca com microcefalia
(n=88). A analise de concentracdo de vitamina D mostrou que 58,56% dos 179 pacientes
apresentou suficiéncia. No grupo dos adultos, 95% apresentou-se DENV-IgG+ e 59,46% foram
ZIKV-lgG+ com vitamina D suficiente. Neste grupo os sintomas cefaléia e diarréia foram
estatisticamente relacionados a pacientes ZIKV-IgG+; enguanto a ocorréncia paralisia dos
membros foi relacionada aos niveis de vitamina D em ZIKV-IgG+ e a rash cutanea
significativamente associada a niveis de vitamina D em pacientes ZIKV-1gG+ e CHIKV-1gG+.
No grupo de maes e criancas, 60,87% das mées apresentou valores suficiente para vitamina D
e dentre elas 92,86% ZIKV-lgG+. Em criancas, 57,14% apresentou niveis satisfatérios de
vitamina D. Apesar de ndo ter sido encontrada diferenca estatistica, foi observado que a maioria
dos individuos suficientes para vitamina D ndo apresentaram sorologia positiva para 0s
arbovirus. Os resultados obtidos tém grande importancia para o conhecimento sobre a relacdo
causa-efeito das Arboviroses na populacdo. Futuros estudos devem ser realizados numa coorte
maior visando determinar o papel da 25(OH)vitamina D como molécula imunomoduladora,
desde os niveis considerados suficientes até a regulacdo hormonal e enzimatica.

Palavras-chave: Arbovirus. Microcefalia. Vitamina D.



ABSTRACT

Since 2015 Brazil has registered cases of Arbovirus infection and of nutrition for children with
microcephaly in the Northeast of Brazil. In this period, the CHIKV and ZIKV viruses spread in
this region, but the populational impact of these infections still not clear. On the other hand, the
ZIKV and CHIKYV infections symptomatology may be confused, leading to diagnostic
mistakes. While epidemiological and genetic studies of the virus are being conducted, it is
important to elucidate the host's condition in viral infection. Thus, the present study aimed to
evaluate vitamin D levels in patients with Arbovirus infection, as well as children with
microcephaly. Serum samples were used to perform serological tests for the diagnosis of
arboviruses and vitamin D dosing. Statistical analyzes were performed using the graphpad
Prism software, with significance to p values lower than 0.05. A total of 179 patients included
in this study, they were subsequently divided into two groups consisting of adults and pregnant
(n=91) and the binomium mother/child with microcephaly (n=88). The analysis of vitamin D
concentration showed 58.56% among the 179 patients presented sufficient levels. In the adults
group, 95% presented DENV-IgG+ and 59.46% were ZIKV-IgG+ with sufficient vitamin D
dosage. In this group, the symptoms of headache and diarrhea were related to patients with
ZIKV-1gG+; while paralysis was related to vitamin D levels in ZIKV-1gG+ and rash associated
with vitamin D levels in patients ZIKV-1gG+ and CHIKV-1gG+. In mothers and children group,
60.87% of mothers were sufficient for vitamin D, among them 92.86% ZIKV-IgG+. Among
children with microcephaly, 57.14% presented satisfactory levels of vitamin D. Although no
statistical statistic was found, it was observed that a majority of vitamin D sufficient patients
did not present positive serology for arboviruses. The results obtained have great importance
for the knowledge about a cause-effect relationship of Arboviruses in the population. Further
researches should be performed in a larger cohort to determine the role of vitamin D as immune
modulator, including the sufficient rates assumed as adequate, hormonal regulation and enzyme
regulation involved in the virus infection.

Key words: Arboviruses. Microcephaly. Vitamin D.



SUMARIO

LINTRODUGAO. ... ..ottt ettt 9
2 JUSTIFICATIVA .ottt ettt st enenne e 10
3 REFERENCIAL TEORICO.......coiiieeeeeeeeeeesee s er s seneenes s sssssssessnsneon 11
3.1 Epidemiologia das ArDOVIFOSES. .........cccoiiiiiiieiie e 11
3.1.1 ChiKUNGUNYA VITUS. ...c.eiuiiiiiiiiieieiesiesie ettt 13
3. 111 CHIKV € PAOGBNESE. ....cviveriiiiiisiisteseeieeieste sttt sttt st e et st sns 14
B.L.2 ZIKB VITUS....eeieeiieiiit ettt bbbttt b ettt 16
3.1.2.1 ZIKV € PAIOGENESE. ......veviteteieiesiesiesiese et es ettt eseneneas 17
IV - 12 01 o - T I S 21
3.2.1 Metabolismo da Vitamina D........c.cccoiiiiiiiiiiie e eeree e ees 22
3.2.2 Fungdes Biologicas da Vitamina D..........ccccierieiniiiniiicseeeee s 24
3.2.3 HIPOVItAMINOSE D....oveveerieiiiiieiisie et sttt 26
3.2.4 Efeito Imunomodulador da Vitamina D..........cccocuveriniiiniininenenesiese s 27
4 OBIETIVOS......coo ettt te b et et et neene s e 30
4.1 ODJEUIVO GEIAL.....c..iiiiiiiiiiiiieeeee e 30
4.2 ODjetivos ESPECITICOS. .....viuiiiiiiiiiisieeie e 30
S5 METODOLOGIA. ...ttt ettt 31
5.1 POPUIAGAD A& ESTUTOD. .......eiviieiiieiieiesie e e 31
5.2 CONSIAEIACHES ELICAS. ........cvveeveceeeeieieees ettt st s s 31
5.3 ODLENCAOD JAS AMOSTIAS. .....cveveeieiieiieiiite ettt sbe e 32
5.4 Processamento das @mMOSTIaS...........oouiiirireieiniesiesieneeesesre e 32
5.5 Dosagem de Vitamina D.........cccooeiiiiiiiiiiciee e 33
5.6 ANALISE ESTALISTICA. ... cveuiiieiieiieiie e 33
6 RESULTADOS E DISCUSSAD.........ocooieieeeirisisessessesessssessssssssssessessessnsenes 34
6.1 Analise da concentracdo de Vitamina D em pacientes adultos com
sintomatologia de fase aguda para infecgao por arbovirus............ccccecevviiiienennn 36
6.2 Analise da concentracdo de Vitamina D em mdes e bebés com microcefalia... 46
7 CONCLUSAOQ ...ttt 51

REFERENCIAS. ..ottt sttt 52



1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, as arboviroses tém sido um motivo de preocupacdo devido a alta
incidéncia de manifestacGes clinicas que acometem as pessoas infectadas, tornando um
problema grave para a Saude Publica. O Brasil tem sido alvo de epidemias devido ndo so as
condigdes climéticas que favorecem a proliferacdo dos vetores, como também a auséncia de
vigilancia efetiva nas fronteiras, entre outros fatores. Trata-se de rea endémica para o virus da
Dengue, nos ultimos dois anos ocorreram epidemias que para a febre pelo Zika virus (ZIKV) e
a febre causada pelo Chikungunya virus (CHIKV).

Nos casos da febre pelo CHIKYV, verifica-se aumento do numero de pacientes
acometidos pela fase crénica, com intensa artralgia, que parece estar associado a uma maior
incidéncia de formas mais graves da doenca com relatos de casos de envolvimento neurolégico,
hepatite fulminante e encefalopatia neonatal. No Brasil, nos ultimos dois anos, milhares de
pessoas foram infectadas com arboviroses, ocorrendo desde situagdes mais graves como a
microcefalia nos bebés (com confirmacdo da infeccdo pelo ZIKV nas gestantes) e também a
alta incidéncia da sindrome de Guillain-Barré em pacientes infectados tanto pelo ZIKV e
CHIKV.

Diante do exposto, medidas devem ser tomadas e estudos realizados, principalmente
voltados para prevencdo das sintomatologias mais graves. O conhecimento das fungdes da
vitamina D, tanto na salde como na doenca, tém aumentado muito nas Gltimas décadas, pois
ela tem sido apontada como um importante regulador de diversas fungdes no organismo. O
conhecimento da sua importancia fisiolégica aumenta a preocupacdo sobre os riscos da
deficiéncia da mesma, principalmente nas maes e seus recém-nascidos.

Diversos estudos foram realizados mostrando que niveis suficientes da vitamina D,
diminuem significantemente a incidéncia de doencas virais agudas no trato respiratdrio
(SABETTA et al., 2010), como também promovem condic¢des favoraveis para respostas mais
eficientes a algumas infeccbes virais, como hepatite B e dengue (BELLAMY et al., 1999;
LOKE et al., 2002). No entanto, até onde foi possivel averiguar ndo foram encontrados estudos
mostrando a correlacdo entre niveis de vitamina D e infeccdes pelo arbovirus ZIKV. Este
trabalho buscou avaliar a relagéo entre a dosagem da vitamina D com a presenca dos arbovirus

ZIKV e CHIKV, bem como a ocorréncia das suas sintomatologias.
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2 JUSTIFICATIVA

Pesquisas com 0 CHIKV e ZIKV, até pouco tempo, ndo estavam em evidéncia, visto que
a infeccdo em humanos tinha uma baixa escala de epidemia e 0s prejuizos acarretados por eles
eram irrisorios. Logo, pesquisas que nos permitissem compreender de forma aprofundada
questdes relacionadas a biologia, fisiopatologia, interacdo virus-hospedeiro, formas de detecgéo
e de tratamento, eram e continuam sendo, bastante escassas. Nos dias atuais, vimos a
disseminacdo desses virus de forma gradual, atingindo os cinco continentes que formam o
globo. O Brasil vem sendo atingido por surtos destes arborvirus, onde foi observado um quadro
crescente de doencas neuroldgicas, como microcefalia em recém-natos e sindrome de Guillain-
Barré, principalmente, em adultos jovens, entre outros sintomas, por isso as infec¢fes pelos

virus ganharam destaques na atualidade.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Epidemiologia das Arboviroses

As arboviroses sdo transmitidas por artropodes (classe insecta) e atualmente o que é o
mais encontrado como vetor é o Aedes aegipty, estima-se que existam cerca de 545 espécies de
virus divididos em 5 familias de arboviroses. Desses, mais de 150 estdo associados com
patologias transmitidas aos seres humanos, através das picadas dos insetos hematéfagos
(LOPES; NOZAWA; LINHARES, 2014). Com isso, o risco de ocorrer epidemias de grande
escala, como as pandemias, tem se tornado cada vez mais frequente. No século XXI alguns
eventos potenciaram a atencdo dos pesquisadores quanto aos riscos e impactos de epidemias
com alto potencial viral como: gripe aviaria, gripe suina, virus Influenza A (H1N1), ebola e
mais recentemente os arbovirus zika virus (ZIKV) e chikungunya virus (CHIKV) (VIASUS;
DE LA HOZ, 2015).

Os vetores das arboviroses no Brasil estdo presentes em larga escala, e estdo
disseminados por todo territorio nacional, pois eles sdo de regido tropical e subtropical e sdo
vetores que ja propagam outras arboviroses, como é o caso da dengue (SIMON, 2008).
Enquanto o mosquito transmissor do CHIKYV, Aedes aegypti, exibe um comportamento urbano,
sendo encontrado principalmente em locais com aglomeracdo humana no qual se alimenta de
sangue, 0 Aedes albopictus apresenta comportamento alimentar diversificado e € mais comum
em areas com menor densidade humana (HONORIO et al., 2009).

Desde junho de 2014, foram notificados casos importados no Brasil. Em setembro de
2014, a transmissdo local do gendtipo asiatico de CHIKV, que circulava no Caribe, foi
confirmada no Amapa (Norte do Brasil). Uma semana mais tarde, o genétipo ECSA,
anteriormente ndo detectado nas Ameéricas, surgiu no estado da Bahia, no Nordeste do Brasil.
Desde entdo, mais de 25 mil casos suspeitos de CHIKV foram registrados no Brasil
(MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

O primeiro surto de chikungunya documentado ocorreu no ano de 1952, no Sul da
Tanzania, quando ocorreu sua introducio no Sudeste Asiatico e na india, circulando em um
ciclo urbano esporadico que ainda continua até hoje, com Ae. Aegypti atuando como o principal
vetor. Durante a Ultima década o ciclo de transmisséo epidémica de CHIKV causou grandes
surtos em toda a Asia, Africa e as ilhas no Oceano indico (GALLIAN et al., 20017). Com trés
gendtipos diferentes: Africa Ocidental, Leste/Central/Sul Africano (ECSA) e Asia. (NASCI,
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2014). A proporcdo dos casos cronicos variou em diferentes epidemias na Franca, Africa do
Sul e ilhas no Oceano Indico, de 4% para 63%. Embora as condigdes graves ndo sejam comuns
e ndo ocorram choque ou hemorragia grave como na dengue, manifestacdes neuroldgicas
(encefalite, meningoencefalite, mielite, sindrome de Guillain Barré), pele bolhosa e miocardite
podem trazer gravidade para casos, especialmente em lactentes e idosos (POWERS; LOGUE,
2007).

O primeiro caso CHIKV autoctone (humano-para-mosquito-para-humano) nas
Ameéricas ocorreu na llha de Sdo Martinho (Caribe) no final do ano de 2013 (CDC 2014). Apo6s
este acontecimento, a presenca de vetores transmissores e a intensa circulacdo de pessoas,
levaram ao surgimento de casos autoctones nos paises da América do Sul, além da Argentina,
Chile e Uruguai (CARBAJO; VEZZANI, 2015; OPAS/OMS, 2015). O CHIKYV embora seja de
origem africana, atualmente tem sido relatado em varios paises como: Tailandia, Indonésia,
Cingapura, Malésia, Ilhas Maldivas, Quénia, Italia, india, Guiana Francesa e Estados Unidos
(UIVARI, 2014).

No final de fevereiro de 2015, o Ministério da Saude (Secretaria de Vigilancia —
SVS/MS) comecgou a monitorar 0 numero cada vez maior de uma doenca exantematica no
Nordeste do Brasil. Em mar¢o do mesmo ano, o Ministério da Salde comecou a investigar a
fonte dos surtos e se os sintomas relatados eram causados por dengue, rubéola, ou febre
Chikungunya. Os resultados preliminares excluiram a infecgéo por estes agentes patogénicos e,
mais tarde, naquele més, o ZIKV foi isolado em Natal (SLAVOV, 2016).

Devido as condi¢des ambientais do territdrio do Brasil (clima tropical e zonas climaticas
diferentes) que favorecem a proliferacdo do vetor, o Ae. aegypti, as popula¢bes urbanas
brasileiras tém enfrentado grandes surtos urbanos de dengue e febre Chikungunya que séo
importantes problemas de saude publica no pais. O mecanismo de transmissao mais comum do
ZIKV é vetorial, através do mosquito do género Aedes, principalmente, pelo Ae. aegypti, A
fémea do Aedes ao realizar hematofagia, introduz o virus na pele humana, seguida pela infecgéo
de células permissivas (BRIANT et al., 2014). No entanto, alguns estudos tém confirmado a
existéncia de outros tipos de transmissdes. As transmissdes ndo vetoriais sdo consideradas as
principais responsaveis pela disseminacdo da doenca em areas ndo endémicas. O ZIKV também
pode ser difundido pela transmissao sexual, fluidos genitais, verticalmente (BESNARD et al.,
2014; MUSSO et al., 2016; ATKINSON et al., 2016; MLAKAR et al., 2016).
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3.1.1 Chikungunya virus

O virus RNA (&cido ribonucléico) da chikungunya (CHIKV) pode ser transmitido pelos
mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus, e foi identificado pela primeira vez na Tanzania
no inicio da década de 1950. O nome "chikungunya" é derivado da lingua Makonde falada em
partes da Africa Oriental, que significa "o que se curva" e refere-se a postura de flexéo
apresentada pelos individuos infectados com o virus, pois sofrem de intensa artralgia
(ROBINSON, 1955).

O CHIKYV infecta os seres humanos através de um "ciclo zoon6tico" (a partir de um
reservatorio de primatas ndo humanos e mosquitos silvestres). Estudos realizados para verificar
o potencial de transmissao vertical da infeccdo pelo CHIKYV, foram realizados inoculando
subcutaneamente nos primatas genétipo da linhagem ECSA ou da linhagem asiatica. No
entanto, observou-se que ndo ha transmisséo vertical do virus, sugerindo que nos casos em que
0s recém-nascidos nascem de mées com viremia, é provavel que a transmisséo de chikungunya
de mae para filho ocorra durante o parto e ndo verticalmente no Gtero (CHEN et al., 2010).

A infeccdo pelo CHIKV tem periodo de incubacéo que varia de 3 a 7 dias, enquanto que
0 periodo da viremia ndo é maior do que 8 dias. O indice de letalidade é menor do que 1%,
entretanto, a apreensdo mundial concentra-se no modo como a doenga se manifesta
(SCANDAR, 2012). A sintomatologia é caracterizada por febre associada com dor articular
grave e debilitante, cefaléia e mialgia. Embora tenha sintomas semelhantes a dengue, chama a
atencdo para a poliartrite (principalmente pulsos, tornozelos e cotovelos), que geralmente
melhora ap6s 10 dias, porém pode durar meses ap6s a febre (POWERS; LOGUE, 2007). No
entanto, ja foram notificadas formas graves de infeccdo, como as sindromes encefaliticas em
recém-nascidos, que ocorreram apos infeccdo tardia da mée durante a gravidez. Além disso,
sequelas artriticas persistentes que debilitam, sdo observados em uma proporcéo de pacientes
(THIBERVILLE et al., 2013).

A frequéncia dos surtos nos ultimos 15 anos aumentou e parece estar associado a uma
maior incidéncia de formas mais graves da doenga, com relatos de casos de envolvimento
neuroldgico, hepatite fulminante e encefalopatia neonatal (JOUBERT et al., 1985; WIELANEK
etal., 2006). A infeccdo pelo virus chikungunya pode apresentar também manifestacdes atipicas
(Quadro 1).
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Quadro 1 - Manifestaces atipicas da infeccdo pelo virus Chikungunya.

Sistema Manifestacgdes Clinicas
Neuroldgico Meningoencefalite, encefalopatia, convulsdes, sindrome de Guillain-
Barré, sindrome cerebelar, paresia, paralisia, neuropatia
Ocular Neurite Optica, iridociclite, episclerite, retinite, uveite

Cardiovascular

Miocardite, pericardite, insuficiéncia cardiaca, arritimias, instabilidade

hemodinamica

Dermatoldgico

Hiperpigmentag&o fotossensivel, Ulcera aftosa intertriginosa, dermatose

vesiculo-bolhosa

Renal

Nefrite, insuficiéncia renal aguda

Outros

Discrasias hemorragicas, pneumonia, insuficiéncia respiratoria,

hepatite, pancreatite, SSIHA, hipoadrenalismo

Fonte: Manual Preparacio e Resposta  Introducéo do Virus Chikungunya no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE,

2014).

A remissao da doenga nos individuos infectados ndo tem tempo determinado, podendo

persistir por meses ou anos, ocasionando sinais cronicos da patologia e incapacitando 0s

infectados de realizar até mesmo suas tarefas rotineiras. A cura para essa doenca vai depender

diretamente do estado imunoldgico do individuo, e rotineiramente 0os medicamentos utilizados

sdo apenas para diminuir os problemas relacionados com sintomas secundarios (DUPUI-
MAGUIRAGA, 2012).

3.1.1.1 CHIKYV e patogénese

O CHIKYV faz parte da familia Togaviridae e do género Alphavirus, sendo um virus

envelopado e com material genético constituido por RNA de fita simples positiva, que codifica

quatro proteinas ndo estruturais que participam da replicacdo viral (NS1, NS2, NS3 e NS4).

Também possui trés proteinas estruturais que sdo: a que forma o capsideo (C) e duas que
constituem o envelope (E1 e E2) (PARDIGON, 2008) (Figura 1).
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Figura 1 - Genoma do CHIKV
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Fonte: http://virologytidbits.blogspot.com.br/2014/08/chickungunya-virus-and-ndp52-deadly.html

A fisiopatologia da chikungunya ainda é pouco compreendida, envolvendo mecanismos
predominantemente periféricos, onde a fase aguda estd associada com a viremia,
consequentemente os sintomas clinicos refletem a carga viral e o inicio da imunidade inata,
relacionando-se com elevado nivel de citocinas pré-inflamatérias (CHOW et al., 2011). No
periodo da fase aguda da infeccdo, sdo encontrados altos titulos do CHIKV no sangue,
resultando em viremia que pode ser detectada pela reacdo em cadeia de polimerase em tempo
real (RT-PCR) durante os primeiros dias da infeccdo. Na resposta inflamatdria resultante,
observa-se a elevacdo de mediadores imunologicos, seguida pela infiltracdo de células imunes
em articulacdes infectadas e tecidos circundantes. Os pacientes com infecc¢do aguda e crbnica
do virus chikungunya tém altas concentrac@es de citocinas circulantes e quimiocinas, tais como:
interferon- o (INF-a), INF-y, interleucina (IL) 6, IL-4 e IL-10, IP-10 e proteina quimiotéatica de
monocitos 1 (CHIRATHAWORN et al., 2013; REDDY et al., 2014; TENG et al., 2015).

Pacientes infectados com chikungunya desenvolvem uma resposta imunolégica atraves
de anticorpos, com concentracfes de IgM detectaveis no inicio da infeccdo e 1gG neutralizante
anti-chikungunya mensuraveis, na segunda semana de infeccdo. Esses anticorpos sdo

importantes para a depuracdo do virus infeccioso (SEYMOUR et al., 2015). A IgG anti-
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chikungunya persiste durante pelo menos 21 meses, e provavelmente por anos, resultando
assim, em uma imunidade antiviral que previne os sintomas clinicos no caso de uma segunda
infeccdo com esse virus (KAM et al., 2012). Um namero maior de células natural killer (NK)
foram encontradas no sangue periférico de pacientes com artrite persistente induzidos pelo
chikungunya, comparado com controles saudaveis (MINER et al., 2015).

Estudos tém-se centrado na resposta imune inata durante a infec¢do aguda do CHIKV. O
fato de alguns pacientes desenvolverem a artrite persistente ndo esta claro, e as vias imunes que
controlam ou desencadeiam esses sintomas crénicos ainda permanecem indefinidas, trés
hipoteses foram apresentadas para explicar o porqué dos pacientes frequentemente
desenvolvem artrite crénica: (1) persisténcia do virus infeccioso; (2) persisténcia de acidos
nucleicos virais, 0 que poderia desencadear imunopatologia persistente; (3) desencadeamento
de ativacdo imune persistente em certos individuos apés o virus infeccioso ter sido eliminado.
Apesar de que nenhuma dessas hipdteses tenha sido comprovada, estudos clinicos em modelos
animais tém produzido resultados intrigantes, como quando as proteinas virais foram detectadas
nos macré6fagos, em macacos infectados com chikungunya muito tempo ap6s a infec¢do aguda,

sugerindo a persisténcia do virus infeccioso (LABADIE et al., 2010)

3.1.2 Zika virus

O virus Zika (ZIKV) € um membro da familia Flaviviridae e foi isolado pela primeira
vez em 1947 durante um estudo feito com macaco Rhesus, na Floresta Zika da Uganda
(SIMPSON, 1964). Alguns anos mais tarde, em 1952, na Africa Oriental houve o primeiro
relato de infeccdo pelo virus Zika em humanos (DICK et al., 1952; SMITHBURN,
1954). Nessa época, se pensava que o Vvirus ocasionava infeccoes leves, no entanto, em 2007 e
2013 surtos (com relatos de complicacdes neuroldgicas) ocorreram na Micronésia e Polinésia
Francesa, respectivamente e 0s conceitos prévios sobre essa infeccdo mudou radicalmente
(HADDOW, et al., 2012; OEHLER et al., 2014).

O ZIKV, atualmente, tem apresentado um surto historico com grande disseminagao
mundial (Figura 2), estando presente em mais de 70 paises, principalmente, naqueles que
formam as Américas Central e do Sul (EUROPEAN CENTRE FOR DISEASE PREVENTION
AND CONTROL, 2016). O namero de infectados pelo Zika vém aumentando rapidamente nas
Américas devido ao surto proveniente do Brasil, considerado o primeiro pais entre as Américas

a detectar o virus, em margo de 2015. Logo depois, 0 pais apresentou um surto epidémico, com
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uma estimativa de 1.300.000 casos suspeitos até mar¢o de 2016 (ZANLUCA et al., 2015;
HENNERREY et al., 2016; BOGOCH et al., 2016).

Figura 2 - Distribuicdo dos paises com a presenga do virus Zika
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Fonte: ECDC (2017).

3.1.2.1 ZIKV e patogénese

A transmissdo do ZIKV se da pela competéncia vetorial da picada de mosquitos do
género Aedes (Ae. aegypti e Ae. albopictus), que encontram-se amplamente distribuidos em
zonas tropicais, subtropicais e temperadas, abrangendo um enorme contingente de pessoas
suscetiveis (BOORMAN; PORTERFIELD, 1956; GRARD et al., 2014).

O virus Zika tem o &cido ribonucleico (RNA) como seu material genético e pertence ao
género Flavivirus, familia Flaviviridae. O genoma é constituido por uma molécula de RNA, de
cadeia simples e sentido positivo, onde alguns estudos relatam trés linhagens principais: uma
original da Asia e duas da Africa. A linhagem asiatica foi a responsavel pelos casos de
transmissdo autdctone deste virus, recentemente ocorridos no Brasil (ZANLUCA et al., 2015).
O ZIKV ¢é transmitido principalmente pelos mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus,

havendo também a possibilidade de transmissdo pela via sexual, transfusdo sanguinea e
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perinatal; embora ainda ndo se saiba como realmente essas vias de transmissdo ocorrem na
propagacéo da infecgcdo (LUZ; SANTOS; VIEIRA, 2015).

O virus do ZIKV parece limitado por um invélucro lipidico derivado do reticulo
endoplasmatico das células onde eles se replicam, involucro esse que limita um capsideo
nuclear com estrutura e simetria ainda nao definidas, composta pela proteina C e pelo genoma
viral (Figura 3). O invélucro viral contém duas proteinas de superficie (M e E), e
adicionalmente o genoma viral codifica outras proteinas nao-estruturais que, ou possuem
atividade enzimatica (NS3: helicase de RNA e protease e NS5: polimerase de RNA, dependente
de RNA), ou desempenham fungdes regulatdrias (controle de replicacdo, transcri¢do, traducéo
e resposta imune) durante a replicacéo intracelular (KUNO; CHANG, 2007; HADDOW et al.,
2012)

Na maioria dos casos, a infeccdo pelo ZIKV ndo apresenta sintomas, no entanto, pode
provocar alguns sinais como febre, cefaleia, erup¢des cutaneas acompanhadas de prurido,
artralgia e conjuntivite ndo purulenta. Tendo um periodo de incubacao de aproximadamente 10
dias, com os sintomas sendo apresentados durante 7 dias. Juntamente a esses sintomas, a
infeccdo pelo ZIKV vem sendo relacionada com alterac6es neurolégicas, sendo a microcefalia
e a sindrome de Guillain-Barré as mais evidentes (ANGELETTI et al., 2016).
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Figura 3 - Genoma do ZIKV
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Fonte: https://www.promega.com.br/resources/pubhub/inspiration/zika-perspectives-responses/

Em criangas o quadro cutaneo pode ser atipico devido a lesGes maculares com tendéncia
a confluéncia, lesbes vesiculares e até mesmo tendéncia a recorréncia sob determinados fatores
precipitantes, como o estresse. Em imunossuprimidos pode ocorrer quadros com complicacfes
viscerais graves, prolongados ou fatais, como ocorre em outras infecgdes virais nesse segmento
da populagédo (ZANLUCA et al., 2015) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Manifestaces clinicas mais frequentes provocadas por virus dengue,
chikungunya e Zika.

Sintomas Dengue Chikungunya Zika
(intgr?sk)iEIZde) T T +
Mialgia +++ ++ +
Exantema + ++ +++
Artralgia +/- +++ +
Cefaleia +++ + +
Conjuntivite - ++ +++
Discrasia ++ +/- -
Choque +++ +/- -
Plaquetopenia +++ +/- +/-
Neutropenia ++ + S|
Leucopenia ++ +++ Sl

Fonte: Adaptado do Manual de Manejo Clinico do Chikungunya (MINISTERIO
DA SAUDE, 2014).

O diagndstico da infeccdo aguda do ZIKV pode ser realizado por meio da amplificacao
por reacdo em cadeia da polimerase, antecedida de transcricao reversa (RT-PCR), a partir do
RNA extraido diretamente do soro do paciente, preferencialmente coletado até o sexto dia da
doenca (FAYE et al., 2008). O virus também pode ser detectado por meio de técnicas
moleculares aplicadas em outros fluidos corporais como a saliva e a urina (MUSSO et al., 2015;
GOURINAT et al., 2015). Anticorpos IgM podem ser encontrados a partir do terceiro dia da
doenga e anticorpos 1gG devem ser pesquisados no soro na fase aguda e convalescente
(LANCIOTTI et al., 2008). Algumas alteracbes em exames laboratoriais, como leucopenia,
trombocitopenia e mudancas nos niveis de alanina aminotransferase (TGP) e aspartato
aminotransferase (TGO) (ZANLUCA et al., 2015; TAPPE et al., 2016).

Dentre as varias funcdes encontradas para a vitamina D esta a de modulador do sistema
imune, onde em suma, a mesma polariza a resposta imune para o tipo Th2, em detrimento da
resposta Thl (YOUNG; Jr, UUNDERDAHL; CARPENTER, 1949). Estudos mostram que a
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resposta celular do tipo Thl promove uma depuracdo mais eficiente em infecgGes virais,
incluindo arboviroses como é o caso da dengue (LOKE et al., 2002).

3.2 Vitamina D

Vitaminas sdo formadas por compostos organicos, que sdo essenciais para o0
metabolismo dos seres vivos. A vitamina D é um horménio secosteroide lipossoltvel que tem
funcBes endocrinas e autdcrinas (VANCHINATHAN; LIM, 2012). Existem varias formas de
vitamina D, as mais conhecidas sdo o ergocalciferol ou vitamina D2 (presente nas plantas) e o
colecalciferol ou vitamina D3, obtida fotoquimicamente mediante a acdo da luz solar (radiagoes
ultra-violetas) a partir do precursor 7-dehidrocolesterol, que € sintetizado na pele (KULIE et
al., 2009). Tanto a vitamina D2 como a D3, sdo metabolizadas pela mesma via e produzem
metabolitos ativos com efeitos fisiologicos equivalentes (OLIVEIRA; LEMOS, 2010).

Os conhecimentos das fungdes da vitamina D tanto na saide como na doenga, tém
aumentado muito na Ultima década, além da tradicional fungdo na homeostase do calcio e
fosforo e satude musculo-esquelética, nosso entendimento aumentou rapidamente nos altimos
10 anos no que diz respeito & variedade funcional dessa vitamina em outros sistemas e
patologias. Além de sua importancia na regulacdo da fisiologia osteomineral, especialmente no
metabolismo do célcio, a 1,25 (OH)2D também esta envolvida na homeostase de diversos
processos celulares, como a sintese dos antibidticos naturais pelas células de defesa dos
mamiferos (HEWISON, 2010); modulacdo da autoimunidade e na sintese das interleucinas
inflamatorias (CANTORNA; MAHON, 2005); papel anti-oncogénico através da regulacao nos
processos de multiplicacdo e diferenciacdo celular (DEEB et al., 2007), e também no controle
da presséo arterial (LI et al., 2004).

A vitamina D é considerada um micronutriente essencial apenas em condicGes de baixa
exposicao a luz solar, pois pode ser obtida pela sintese cutanea na presenca de luz ultravioleta,
quando o composto 7-dehidrocolesterol passa a colecalciferol (D3) (STAMP, 1974). A
vitamina D pode estar presente em alguns alimentos e suplementos alimentares, entretanto
apenas cerca de 20% das necessidades corporais diarias sdo supridas pela alimentacéo, fato que
diferencia a vitamina D das demais vitaminas (HUOTARI; HERZIG, 2008).

As principais fontes através da alimentacdo, apenas 10% a 20% da vitamina D
necessaria, sdo a vitamina D3 (colecalciferol, de origem animal, que também esta presente nos

peixes gordurosos de agua fria e profunda, como o atum e o0 salméao) e a vitamina D2 (ergosterol,
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de origem vegetal, que encontra-se presente nos fungos comestiveis). Os restantes 80% a 90%
sdo sintetizados endogenamente (HOLICK, 2008). A vitamina D tanto obtida através da dieta
ou por ativacdo do 7-dehidrocolesterol, € encontrada na forma inativa, e deve ser ativada para

exercer as suas atividades biologicas.

3.2.1 Metabolismo da vitamina D

A vitamina D2 é uma molécula composta por 28 carbonos e pode ser sintetizada através
da irradiacdo UVB do ergosterol encontrado em fungos, enquanto que a vitamina D3 apresenta
27 carbonos e pode ser obtida através da irradiagdo UVB do 7-dehidrocolesterol proveniente
da lanolina (HOLICK, 2007).

A pele é o unico local do corpo humano capaz de produzir vitamina D. A propria
vitamina D ou 7-dehidrocolesterol é sintetizada tanto pela derme quanto pela epiderme
(PREMAOR; FURLANETTO, 2006). A luz ultravioleta situada entre 290 nm e 315 nm
(UVB), conjuga duplas pontes de hidrogénio nos carbonos C5 e C7, sintetizando assim, a pré-
vitamina D. Uma vez sintetizada, a pré-vitamina D forma homodimeros em aproximadamente
24 horas, transformando-se em vitamina D. Como este processo ocorre principalmente proximo
ao leito capilar, 0 mesmo nao é influenciado por alteracdes de temperatura externas ao corpo
humano (HOLICK, 1995).

Todos os derivados do colecalciferol sdo lipossollveis e circulam principalmente
ligados a uma globulina denominada Proteina Ligadora da Vitamina D (DBP), cuja funcéo é o
transporte dessas moléculas hidrofébicas a varios d6rgdos-alvo (HOLICK, 1995; LEVINE,
2003). No entanto, a vitamina D também pode circular ligada a albumina (VERBOVEN, 2002).

Uma vez ingerida, a vitamina D é absorvida no intestino delgado e incorporada a
quilomicrons para ser levada ao figado. A partir desse momento, o metabolismo torna-se igual
ao da vitamina D sintetizada pela pele,sendo aproximadamente, 75% da vitamina D circulante
convertida a 25(OH)D em sua primeira passagem pelo figado pela hidroxilagdo no carbono 25
(HOLICK, 1995).

Essa hidroxilacdo é mediada por uma enzima microssomal D3-25-hidroxilase (25-
OHase) da superfamilia do citocromo P450 (CYP450) denominada CYP2R1, dando origem a
25-hidroxivitamina D ou calcidiol (25(OH)D3 e 25(0OH)D2). Apos esta etapa de hidroxilacao
este composto é transportado para os rins, onde é produzida a 1,25(0H)?D, que é sua forma

ativa. A CYP2R1 é uma enzima expressa preferencialmente no presente no reticulo
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endoplasméatico das células hepaticas, mas também presente nas células testiculares
(PROSSER; JONES, 2004 BLOMBERG et al., 2010; THORNE-LYMAN; FAWZI, 2012). No
entanto, essa reacdo pode ocorrer em outros tecidos incluindo pele, intestino e rim (FRASER,;
KODICEK, 1970).

Nos rins, mais precisamente nas mitocondrias dos tubulos contorcidos proximais,
encontra-se presente a enzima lo-hidroxilase, conhecida como CYP27B1 (cytochrome p450
27B1 enzyme, uma enzima que €é codificada pelo gene CYP27B1, catalisadora da hidroxilacéo
de calcidiol para a forma bioativa da vitamina D), que é uma ferredoxina renal e faz parte do
citocromo P450 (OMDAMHL et al., 2001). Esta enzima tem como fungéo converter a 25(OH)D
em la,25dihidroxivitamina D [1,25 (OH)?D] ou calcitriol, a forma mais ativa deste hormonio
(HAUSSLER; MCCAIN, 1977). A CYP27B1 é expressa nas células dos tabulos renais
proximais, onde a grande parte do calcitriol necessario ao metabolismo sistémico € sintetizado
(NORMAN, 2008). A CYP27B1 também encontra-se presente em outros tecidos, entre eles
estdo as células da prostata, da mama, do colon e células do sistema imune, células beta-
pancreaticas, paratireoides, placenta, cérebro, células endoteliais e queratindcitos. Nos rins, a
expressao do gene CYP27B1 é regulada principalmente pelos niveis séricos do paratorménio
(PTH), fésforo, fator de crescimento do fibroblasto 23 (FGF-23) e pela proteina Klotho, sendo
estimulada pelo primeiro e suprimida pelos demais (WOHRLE et al., 2011). Entretanto, nos
outros tecidos, a 1,25(0OH)?D exerce funcgdes paracrinas e autocrinas, nesses casos a regulacio
da CYP21B é PTH independente, ficando regulada principalmente por citocinas e fatores locais
especificos de cada célula, como interferon gama e interleucina 1 (HEWISON, 2010).

Aparentemente a vitamina D também gera aproximadamente 20 a 25 metabdlitos. Fora
a 1,25(0OH)’D, onde o0s mais importantes seriam 24R,25-dihidroxivitamina D; 24,25-
hidroxivitamina D e 24S,25-dihidroxivitamina D, 0s mesmos também sdo formados no rim, s6
que pela enzima 25-hidroxivitamina D-24-hidroxilase. Esses metabdlitos ainda ndo possuem a
acdo bioldgica bem definida, porém podem corresponder a forma inativa da 25(0OH)D
(NORMAN, 2001; VAN LEEUWEN et al., 2001; HENRY, 2001).

Estudos demonstraram que o rim ndo é unico 6rgdo com capacidade de converter
25(0H)D em 1,25(0H)?D. Numerosas células e tecidos expressam a la-hidroxilase in vitro;
nos seres humanos, essas fontes extra renais so contribuem significativamente para a circulacéo
dos niveis de 1,25(0OH)?D durante a gravidez, na insuficiéncia renal cronica e em patologias
como: sarcoidose, tuberculose, doencgas granulomatosas e artrite reumatoide (VALDIVIELSO,;
FERNANDEZ, 2006) (Figura 4).
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Figura 4 - Metabolismo da vitamina D e seus principais efeitos biol6gicos
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Fonte: DEEB et al. (2007).

A 25(0OH)D mantém niveis constantes e sua dosagem no soro é bastante fidedigna do
pool de vitamina D. A sua meia vida é de aproximadamente duas a trés semanas. Ja a
1,25(0H)?2D é influenciada por mecanismos de retro-alimentacao, com niveis séricos variados
e sua meia-vida é de aproximadamente 6 horas (HOLICK, 1995). Nesse contexto, o nivel sérico
da 25(OH)D é considerado o melhor analito para determinar o estado da vitamina D
(CAVALIER et al., 2009).

3.2.2 Funcoes Biologicas da Vitamina D

A vitamina D tem sido apontada como um importante regulador de diversas fungdes no
organismo, o conhecimento da sua importancia fisiologica aumenta a preocupagdo sobre 0s
riscos da deficiéncia da mesma, principalmente nas mées e seus recém-nascidos. A funcéo

classica da vitamina D esta relacionada com a regulacdo da homeostase do calcio, quando
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estimula o transporte ativo de calcio do duodeno para corrente circulatéria e aumentando a
absorcdo de fdésforo. Na manutencdo da massa 0ssea, essa vitamina atua ocasionando a
mineralizacdo normal do 0sso e atuando tanto na maturacdo do coldgeno, como da matriz
extracelular (OMDAHL et al., 2001). Sua acdo juntamente com a do paratorménio (PTH),
promove ativagcdo e maturacgdo, resultando assim, a mobilizacdo de célcio dos 0ssos para
corrente sanguinea, e nos rins é responsavel por ajudar na reabsor¢éo de célcio e classificando
os individuos como: deficientes, insuficientes ou suficientes em vitamina D (NORMAN;
BOUILLON, 2010; HOLICK et al., 2011).

Segundo a Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia (SBEM),
concentragfes acima de 30 ng/mL de 25(OH)D sdo desejaveis e devem ser as metas para
populacdes de maior risco, porque acima dessas concentracdes, os beneficios da vitamina D séo
mais evidentes, especialmente no que se refere a doencas osteometabolicas (MAEDA et al.,
2014), mas também para a correcdo do hiperparatiroidismo secundario, juntamente com a
reducdo do risco de quedas e fraturas e a méxima absorcéo de célcio (DAWSONHUGHES et
al., 2005; NORMAN; BOUILLON, 2010; HOLICK et al., 2011). Dessa maneira, concentracdes
séricas abaixo de 20 ng/mL (50 nmol/L) sdo classificadas como deficiéncia, entre 20 e 29 ng/mL
(50 e 74 nmol/L) como insuficiéncia e entre 30 e 100 ng/mL (75 e 250 nmol/L) como
suficiéncia. Niveis altos do PTH, provocam um aumento da reabsorcao dssea liberando calcio
para a corrente sanguinea para manter a homeostase do calcio, condicdo conhecida como
hiperparatireoidismo secundario (PETERS; MARTINI, 2014).

Concentrages séricas de 25(0OH)D abaixo de 30 ng/mL (75 nmol/L) sdo consideradas
por muitos estudiosos como hipovitaminose D (HOLICK, 2007; VIETH et al., 2007), sendo
reconhecido pelas diretriz da Endocrine Society (HOLICK et al., 2011). A deficiéncia e/ou
insuficiéncia da vitamina D é comum em todas as faixas de idade, nas diferentes racas e na
populacdo de paises mesmo com diferentes latitudes, apesar disso existem fatores de risco para
a hipovitaminose, tais como: a presenca de doencas 6sseas, renais ou gastrintestinais, e também
0 uso de determinadas medicacBes, entre outras situacfes clinicas (PREMAOR,;
FURLANETTO, 2006).

Dados clinicos emergentes sugerem que a vitamina D pode desempenhar um papel
efetivo na resposta imune, cardiovascular, fisiologia renal e prote¢do contra alguns canceres
(GARG et al., 2012). A vitamina D também desempenha fun¢des em uma variedade de agdes
biologicas além da homeostase do célcio, fosforo e manutencdo da massa 0ssea, como a

proliferacdo e diferenciagdo celular e propriedades imunorregulatérias (HAYES et al., 2003).
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Além disso, a vitamina D pode ter funcbes anti-inflamatorias, como a reducdo de citocinas
produzidas pelas células T e da producdo de imunoglobulinas pelas células B (DANIEI et al.,
2005).

Por outro lado, as a¢fes da vitamina D na fisiologia sistémica podem ser evidenciadas
a partir dos estudos moleculares de microarranjos (microarrays) e também a analise in silico,
0s quais mostram que a 1,25(0H)?D tem efeito regulatério em mais de 900 genes-alvos

potenciais, correspondendo a cerca de 3% do genoma humano (WANG et al., 2005).

3.2.3 Hipovitaminose D

A hipovitaminose D constitui um problema de salude publica no Brasil, onde pode
exceder mais de 90% dos individuos, dependendo da populacdo estudada (MITHAL et al.,
2009). Para o diagnostico da hipovitaminose D, h& o consenso de que a 25(OH)D ou calcidiol
é 0 metabdlito mais abundante e o que melhor indica a avaliacdo do status de vitamina D.

Os grupos mais estudados em relacdo a hipovitaminose D sdo o0s idosos e as gestantes,
com uma prevaléncia de 20 a 100%, dependendo da populacdo avaliada. Esses estudos
decorrem de varios fatores, dentre os quais o fato de que poucos alimentos contém quantidades
significativas desta vitamina, como também a recomendac&o de evitar a exposicao ao sol e/ou
uso de bloqueadores solares, que impede a transformacgdo na pele de pré-vitamina D em
vitamina D3 (HOLICK et al., 2011; SCHLEICHER et al., 2011) (Quadro 2).



Quadro 2 - Fatores de risco e causas associados a hipovitaminose D.

27

Fatores

Causas

Pouca exposicédo a luz UVB

Uso excessivo de roupas

Paises de pouca insolacdo (alta latitude)
Pouca penetracao da luz UVB durante o
inverno na atmosfera

Uso de bloqueadores solares
Confinamento em locais onde ndo ha
exposicdo a luz UVB

Diminuicdo da capacidade de sintetizar
vitamina D pela pele

Envelhecimento
Fototipo
Raca amarela

Doencas que alteram o0 metabolismo da
25-hidroxivitamina D ou 1,25-

Fibrose cistica
Doencas do trato gastrintestinal

dixidroxivitamina D Doencas hematologicas
Doengas renais
Insuficiéncia cardiaca

Imobilizagdo

Fonte: Premaor e Furlanetto (2006).

Estudos ecoldgicos envolvendo a relacdo entre luz do sol ou latitude, relacionam os
niveis da vitamina D, conhecida por modular a auto-imunidade, com a apari¢cdo de doencas.
Pesquisas observacionais ttm demonstrado sua importancia em varias doencas, como esclerose
maultipla (SMOLDERS et al., 2008) ou artrite reumatdide (MERLINO et al., 2004).

3.2.4 Efeito Imunomodulador da Vitamina D

Finsen recebeu no ano de 1903 o prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina por
demonstrar que a exposicdo do sol era benéfica para os pacientes que apresentavam lupus
vulgaris. Durante décadas sabia-se que a exposi¢cdo ao sol era benéfica aos pacientes com
tuberculose. Esse fato foi explicado mais tarde, com o papel da catelicidina, um peptideo
produzido pelos mondcitos e macréfagos, que apresentam na sua superficie dos receptores
Toll-like, estes desencadeiam atividade antimicrobiana direta contra bactérias intracelulares. A
ativacdo destes receptores aumenta a expressdo do receptor de vitamina D e dos genes da
25(OH)lo-hidroxilase. Isto conduz a inducdo do peptideo antimicrobiano catelicidina a
eliminar o Mycobacterium tuberculosis intracelular. A producdo de catelicidina para quando os
niveis extracelulares de 25(OH)D estdo abaixo de 20 ng/mL (LIU et al., 2006).

O papel fisioldgico da vitamina D no sistema imune ainda ndo estd completamente
esclarecido. Animais e seres humanos com deficiéncia de vitamina D tém um risco aumentado

para infeccgdes, possivelmente devido a funcdo macrofagica deficiente (SILVA et al., 1993). A
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producdo ectopica de 1,25(0OH)?D3 por macréfagos e mondcitos ativados em doencas
granulomatosas, bem como a presenca dos receptores de vitamina D (VDR) em células e tecidos
ndo relacionados ao metabolismo e a homeostase 0ssea, além da diminuicdo da atividade
antimicrobicida em macrofagos e mondocitos observada em individuos com raquitismo, chamou
atencdo para o papel da vitamina D no sistema imunoldgico (BERTOLINE; TZANNO-
MARTINS, 2000).

No sistema imunoldgico, a 1,25(0H)?D apresenta importante papel imunorregulatério
autocrino em varias células: CD4+, CD8+, linfocitos T e células apresentadoras de antigenos.
Onde participa da regulacdo da diferenciacdo das celulas precursoras em células mais
especializadas do sistema monocitico-macrofagico e no estimulo a expressao dos genes que
codificam a catelicidina e a o e B-defensinas, antimicrobianos sintetizados pelas células do
sistema imune de mamiferos (HEWISON, 2010). Paradoxalmente esse efeito estimulador da
defesa imunoldgica inespecifica, contrasta com a inibicdo do sistema imune antigeno-
especifico, a funcdo monocitica como célula apresentadora de antigeno parece diminuir,
levando a diminuicdo da expressao de antigenos HLA classe Il e a inibi¢do da producdo de IL-
1, 1l-6 e fator de necrose tumoral (XU et al., 1993).

A 1,25(0OH)?D também atua na modulac&o da autoimunidade, mantendo equilibrio entre
as respostas Thl (celular) e Th2 (humoral). Em situacdes onde sdo encontradas baixas
concentracfes de 25(0OH)D, o sistema imunolégico predispde o desenvolvimento de células T
autorreativas, que sdo direcionadas contra tecidos do proprio organismo e favorece também a
sintese de interleucinas pro-inflamatorias (IL-12, interferon gama), predispondo-o a um risco
aumentado de desenvolver doencgas autoimunes, como: diabetes melito tipo 1, artrite
reumatoide, esclerose multipla e doencas inflamatodrias intestinais (HEWISON, 2010).

A vitamina D pode interagir com o sistema imunoldgico atraves de sua ac¢do sobre a
regulacdo e a diferenciacdo de células como linfocitos, macrofagos, e células NK, além de
interferir na produgdo de citocinas in vivo e in vitro. Destacam-se entre os modelos
imunomoduladores demonstrados: diminuicdo da producdo da interleucina 2 (IL-2), do
interferon gama (INFy) e do fator de necrose tumoral (TNF); a inibicdo da expressdo da
interleucina 6 (IL-6); e as inibi¢Oes da secre¢do e producdo de auto-anticorpos pelos linfocitods
B (MARQUES et al., 2010). Menores niveis de citocinas circulantes levam a menor
apresentacdo de antigenos pelas células dendriticas, além de menor recrutamento e proliferagdo
de linfocitos T (ANANTAPREECHA et al., 2005).
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A producdo de citocinas caracteristicas da resposta do tipo Th2, incluindo a IL-4, é
aumentada pela vitamina D e a producdo de IL-2, TNF-a e IFN-y ¢ reduzida. Desta forma,
observa-se que a vitamina D polariza a resposta imune para o tipo TH2, em detrimento da
resposta Th1 que promoveria uma depuracao mais eficiente de varias infecc¢des virais, incluindo
hepatite B e dengue (MULLER et al., 1991; BELLAMY et al., 1999; LOKE et al., 2002).

Em relagcdo a estudos da vitamina D e os arbovirus, foram encontrados niveis
aumentados de receptores de vitamina D no plasma de pacientes com dengue grave quando
relacionados ao grupo controle (ALBUQUERQUE, 2007).
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar os niveis de 25 (OH) vitamina D em pacientes acometidos por infec¢do causada

pelos virus Chikungunya e Zika.

4.2 Objetivos Especificos

a) Realizar testes soroldgicos para IgM e 1gG das infecgdes por arbovirus, visando

selecionar os grupos de trabalho;

b) Avaliar os niveis de 25(OH) vitamina D nas amostras selecionadas dos pacientes

portadores dos virus Chikungunya e Zika;

c) Verificar se existe associacdo entre a sintomatologia e a dosagem de vitamina D em

pacientes infectados por Chikungunya e Zika.
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5 METODOLOGIA

5.1 Populacéo de estudo

O estudo foi realizado no estado da Paraiba, em parceria com a Secretaria de Salde do
Estado. Foram incluidos 181 pacientes em dois grupos de analise, os quais dois pacientes ndo
apresentaram dados completos para os resultados de sorologia (Tabela 2). O primeiro foi
constituido de 91 individuos adultos com sintomatologia para Chikungunya ou Zika, sendo a
inclusdo dos pacientes e obtencdo de amostras bioldgicas realizadas em Marco de 2016, na
cidade de Arara. Posteriormente, em Julho de 2016, para a formagao do segundo grupo, foram
realizadas coletas de amostras bioldgicas de 46 mées que tiveram algum sintoma de infec¢édo
por Zika durante a gravidez, e 42 bebés com microcefalia, em outras 14 cidades da Paraiba:
Monteiro, Princesa Isabel, Itaporanga, Cajazeiras, Souza, Catolé do Rocha, Pombal, Patos,
Picui, Esperanga, Guarabira, Mamanguape e Itabaiana.

Tabela 2 — NUmero de pacientes incluidos nos dois grupos

do estudo.
Total

Grupo 1: Sintomatologia ativa 91
Gravidas 21
N&o gravidas 58
Homens 12
Grupo 2: Maes e filhos 88
microcefalicos

Bebés com microcefalia 42
Maes 46

Fonte: Elaborada pela autora (2017);

5.2 Consideracdes Eticas

O projeto obteve aprovacdo do comité de ética em Novembro de 2016, sob o titulo
“Identificagao de alvos moleculares em infecgdes por Arbovirus e doencgas correlatas”, CAAE:
61603316.7.0000.5208, Parecer No. 1.815.581. Todos os pacientes assinaram o0 Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido declarando estar cientes da proposta do projeto e

concordando com a coleta das amostras biologicas e dados clinicos e socio-demograficos.
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5.3 Obtenc¢édo das Amostras

O sangue foi coletado por puncao venosa a vacuo, em tubo seco com gel separador e em
tubo com anticoagulante (EDTA), para posterior centrifugacéo e separacao dos soros e plasmas,
respectivamente, tanto para as dosagens das imunoglobulinas 19gG e IgM dos pacientes (dos
arbovirus em estudo), como para a dosagem da 25-(OH)vitamina D, através do kit comercial
ARCHITECT 25-OH Vitamin D (Abbott Laboratories), um imunoensaio de microparticulas
por quimioluminescéncia (CMIA) para a determinagdo quantitativa da 25-hidroxivitamina D
(25-OH vitamina D) em soro ou plama humanos. Os soros e os plasmas foram estocados a -
80°C no Laboratdrio de Imunopatologia Keizo Asami, até o0 momento da realizacao de todas as

dosagens.

5.4 Processamento das amostras

As dosagens das imunoglobulinas 1gG e IgM tanto para 0 ZIKV como para 0 CHIKV,
foram realizadas no setor de Virologia do LIKA, utilizando kits comerciais da marca
EUROIMMUN Diagnoéstico Medico-laboratorial Brasil, que utiliza a técnica de ELISA
(Enzyme Linked Immunono Sorbent Assay) para a realizagdo dos exames, e tem 0 seguinte
principio para o teste:

- Em uma segunda etapa, os anticorpos ligados sdo detectados utilizando autoanticorpo
marcado com peroxidase.

- Em uma terceira etapa, 0s anticorpos tornam-se visiveis usando-se o cromadgeno, que é capaz
de proporcionar uma reacdo de cor. A intensidade da cor produzida é proporcional a
concentracdo de anticorpos na amostra de soro.

- O ELISA monoespecifico (com um unico antigeno), proporciona material “in vitro”
quantitativo para detec¢@o de anticorpos. O perfil de ELISA proporciona um material “in vitro”
semiquantitativo, para detec¢do de diferentes anticorpos em uma Gnica microplaca.

- A fase sdlida do Pool ELISA é coberta com uma composi¢do de antigenos, para deteccéo
semiquantitativa de anticorpos cuja especificidade deve ser investigada em sequéncia através

de material monoespecifico.
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5.5 Dosagem de Vitamina D

As amostras foram dosadas utilizando o kit ARCHITECT 25-OH Vitamin D (Abbott
Laboratories), um imunoensaio de microparticulas por quimioluminescéncia (CMIA) para a
determinacdo quantitativa da 25-hidroxivitamina D (25-OH vitamina D) em soro ou plasma
humanos. A realizacéo do ensaio foi feita sequindo as orientagdes do fabricante, na Unidade de
Laboratdrio e Analises Clinicas do HC/UFPE. No teste, a amostra, o diluente do ensaio e as
microparticulas paramagnéticas revestidas de anticorpos anti-vitamina D sdo combinados. A
25-OH vitamina D presente na amostra se solta da proteina de ligacdo da vitamina D e liga-se
as microparticulas revestidas de anticorpos anti-vitamina D, formando um complexo antigeno-
anticorpo. Apés a incubacdo, um conjunto contendo vitamina D marcada com acridinio é
adicionado a mistura de reacdo e liga-se aos locais de ligacdo ndo-ocupados das microparticulas
revestidas de anticorpos anti-vitamina D. Ap6s nova incubacdo e lavagem, as solugdes pré-
ativadora e ativadora sdo adicionadas a mistura de reacdo.A reagdo quimioluminescente
resultante € medida em unidades de luz relativas (RLUs). H4 uma relacdo entre a quantidade de
25-OH vitamina D na amostra e as RLUs detectadas pela 6tica do ARCHITECT iSystem. Os
resultados foram calculados automaticamente com base na curva de calibragdo previamente
estabelecida. Foram dosados juntamente com as amostras, soros controles de qualidade interno
em trés niveis (baixo, médio e alto), que tiveram seus valores compativeis com o esperado,
garantindo assim, a qualidade dos ensaios. O ensaio ARCHITECT 25-OH Vitamin D possui
linearidade de 3,4 a 155,9 ng/mL, a sensibilidade do ensaio definida como o valor mais baixo

diferente de zero, é de 1,6 ng/mL.

5.7 Andlise estatistica

A anélise estatistica foi feita utilizando o programa GraphPad Prism version 7.0
(GraphPad Software, CA). O teste Chi-square e Exato de Fisher foram usados para analisar 0s
dados demograficos ANOVA One-Way e teste t-Student foram feitos para investigar a

significancia da hipotese. Valores p<0.05 foram considerados estatisticamente significativos.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho avaliou os niveis de vitamina D em pacientes com sintomatologia
de infeccdo por arboviroses (zika e chik). Para tanto, foram realizados testes de sorologia para
identificar anticorpos contra os virus da dengue, zika e chikungunya. Tal arboviroses tem
causado epidemias em Varios paises da América Latina e do pacifico, afetando gravidas com
um amplo espectro de resultados (RODRIGUEZ-MORALES, 2016; MUSSO; GUBLER,
2016). Ha& um crescente corpo de evidéncias que sugerem que ZIKV é responsavel por
complicagBes congénitas graves, constituidas principalmente por microcefalia, porém a
extensdo das complicag¢fes congénitas relacionadas a ZIKV €, no entanto, ainda uma questéo
de debate, principalmente porque uma pequena proporc¢do dos casos foi totalmente investigada
(PANCHAUD et al., 2016). Por outro lado, o CHIKV tem levado a altos indices de morbidade
devido & sua sintomatologia (FARIA et al., 2016).

No grupo 1, é possivel observar altas taxas de infecgdo por arboviroses, apesar de
homens terem sido em menor nimero no estudo e menos afetados pelo ZIKV. Por outro lado,
apesar de 93% das mées do grupo 2 apresentaram positividade para infeccdo pelo ZIKV, apenas
26% das criangas apresentam anticorpo contra o ZIKV (Tabela 3).

Tabela 3 - Caracterizagdo da populacio estudada de acordo com o percentual de positividade para infecgdo por
ZIKV, CHIKV ou DENV através de testes soroldgicos.

Total ZIKV* (%) CHIKV* (%) DENV* (%)

Grupo 1: Sintomatologia ativa 91 73 (80) 80 (88) 86 (95)
Gravidas 21 15 (71) 17 (81) 19 (90)
N&o gravidas 58 50 (86) 51 (88) 57 (98)
Homens 12 8 (66) 12 (100) 10 (83)
Grupo 2: Maes e filhos 88 54 (61) 20 (23) 54 (88)
microcefélicos

Bebés com microcefalia 42 11 (26) 5(12) 13 (31)
Maes 46 43 (93) 15 (33) 41 (89)

Fonte: Elaborada pela autora (2017).

Em 2016 foram confirmados 130.701 casos de Zika no Brasil, e no corrente ano, até o
final de janeiro, 58 novos casos foram confirmados. Em relacédo as gestantes, foram registrados
69 casos provaveis, destes, 7 confirmados (BRASIL, 2017). Em um estudo realizado nas Ilhas
Yap, na Micronésia, foram encontradas as taxas de 17,9% e 11,4% de mulheres e homens
respectivamente infectados pelo ZIKV para cada 1.000 habitantes, ou seja, 0 percentual foi

maior entre as mulheres do que entre os homens, em contraste a prevaléncia de anticorpos IgM
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contra o ZIKV foi maior nos participantes do sexo masculino (77% x 68%) (DUFFY et al.,
2009).

Em relacdo a chikungunya, segundo o Gltimo boletim epidemiolégico da Secretaria de
Vigilancia em Saude, em 2016 foram comprovadas 151.318 pessoas infectadas pelo CHIKV
no Brasil, com 196 6bitos, sendo 58 em Pernambuco e 34 na Paraiba. Em 2017, até o dia 30 de
janeiro, foram confirmados 564 novos casos, com um 6bito na Bahia (BRASIL, 2017). A
maioria das infec¢bes por CHIKV que ocorrem durante a gravidez ndo levam a transmissao do
virus para o feto; mas se a viremia ocorre no momento do parto pode levar a complicacGes que
incluem doengas neuroldgicas, miocardicas e hemorragia (STAPLES et al., 2009).

A dosagem de vitamina D foi realizada em todos os pacientes do estudo (Figura5), e 0s
resultado analisados de acordo com o valor de referéncia determinado pelas sociedades
internacionais e de acordo com a metodologia de HOLICK et al., (2011). Neste estudo, um total

de 58,56% dos pacientes avaliados apresentou valores suficientes de vitamina D.

Figura 5- Dosagem de vitamina D realizada em todos os individuos incluidos no estudo.
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Fonte: Dados da pesquisa (2017).
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6.1 Anélise da concentracdo de Vitamina D em pacientes adultos com sintomatologia de

fase aguda para infecgdo por arboviroses

Dentre os pacientes adultos, 67,74% apresentaram positividade para ZIKV-IgG,
DENV-IgG e CHIKV-IgM. Um total de 79,56% dos pacientes foram positivos para ZIKV-IgG,
dos quais apenas 2 foram negativos para DENV-IgG. Nenhum dos pacientes apresentou
resultado positivo para ZIKV-IgM. No entanto, para chikungunya 87,09% dos pacientes
apresentaram positividade para IgM, dos quais um paciente também apresentou IgM positivo
para DENV. Em relacdo aos niveis de vitamina D, 59,46% dos pacientes adultos ZIKV-1gG*
apresentaram valores suficientes, enquanto 36,48% foram insuficientes e 4,05% foram
deficientes. Entre os pacientes ZIKV-1gG™ o percentual foi de 50% para valores suficientes de

vitamina D, enquanto que os outros 50% apresentaram valores insuficientes (Figura 6).

Figura 6 - Dosagem de vitamina D em adultos de acordo com a sorologia positiva para ZIKV.
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Fonte: Dados da pesquisa (2017).

Na Tabela 4 estdo representados os dados referentes a correlacéo entre a infeccéo pelo
virus Zika e a concentragéo de vitamina D. A anélise da influéncia da concentracgdo de vitamina
D foi realizada exclusivamente para o grupo de pacientes com infec¢do confirmada pelo virus
Zika.



Tabela 4 - Andlise da relacdo entre Vitamina D e sintomatologia em pacientes IgG positivos para o virus Zika.

ZIKV (1gG) Vitamina D em pacientes com ZIKV-1gG*

Sintomas Pos. (%) Neg. (%) Valordep RR(95% IC) Deficiente Suficiente Valordep RR(95% IC)
Afta
Presente 17 (23,29) 05 (27,78) 0,761 0,9521 08 (27,59) 09 (20,45) 0,575 1,255
Ausente 56 (76,71) 13 (72,22) (0,739-1,227) 21(72,41) 35 (79,55) (0,684 - 2,303)
Rash cutanea
Presente 34 (46,58) 11 (61,11) 0,303 0,891 08 (27,59) 26 (59,09) 0,009** 0,437
Ausente 39 (53,42) 07 (38,89) (0,725-1,096) 21(72,41) 18(40,91) (0,223 — 0,855)
Febre alta
Presente 54 (73,97) 14 (77,78) 1,00 0,961 19 (65,52) 35 (79,55) 0,275 0,668
Ausente 19 (26,03) 04 (22,22) (0,769 —1,202) 10 (34,48) 09 (20,45) (0,382 - 1,170)
Febre constante
Presente 19 (26,03) 06 (33,33) 0,563 0,929 08 (27,59) 11 (25,00) 1,00 1,083
Ausente 54 (73,97) 12 (66,67) (0,725-1,190) 21 (72,41) 33 (75,00) (0,580 - 2,022)
Mialgia
Presente 58 (79,45) 15(83,33) 1,00 0,953 25(86,21) 33 (75,00) 0,376 1,616
Ausente 15 (20,55) 3 (16,67) (0,752 -1,209) 04 (13,79) 11 (25,00) (0,664 — 3,936)
Cefaléia
Presente 46 (63,01) 16 (88,89) 0,047* 0,797 22 (75,86) 24 (54,55) 0,084 1,845
Ausente 27 (36,99) 02 (11,11) (0,667 —0,951) 07 (24,14) 20 (45,45) (0,911 — 3,736)
Olhos vermelhos
Presente 20 (27,40) 04 (22,22) 0,772 1,053 09 (31,03) 11 (25,00) 0,601 1,193
Ausente 53(72,60) 14 (77,78) (0,848 —1,309) 20(68,97) 33 (75,00) (0,657 — 2,163)
Dor retro orbital
Presente 27 (36,99) 07 (38,89) 1,00 0,984 14 (48,28) 13 (29,55) 0,139 1,590
Ausente 46 (63,01) 11(61,11) (0,795-1,218) 15(51,72) 31 (70,45) (0,915 - 2,762)
Artralgia
Presente 68 (93,15) 16 (88,89) 0,621 1,133 28 (96,55) 40 (90,91) 0,642 2,059
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Ausente 05(6,85) 02(11,11) (0,701-1,832) 01 (03,45) 04 (09,09) (0,348 — 12,16)
Edema

Presente 41 (56,16) 09 (50,00) 0,792 1,051 16 (55,17) 25 (56,82) 1,00 0,961
Ausente 32 (43,84) 09 (50,00) (0,853 -1,293) 13(44,83) 19(43,18) (0,544 — 1,694)
Astenia

Presente 45 (61,64) 11 (61,11) 1,00 1,004 20 (68,97) 25 (56,82) 0,334 1,383
Ausente 28 (38,36) 07 (38,89) (0,814 -1,240) 09 (31,03) 19 (43,18) (0,736 — 2,595)
Voémito

Presente 20 (27,40) 8 (44,44) 0,168 0,849 07 (24,14) 13 (29,55) 0,789 0,843
Ausente 53(72,60) 10 (55,56) (0,656 —1,099) 22 (75,86) 31(70,45) (0,428 — 1,660)
Eritemas

Presente 27 (36,99) 05 (27,78) 0,586 1,082 09 (31,03) 18(40,91) 0,462 0,767
Ausente 46 (63,01) 13 (72,22) (0,885-1,324) 20(68,97) 26 (59,09) (0,409 — 1,435)
Parestesia

Presente 27 (36,99) 07 (38,89) 1,00 0,984 11 (37,93) 16 (36,36) 1,00 1,041
Ausente 46 (63,01) 11 (61,11) (0,795-1,218) 18(62,07) 28 (63,64) (0,583 —1,861)
Sangramento

Presente 05 (6,85) 01 (05,56) 1,00 1,042 01 (03,45) 04 (09,09) 0,642 0,486
Ausente 68 (93,15) 17 (94,44) (0,717 -1,513) 28(96,55) 40 (90,91) (0,082 —2,870)
Diarréia

Presente 19 (26,03) 10 (55,56) 0,024* 0,752 09 (31,03) 10(22,73) 0,586 1,279
Ausente 54 (73,97) 08 (44,44) (0,568 —0,996) 20(68,97) 34 (77,27) (0,710 — 2,303)
Paralisia dos

membros

Presente 04 (5,48) 00 (00,00) 0,581 1,261 04 (13,79) 00 (00,00) 0,021* 2,760
Ausente 69 (94,52) 18 (100,0) (1,133-1,404) 25(86,21) 44 (100,0) (2,018 - 3,775)
Conjuntivite

Presente 03 (4,11) 00 (00,00) 1,00 1,257 02 (06,90) 01 (02,27) 0,559 1,728
Ausente 70 (95,80) 18 (100,0) (1,131-1,398) 27 (93,10) 43 (97,73) (0,736 - 4,057)

Fonte: Dados da pesquisa (2017).
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A cefaléia e a diarréia foram os Unicos sintomas diretamente relacionados com a
presenca do Zika (p=0,047 e p=0,024, respectivamente). No entanto, a ocorréncia de cefaléia e
de diarréia ndo se relacionem com concentracdo de vitamina D (p=0,084 e p=0,586
respectivamente). Por outro lado, a ocorréncia de rash cutanea apresentou correlagdo com 0s
niveis de vitamina D (p=0,009), assim como paralisia dos membros (p=0,021), embora ndo
tenha sido encontrada significancia entre estes sintomas e a infecgéo pelo ZIKV.

A ocorréncia de febre apresentou comportamento curioso, visto que a febre alta é
observada igualmente em pacientes com ou sem ZIKV, sem correlacdo com a suficiéncia de
vitamina D. Por outro lado, a febre constante tem comportamento inverso, sendo igualmente
observada em ambos os grupos deficiente e suficiente, e ndo apresenta relagdo com a presenga
do virus. Similarmente, mialgia, dor retro orbital, astenia, parestesia, sangramento e
conjuntivite ocorrem indistintamente em pacientes com ou sem infeccao por Zika. O mesmo se
observa para parestesia e edema com relacao a suficiéncia ou deficiéncia de vitamina D, sendo
eventos completamente independentes.

No primeiro relato de Zika na Espanha, um paciente de 49, ao voltar da Colémbia,
apresentou diarréia como primeiro sintoma, acompanhado de febre leve (37,3 °C). O quadro
evoluiu com artralgia em mdltiplas articulagdes e dor retro orbital. O paciente ndo apresentou
dor de cabeca, rash cutaneo ou mialgia (BACHILLER-LUQUE et al., 2016). Este relato clinico
concorda com os achados apresentados da ocorréncia de diarreia, embora 0s pacientes néo
tenham apresentado estatisticamente febre constante. Outro caso relatado de paciente viajante
retornando a Suica, mulher 51 anos, apresentou rash cutdnea em vérias partes do corpo sem
nenhum outro sintoma de infeccédo sistémica. O quadro evoluiu com piora da rash, surgimento
de conjuntivite, edema nas extremidades e linfoadenopatia. O primeiro diagnostico realizado
através de testes rapidos ndo indicou presenca de nenhum dos arbovirus, no entanto poucos dias
apos o teste foi repetido e positivou IgG para o virus dengue. Através de RT-PCR e outro teste
soroldgico foi detectado o falso positivo para dengue devido a reagdo cruzada, sendo o
diagnéstico final de Zika (GINIER et al., 2016). Na popula¢do analisada neste estudo o virus
da Zika nao foi significativamente associado ao rash cutdneo ou ao edema. No entanto, a
correlacdo de rash com niveis de vitamina D pode indicar que futuros estudos em paises com
menores graus de exposic¢do solar tenham uma resposta diferente da encontrada neste estudo.

De acordo com dados da literatura, a ocorréncia de hemorragias (sangramento) em
pacientes de Zika é ausente (I00S et al., 2014). No entanto, 5 entre 74 pacientes ZIKV* deste

estudo apresentaram sangramento. Este dado torna-se epidemiologicamente importante devido
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a sua ocorréncia em particular na populacdo do Nordeste brasileiro - cenario do surto inédito
de microcefalia associada a infeccdo pelo ZIKV, podendo no futuro tornar-se um dado
tendencioso para ser estudado, caso ocorram novos surtos, principalmente nessa regido.
Diferentemente do grupo estudado para infeccdo pelo ZIKV, os pacientes infectados
por CHIKYV foram avaliados num periodo mais préximo da fase aguda da doenga, apresentando
reagdo positiva para IgM na maioria dos casos. Um total de 58% destes pacientes apresentaram
niveis de vitamina D suficiente, enquanto que 33,33% foram insuficientes e 3,7% foram
deficientes para vitamina D. Apenas 11,83% dos pacientes apresentaram sorologia negativa
para CHIKV, enquanto um paciente ndo apresentou resposta. Um percentual de 63,63% dos
pacientes CHIKV-IgM~ apresentaram niveis adequados de vitamina, enquanto 0s outros

36,35% foram insuficientes (Figura 7).

Figura 7- Dosagem de vitamina D em adultos de acordo com a sorologia para CHIKV.
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Fonte: Dados da pesquisa (2017).

Na Tabela 5 estdo apresentados os resultados da correlagdo entre a sintomatologia,
infeccdo por chikungunya e a concentracdo de vitamina D. Nesta anélise, nenhum dos sintomas
apresentou correlacdo estatistica com a infeccdo por CHIKV. J& em relacdo a vitamina D,
apenas rash cutanea apresentou significancia (p=0,024). Este resultado é similar ao observado
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com o virus Zika, o que pode indicar que os sintomas de pele em arboviroses estéo relacionados
a suficiéncia de vitamina D. Cefaléia e paralisia dos membros apresentaram valores de p
préximo da significancia (p=0,058 e p=0,073 respectivamente), embora apenas cefaléia tenha
sido igualmente observada em pacientes com ou sem CHIKYV. A ocorréncia de aftas, mialgia,
astenia, eritemas, alteracGes de visdo e sangramentos se comportou estatisticamente como a
cefaléia, estando igualmente distribuida entre pacientes com ou sem CHIKV. Febre constante,
olhos vermelhos, conjuntivite e sangramento foram observados igualmente nos dois grupos
analisados quanto a concentracdo de vitamina D.

Os sintomas clinicos descritos para infecgdo por Chikungunya excluem presenca de
edema ou sangramento (I00S et al., 2014). Na populacdo aqui analisada, dentre os individuos
CHIKV™, 43 de 80 pacientes reportou edema e somente 4 em 80 reportou sangramento. A
ocorréncia destes sintomas pode indicar um perfil diferencial de sintomatologia das arboviroses
no Nordeste brasileiro. J& um estudo do perfil clinico de 109 pacientes CHIKV™ na populacao
colombiana caribenha encontrou artralgia em até 82% dos pacientes; 72% de mialgia; 55% de
edema; febre em 89% dos pacientes; rash cutanea em 73%; cefaléia em 69%; vomito 19%;
sangramento em 5% e astenia em 82% dos pacientes (JALLER RAAD et al., 2016). Em
comparacdo com a populacdo estudada no presente trabalho, vale ressaltar aumento de
aproximadamente 10% na presenca de artralgia enquanto a febre é 16% menos frequente. Outra
diferenca consideravel esta na ocorréncia de rash cutanea e astenia, pelo menos 20% menor em

nossa populacéo.
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Tabela 5 - Andlise da relacdo entre Vitamina D e sintomatologia em pacientes IgM positivos para o virus Chikungunya.

CHIKV Vitamina D em pacientes com CHIKV-IgM*
Sintomas Pos. (%) Neg. (%) Valor de RR (95% IC) Deficiente Suficiente  Valordep RR(95% IC)
p

Afta

Presente 20 02 (18,18) 1,00 1,045 11 (32,35) 09 (19,57) 0,205 1,435
(25,00)

Ausente 60 09 (81,82) (0,890 - 1,228) 23 (67,65) 37 (80,43) (0,861 - 2,390)
(75,00)

Rash cutanea

Presente 38 07 (63,64) 0,354 0,925 11 (32,35) 27 (58,70) 0,024* 0,528
(47,50)

Ausente 42 04 (36,36) (0,793 - 1,079) 23 (67,65) 19 (41,30) (0,299 - 0,933)
(52,50)

Febre alta

Presente 59 09 (81,82) 0,723 0,950 23 (67,65) 36 (78,26) 0,314 0,744
(73,75)

Ausente 21 02 (18,18) (0,812 -1,111) 11 (32,35) 10 (21,74) (0,443 - 1,249)
(26,25)

Febre constante

Presente 23 02 (18,18) 0,721 1,065 10 (29,41) 13 (28,26) 1,00 1,033
(28,75)

Ausente 57 09 (81,82) (0,917 - 1,238) 24 (70,59) 33 (71,74) (0,592 - 1,802)
(71,25)

Mialgia

Presente 64 09 (81,82) 1,00 0,986 30 (88,24) 34 (73,91) 0,159 1,875
(80,00)

Ausente 16 02 (18,18) (0,820 - 1,186) 04 (11,76) 12 (26,09) (0,772 - 4,557)
(20,00)

Cefaléia
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Presente 54 08 (72,73) 1,00 0,971 27 (79,41) 27 (58,70) 0,058 1,857
(67,50)

Ausente 26 (2,50) 03 (27,27) (0,831 - 1,136) 07 (20,59) 19 (41,30) (0,934 - 3,693)

Olhos vermelhos

Presente 23 01 (09,09) 0,276 1,126 10 (29,41) 13 (28,26) 1,00 1,033
(28,75)

Ausente 57 10 (90,91) (0,989 - 1,283) 24 (70,59) 33 (71,74) (0,592 - 1,802)
(71,25)

Dor retro orbital

Presente 32 02 (18,18) 0,199 1,118 17 (50,00) 15 (32,61) 0,166 1,500
(40,00)

Ausente 48 09 (81,82) (0,971 - 1,286) 17 (50,00) 31 (67,39) (0,908 - 2,478)
(60,00)

Artralgia

Presente 73 11 (100,0) 0,591 0,869 32 (94,12) 41 (89,13) 0,692 1,534
(91,25)

Ausente 7(8,75) 00 (00,00) (0,799 - 0,944) 02 (05,88) 05 (10,87) (0,462 - 5,094)

Edema

Presente 43 07 (63,64) 0,748 0,953 21 (61,76) 22 (47,82) 0,260 1,390
(53,75)

Ausente 37 04 (36,36) (0,819 - 1,108) 13 (38,24) 24 (52,17) (0,814 - 2,372)
(46,25)

Astenia

Presente 49 07 (63,64) 1,00 0,988 23 (67,65) 26 (56,52) 0,359 1,323
(61,25)

Ausente 31 04 (36,36) (0,846 - 1,153) 11 (32,35) 20 (43,48) (0,755 - 2,317)
(38,75)

Vomito

Presente 23 05 (45,45) 0,303 0,908 08 (23,53) 15 (32,61) 0,457 0,762
(28,75)

Ausente 57 06 (54,55) (0,750 - 1,098) 26 (76,47) 31 (67,39) (0,407 - 1,428)
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(71,25)

Eritemas

Presente 28 04 (36,36) 1,00 0,993 10 (29,41) 18 (39,13) 0,478 0,774
(35,00)

Ausente 52 07 (63,64) (0,845 - 1,166) 24 (70,59) 28 (60,87) (0,434 - 1,378)
(65,00)

Parestesia

Presente 31(38,75 03 (27,27) 0,528 1,061 15 (44,12) 16 (34,78) 0,488 1,248

Ausente 49 08 (72,73) (0,915 - 1,230) 19 (55,88) 30 (65,22) (0,752 - 2,070)
(61,25)

Sangramento

Presente 06 00 (00,00) 1,00 1,149 02 (05,88) 04 (08,70) 1,00 0,771
(07,50)

Ausente 74 11 (100,0) (1,058 - 1,247) 32 (94,12) 42 (91,03) (0,241 - 2,463)
(92,50)

Diarréia

Presente 27 02 (18,18) 0,492 1,089 13 (38,24) 14 (30,43) 0,484 1,215
(33,75)

Ausente 53 09 (81,82) (0,944 - 1,256) 21 (61,76) 32 (69,57) (0,727 - 2,031)
(66,25)

Paralisia dos

membros

Presente 03 01 (09,09) 0,408 0,847 03 (08,82) 00 (00,00) 0,073 2,484
(03,75)

Ausente 77 10 (90,91) (0,479 - 1,500) 31 (91,18) 46 (100,0) (1,892 - 3,261)
(96,25)

Conjuntivite

Presente 02 01 (09,09) 0,324 0,752 01 (02,94) 01 (02,17) 1,00 1,182
(02,50)

Ausente 78 10 (90,91) (0,337 - 1,680) 33 (97,06) 45 (97,83) (0,288 - 4,842)

(97,50)
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Em junho de 2014 houve uma epidemia de Chikungunya no Suriname e os dados
clinico-epidemioldgicos de 180 pacientes foram analisados, demonstrando que 68% dos
pacientes infectados por CHIKV eram mulheres. Os sintomas estatisticamente associados a
presenca de CHIKV foram artralgia, cefaléia, dor nos dedos, febre, mialgia, rash cutanea,
coceira e dor nos olhos (VAN GENDEREN et al., 2016). H& discrepancia entre as significancias
encontradas na epidemia do Suriname e as reportadas pela populacdo estudada do Nordeste
brasileiro. Assim como na populacdo Colombiana, foi reportado sangramento (JALLER RAAD
ET al., 2016), indicando que talvez seja possivel observar alteracdo de comportamento
sintomatoldgico nas infeccdes mais recentes.

Apesar de ndo ter obtido significancia estatistica mais de 91% dos pacientes com
Chikungunya reportou artralgia. Dada a ocorréncia destes sintomas osteo-articulares, alguns
estudos ja tém indicado fazer suplementacdo com vitamina D. Dentre 159 pacientes franceses
20% realizou suplementacgéo, no entanto ndo se avaliou seu efeito adjuvante na terapia aplicada
(JAVELLE et al., 2015). Outro estudo fez uma revisdo do manejo clinico dos pacientes com
CHIKV e indica o uso de vitamina D para fortalecimento 6sseo (BALBIR-GURMAN;
KRUTIKOV; MANSON, 2016).

Considerados em conjunto, os dados gerais de sintomatologia para infec¢éo por ZIKV
e CHIKYV em adultos mostram que ndo ha diferencas consideraveis entre estas arboviroses. Este
dado observado nesta populacdo estudada corrobora com outros previamente reportados
(PATTERSON; SAMMON; GARG, 2016). Em ambas viroses a rash cutdnea esta
significativamente relacionada com a suficiéncia de vitamina D. Dada a consideravel
dificuldade em realizar o diagnostico diferencial baseando-se apenas nos sintomas, este estudo
ressalta o valor do diagnéstico sorolégico para adequar o manejo clinico dos pacientes.
Adicionalmente, como a sintomatologia clinica para ZIKV e CHIKV é similar, conforme
observado nos dados apresentados, o diagnostico soroldgico e molecular parece independer das
observacdes sintomaticas (MUSSO et al., 2015). E importante salientar que a populacio
estudada apresentou positividade para infeccGes prévias de Dengue, sendo mais dificil

determinar o quanto esta ocorréncia pode influenciar na presenca e na intensidade dos sintomas.
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6.2 Analise da concentracao de Vitamina D em maes e bebés com microcefalia

Mées e criancas com microcefalia foram avaliadas quanto a presenca de anticorpos
contra ZIKV, DENV e CHIKV assim como para os niveis de vitamina D. Trés mées nédo
apresentavam anticorpos para ZIKV ou CHIKV, apenas DENV-1gG*. Um total de 34,88% das
maes ZIKV-1gG+ eram CHIV-IgG®, dos quais 53,33% também eram CHIV-IgM®, indicando
uma possivel re-infec¢do. Dentre as criancas com microcefalia, apenas 23,91% eram ZIKV-
IgG™ e 11,90% eram CHIKV-IgG®. Dentre as criancas positivas para ZIKV-lgG, 36,36%
também eram DENV-IgG+ e m27,27% também eram CHIKV-1gG*. Apenas 1 crianca
apresentou positividade para CHIKV-IgM, sendo também CHIKV-1gG*. Nenhuma crianga
apresentou positividade para ZIKV-IgM ou DENV-IgM.

Dentre as 46 méaes envolvidas no estudo, 26 reportaram o periodo especifico da infeccao
na gravidez. Dentre estas, 50% ocorreu no primeiro trimestre de gestacdo; 42% durante o
segundo trimestre e somente 1 paciente aos oito meses de gravidez. Neste grupo de pacientes,
100% apresentaram IgG positivo para ZIKV; 88% IgG positivo para DENV e 42% positivos
para CHIKV IgG - sete destas pacientes foram também IgM positivos.

Um total de 60,87% das maes apresentavam valores suficientes e vitamina D no
momento da coleta, das quais 92,86% apresentaram ZIKV-lgG+. Por outro lado, 36,96% das
maes apresentaram valores insuficientes e 2,17% apresentou deficiéncia de vitamina D. Para as

criancas, 57,14% apresentaram niveis suficientes de vitamina D.
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Figura 8 - Dosagem de vitamina D em mades e criangas com microcefalia.
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Fonte: Dados da pesquisa (2017).

Nas tabelas 6 e 7 estdo representados os dados de dosagem de vitamina D em maes e
filhos, respectivamente. 57% das mées estavam infectadas por ZIKV e tinham vitamina D
suficiente. Para CHIKV a maioria das mées (39%) apresentou concentracdo de vitamina D
suficiente, mas ndo apresentaram sorologia positiva para o virus Chikungunya. N&o foi

encontrada significancia estatistica entre a presenca do virus e a concentracdo de vitamina D.
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Tabela 6 - Correlacdo entre concentracdo de Vitamina D em méaes de bebés com microcefalia e a infec¢do
por arboviroses.

VITAMINA D
Deficiente (%) Suficiente (%) Valordep RR
(95% 1C)

ZIKV

Positivo (%) 17 (37) 26(57) 1 1,186
(0,4277 — 6,59)

Negativo(%) 1(2) 2 (4)

CHIKV

Positivo (%) 5 (11) 10 (22) 0,7494 0,7949
(0,3335-1,679)

Negativo(%) 13 (28) 18 (39)

Fonte: Dados da pesquisa (2017).

As dosagens de vitamina D em criangas com microcefalia ndo se correlacionaram
estatisticamente com a presenca dos arbovirus. No entanto, é valido ressaltar que a maioria
(43%) das criancas apresentaram Vitamina D suficiente e sorologia negativa para ZIKV.
Comportamento semelhante foi observado para CHIKV: 50% dos bebés foram suficientes para

vitamina D e negativos sorologicamente para o virus.

Tabela 7 - Correlacéo entre concentragdo Vitamina D em bebés com microcefalia e infec¢do por arbovirus
ZIKV e CHIKV.

VITAMINA D
Deficiente Suficiente (%) Valordep RR
(%) (95% 1C)
ZIKV
Positivo (%) 5(12) 6 (14) 1 1,084
(0,4667 — 2,151)
Negativo 13 (31) 18 (43)
(%)
CHIKV
Positivo (%) 2 (5) 3(7) 1 0,925
(0,2613 - 2,107)
Negativo 16 (38) 21 (50)
(%)

Fonte: Dados da pesquisa (2017).

Varios estudos apontam o papel imunomodulador da vitamina D, sua deficiéncia foi
associada com diversas infeccBes como sepsis, pneumonia, bactérias resistentes, além de
infeccdes virais por influenza, virus da imunodeficiénica humana adquirida e virus da hepatite
tipos B e C (WATKINS; LEMONOVICH; SALATA, 2015). As evidéncias indicam que o

papel protetor da Vitamina D é desempenhado através de aumento de expressao de catelicidina
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e B-defensina 2 em fagocitos e células epiteliais. Deste modo, é sugerido que a suplementacéo
de vitamina D possa ser uma terapia adjuvante para tratamento de infeccoes (BORELLA et al.,
2014). A analise da concentracdo de vitamina D nos individuos envolvidos no presente estudo
foi justificada ndo somente pelo seu envolvimento em infec¢des virais, mas também porque foi
associada a doencas neuroldgicas, como disfuncdo cognitiva e doencas mentais (PLUDOWSKI
et al., 2013). Foi reportado que a deficiéncia de vitamina D e a infeccdo por herpes virus leva a
menor producdo da interleucina 10, havendo associagdo com o desenvolvimento de esclerose
multipla, uma desordem neurodegenerativa progressiva (HAYES; DONALD ACHESON,
2008).

Assim como as infeccBes pelos arbovirus, a infeccéo pelo virus influenza possui carater
sazonal. Foi observado que criangas (CANNELL et al., 2006) e adultos (FISMAN, 2012) com
deficiéncia de vitamina D tem maior predisposi¢cdo a contrair infeccGes sazonais. Um estudo
com criangas em idade escolar mostrou que a suplementagdo de vitamina D diminui
significativamente a susceptibilidade a infeccéo pelo influenza (URASHIMA et al., 2010).

Neste estudo, criancas com microcefalia foram avaliadas e apenas a minoria delas
apresentou infeccdo por Zika ou Chikungunya. Um estudo sugere que seja realizada
suplementagéo intensiva de vitamina D durante a gravidez para prevenir infeccdo pelo RSV,
uma vez que h& aumento de risco para infeccdo pelo virus respiratorio sincicial (RSV) em
criangas com niveis insuficientes de vitamina D (BELDERBOS; HOUBEN, 2011). Estudos
futuros precisam ser realizados a fim de confirmar se 0 mesmo comportamento se repete em
infeccdes por arbovirus, viabilizando uma estratégia potencialmente eficiente e de baixo custo
para prevenir ocorréncia de danos neurolégicos.

O grupo de virus mais estudados com relacdo a deficiéncia de vitamina D é o do virus
da hepatite. Enquanto em australianos a concentracdo de vitamina D ndo influenciou na resposta
viroldgica ou no estado de fibrose hepética de pacientes com hepatite C (KITSON et al., 2013),
em bulgaros mais de 80% dos pacientes HCV* tinham baixa dosagem de vitamina D. Observou-
se também que nos pacientes com deficiéncia de vitamina D havia maior carga viral, fibrose
hepatica e menor sucesso no tratamento (GEROVA et al., 2014). Duas meta-analises
corroboram com os dados encontrados pelo estudo bulgaro. Por um lado, a deficiéncia de
vitamina D associou-se a ocorréncia de fibrose hepatica avancada e menor probabilidade de
manter baixas cargas virais (GARCIA-ALVAREZ et al., 2014). Por outro lado, pacientes com
niveis de vitamina D acima de 30 ng/mL, ou aqueles que realizaram suplementacdo, obtiveram

sucesso em manter as cargas virais (VILLAR et al., 2013).
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A infeccdo pelo virus da hepatite B, assim como o HCV, foi associada a dosagem de
vitamina D. Baixos niveis de vitamina D foram significativamente associados a altos niveis de
replicacdo viral (FARNIK et al., 2013). Os pacientes infectados pelo HI\VV com baixa dosagem

de vitamina D sdo mais frequentemente sintomaticos e vitimas fatais (HAUG et al., 1994).
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7 CONCLUSAO

Os niveis de 25(OH)vitamina D apresentaram valores baixos na populacdo estudada
uma vez que a regido Nordeste, encontra-se nos tropicos, sob maior incidéncia solar em
comparagdo com os paises dos hemisférios Norte e Sul. No entanto, ndo houve correla¢éo dos
niveis da vitamina D com a infecgdo pelo ZIKV e CHIKV baseados nos atuais valores de
referéncia, levantando mais davidas sobre os niveis adequados para ativacdo imunorregulatoria
da vitamina D.

Os sintomas de cefaléia e diarréia estiveram relacionados a infecgdo por ZIKV,
enquanto os niveis de 25(OH)vitamina D foram relacionados com rash cutaneo tanto para
pacientes infectados por ZIKV quanto por CHIKV em pacientes adultos. Nao foi encontrada
diferenca estatistica para mées e criangas com microcefalia, no entanto ainda sdo necessarias
mais pesquisas para identificar os danos que podem ser causados pelos baixos niveis de
25(OH)vitamina D em criangcas com comprometimento neuroldgico, muscular, ocular, entre
outros.

Grande parte da populacédo estudada apresentou anticorpos contra DENV, o que leva a
mais questionamentos em relacdo ao efeito modulador do sistema imune previamente exposto
a infeccdo por Arboviroses. Este efeito poderia levar a grandes variacbes em relacdo a
sintomatologia e a resposta terapéutica, assim como relacionada a gravidade de alguns casos
reportados na literatura. Futuros estudos devem ser realizados numa coorte maior visando
determinar o papel da 25(OH)vitamina D como molécula imunomoduladora, desde os niveis

considerados suficientes até a regulagdo hormonal e enzimatica.
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