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Resumo

Objetivo: O presente estudo objetivou analisar as citocinas pró e anti-inflamatórias em
pacientes infectados pelo Zika vírus. Métodos: Através da Biologia de Sistemas, que contri-
buiu de forma a sumarizar os dados quantitativos complexos. Resultados: Observamos em
nossa pesquisa a elevação das citocinas IL-7, IL-9, IL-17a, RANTES, IP-10 e IL-1ra dos
indivíduos infectados pelo ZIKV na fase aguda, relacionadas à atividade de linfócitos T e B,
que indica uma possível proliferação desses tipos celulares mediante a infecção pelo ZIKV.
Conclusão: Constatamos que nas infecções pelo ZIKV não ocorre uma grande liberação de

citocinas, o que era esperado devido ao caráter benigno da doença.
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INTRODUÇÃO

O vírus Zika (ZIKV) é um patógeno veiculado principal-
mente por mosquitos, tendo sido descoberto em 1947 em
macacos "rhesus" na Floresta Zika de Uganda.(1)  Pertence
à família Flaviviridae que contém diversos vírus relaciona-
dos a enfermidades que acometem os seres humanos.(2)

Antes do grande surto que se iniciou no Nordeste bra-
sileiro em 2015 sugestivo de uma interação entre a infec-
ção por ZIKV com a microcefalia fetal e a síndrome de
Guillain-Barré, o ZIKV não era considerado um patógeno
humano relevante,(3,4) visto que anteriormente os casos de
infecção por ZIKV relatados na África, Ásia e Oceania se
restringiam a uma febre aguda.(5)

As pesquisas mostram que os vetores relacionados à
transmissão do ZIKV são as espécies do gênero Aedes,
principalmente o Aedes aegypti e Aedes albopictus.(6) En-
tretanto, foram descritas na literatura outras vias de trans-
missão de ZIKV, incluindo a transmissão sexual, perinatal,
congênita e por transfusão sanguínea.(7,8)  Segundo a atuali-
zação epidemiológica da Organização Pan-Americana da
Saúde, cinco países das Américas já notificaram casos de
transmissão sexual do ZIKV.(9)

1Pontifícia Universidade Católica de Goiás. Goiânia-GO, Brasil.
2Doutora. Pontifícia Universidade Católica de Goiás. Goiânia-GO, Brasil.

Instituição: Pontifícia Universidade Católica de Goiás. Goiânia-GO, Brasil.

Recebido em 22/05/2018

Artigo aprovado em 27/06/2019

DOI: 10.21877/2448-3877.201900708

Na maioria dos casos, a infecção humana por ZIKV é
assintomática, cerca de 20% das pessoas infectadas ma-
nifestam algum sintoma,(10) com período de incubação esti-
mado entre 3 a 14 dias.(11) Os sintomas apresentados são
cefaleia, artralgia, mialgia, erupção cutânea, conjuntivite não
purulenta e mal-estar, sendo estes comuns a outras
arboviroses e de curta duração.(12)

Contudo, na Polinésia francesa e nas Américas têm-
se relatado síndromes congênitas e condições neurológi-
cas, como a microcefalia, síndrome de Guillain-Barré e
encefalopatias associadas à infecção por ZIKV.(13,14) Até o
momento, a transmissão autóctone vetorial da doença do
ZIKV foi relatada em 48 países e territórios do continente
americano desde 2015.(9)

Em virtude desta emergência, os estudos sobre ZIKV
foram intensificados com o intuito de comprovar os mecanis-
mos de transmissão e patogênese, encontrar testes diag-
nósticos precisos, evidenciar a relação etiológica das sequelas
neurológicas com a infecção por ZIKV, para então desenvolver
tratamentos eficazes e até mesmo métodos profiláticos.(15)

As citocinas são moléculas hidrossolúveis de com-
posição glicoproteica ou polipeptídica extracelulares, de
tamanho variável entre 8 e 30 kDa, responsáveis por influ-
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enciar a proliferação, diferenciação, atividade e sobrevida
das células imunitárias, bem como regular a atividade e sín-
tese de outras citocinas, que podem atenuar (anti-inflama-
tórias) ou aumentar (pró-inflamatórias) a resposta inflama-
tória. De modo que o equilíbrio entre essas duas classes de
citocinas é fundamental na homeostasia e regulação do sis-
tema imune.(16,17)

A Biologia de Sistemas visa organizar e armazenar os
dados biológicos, de forma que são utilizados softwares, no
intuito de realizar sondagem de dados, processamento de
imagens, simulações computacionais e algoritmos, que de-
pendem de fundamentos teóricos, teoria de sistemas, teoria
da informação e da estatística.(18) O MATLAB é um destes
softwares da Biologia de Sistemas voltado para o cálculo
numérico, contendo em sua plataforma o gráfico "Box Plot"
utilizado para avaliar a distribuição empírica dos dados.(19)

Por conta da expansão de casos notificados em di-
versos países, a infecção pelo ZIKV tem sido considerada
uma doença endêmica e emergente.(20) Este trabalho
objetivou, através da Biologia de Sistemas, verificar a pro-
dução de citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-2, IL-5, IL-6,
IL-7, IL-9, IL-12p70, IL-15, IL-17A,RANTES, IL-8, TNFα, INF-
Y, EOTAXINA e IP-10) e anti-inflamatórias(IL-4, IL-10, IL-13
e IL-1ra), em indivíduos infectados pelo ZIKV, pois a com-
preensão do padrão imunitário na infecção pode ser bené-
fico na monitorização do curso da doença e na avaliação
da extensão da atividade inflamatória.

MATERIAL E MÉTODOS

População de estudo
A pesquisa foi realizada no município de Goiânia, sen-

do incluídos indivíduos com idade igual ou superior a 18 anos
e que apresentavam quadro clínico sintomatológico do ZIKV,
e excluídos os que apresentavam comorbidades capazes
de propiciar alterações na expressão das citocinas
pesquisadas.

Portanto, a população de estudo foi composta por um
banco de dados constituído de 176 indivíduos com suspeita
de infecção pelo ZIKV, entre fevereiro e março de 2016, que
tiveram suas amostras coletadas no Núcleo de Estudo e
Pesquisas Imunológicas (NEPY), localizado na área V da
Pontifícia Universidade Católica de Goiás, Goiânia, Goiás.
Todas as amostras foram analisadas para o ZIKV por PCR
em Tempo Real (RT-qPCR). O grupo controle, formado por
doadores saudáveis, foi constituído a partir de 49 amostras
selecionadas da Central Goiânia de Sorologia e Imuno-
hematologia.

Foram coletados de cada paciente 10 mL de sangue
com anticoagulante ácido etilenodiamino tetra-acético -
EDTA. Após a coleta, o sangue foi centrifugado por cinco
minutos a 2.500 rpm, e conduzido à capela de fluxo laminar
para separação do plasma. Esse foi armazenado em freezer

-80ºC e posteriormente utilizado para a extração do RNA
viral e dosagem de citocinas.

Considerações Éticas
Os indivíduos dispostos a participar voluntariamente

da pesquisa assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido , sob a prerrogativa do Comitê de Ética da PUC-
Goiás pelo parecer CAAE: 57696716.9.0000.0037.

Extração e detecção do RNA Viral
O RNA total foi obtido a partir do plasma dos pacien-

tes, através do kit QIAamp®Viral RNA Mini (QIAGEN, Hilden,
Alemanha). Todo o processo de extração ocorreu na capela
de fluxo laminar, com todos os cuidados referentes à extra-
ção de RNA, como a utilização de microtubos, pipetadores
e ponteiras RNase free.

O kit utilizado na detecção do RNA foi o Zika Vírus PCR
(Bioclin®, Lote 004, MS: 10269360300, Registro Anvisa
10269360300), desenvolvido segundo as recomendações
do CDC (Centers for Disease Control and Prevention, USA)
e que apresenta como gene alvo de amplificação a poli-
proteína 5’ UTR. A detecção do RNA viral e do controle da
extração nas amostras foi realizada pelo termociclador PCR
Real Time (Light Cycler® 480 II, Roche). A curva padrão e a
detecção do ZIKV foram obtidas pelo detector fluorescente
FAM (465-510 nm), e o controle pelo VIC (533580 nm).

Quantificação e análise das citocinas
A quantificação de citocinas foi realizada na Fundação

Oswaldo Cruz (Fiocruz) do Rio de Janeiro. As concentrações
das citocinas foram determinadas no plasma dos pacientes
por meio de um imunoensaio com microesferas do tipo
multiplex. As amostras foram avaliadas para IL-1β, IL-2, IL-5,
IL-6, IL-7, IL-9, IL-12p70, IL-15, IL-17A, IL-4, IL-10, IL-13 e IL-
1ra, RANTES, IL-8, TNFa, INF-Y, Eotaxina e IP-10, usando
um kit comercial (Lincoplex, Millipore, Missouri, USA) e um
analisador Luminex (Luminex®, MiraiBio, Alameda, CA).

As citocinas foram analisadas e apresentadas com o uso
da Biologia de Sistemas por meio da técnica de quartis aliado
a um gráfico Box Plot gerado pelo software interativo de alta
performance voltado para o cálculo numérico MATLAB.

Box Plot
A técnica do Box Plot trabalha com valores máximos

(V.máx), medianas, 1º, 2º e 3º quartis e valores mínimos
(V.mín). Os valores máximos e mínimos evidenciam o tama-
nho dos dados que serão trabalhados. A mediana se aplica
em séries extensas, sendo a posição central dos dados
ordenados de forma crescente ou decrescente, de manei-
ra que demonstra a dispersão de um grupo de dados. Já
os quartis são divididos em três conjuntos em que cada
um tem 25% dos dados da série. O primeiro quartil (1º Q)
está situado entre o (V.mín) e a mediana. O segundo quartil
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Figura 3. Perfil das citocinas pró-inflamatórias em indivíduos infectados

com o ZIKV e grupo controle. Boxplot (MATLAB).

Figura 4. Análise de IL-7. Boxplot (MATLAB).

Figura 5. Análise de IL-9. Boxplot (MATLAB).

(2º Q) ou mediana define a posição central da série. Já o
terceiro quartil (3º Q), está situado entre a mediana e o
(V.máx). Os Outliers são valores distantes que compõem a
séria, sendo representados pelo símbolo (+). A título de exem-
plo, segue abaixo uma representação de um Box Plot.(21)

Figura 2. Perfil das citocinas pró-inflamatórias em em indivíduos

infectados com o ZIKV e grupo controle. Boxplot (MATLAB).

RESULTADOS

O estudo foi constituído por uma população de 176 in-
divíduos, 55 homens (31,2%) e 121 mulheres (68,8%), com
idade média de 36 anos. Já o grupo controle foi formado por
49 indivíduos com idade média de 35 anos. As 176 amostras
que apresentavam suspeita clínica de infecção pelo ZIKV fo-
ram submetidas a análise por RT-qPCR, sendo 36 positivas
para o ZIKV. As amostras que apresentaram positividade fo-
ram colhidas principalmente no 2º dia de manifestação de
sinais e sintomas. No entanto, tivemos uma amostra obtida
no 15º dia que também foi positiva para o ZIKV.

Foram quantificadas 15 citocinas pró-inflamatórias e
4 anti-inflamatórias nas 36 amostras positivas para o ZIKV
e nas do grupo controle.

Quando avaliados os níveis das citocinas pró-inflama-
tórias, observou-se um aumento de IL-7, IL-9, IL-17a,
RANTES e IP-10 nos indivíduos infectados com o ZIKV. Já
as citocinas IL-1β, IL-2, IL-5, IL-6 e IL-15, IL-12(P70), IL-8,
TNF-α, INF-γ e eotaxina não apresentaram resultados com
diferenças significativas quando comparadas ao grupo con-
trole. (Figuras 2 e 3).

Figura 1. Representação Box Plot para um conjunto de dados arbitrários.
Fonte: Galvani & Luchiari (2004).

A síntese de IL-7, IL-9, IL-17a, RANTES e IP-10 estava
aumentada nos indivíduos positivos para o ZIKV quando com-
parados aos pacientes do grupo controle. Sendo a citocina
RANTES a que apresentou níveis mais elevados variando
entre 1.313 a 14.839 pg/mL. (Figuras 4, 5, 6, 7 e 8).

Figura 6. Análise de IL-17a. Boxplot (MATLAB).
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Na avaliação das citocinas anti-inflamatórias foi ob-
servado um perfil elevado da IL-1ra, enquanto que as de-
mais não demostraram nenhuma alteração significativa
quando comparadas aos controles. (Figura 9).

A IL-1ra, foi a que apresentou a diferença significativa
mais marcante de todo o estudo com níveis que variaram
entre 0,603 a 21,060 pg/mL no grupo controle, e 2,110 a
110,807 pg/mL nos indivíduos positivos para o ZIKV.

molecular preciso, as amostras sanguíneas devem ser co-
lhidas nos quatro primeiros dias da infecção. Em nosso
estudo, as amostras positivas para o ZIKV foram colhi-
das principalmente no 2º dia de apresentação clínica da
doença.

Entretanto, uma de nossas amostras foi positiva no
plasma no 15º dia após as manifestações clínicas, sendo
um episódio raro, que já foi observado por outros autores
no soro e plasma. Como no estudo de Driggers et al.,(23) em
que o RNA viral foi detectado no soro de uma gestante com
indícios de infecção congênita aproximadamente dez se-
manas após o início dos sintomas, e no estudo de Mansuy
et al.,(24) onde foi observada positividade no plasma até 37
dias após os sinais e sintomas clínicos da doença.

As citocinas são utilizadas em estudos clínicos pelo
fato de atuarem como modificadores da resposta imune.(25)

Em nossa pesquisa, os níveis das citocinas pró-inflamatóri-
as IL-7, IL-9, IL-17a, RANTES e IP-10 dos indivíduos
infectados pelo ZIKV na fase aguda, demonstraram-se ele-
vadas. Essas citocinas estão relacionadas à atividade de
linfócitos T e B, por isso, indicam uma possível proliferação
desses tipos celulares mediante a infecção pelo ZIKV.(25)

A IL-7 é responsável por estimular a proliferação das
células precursoras de linfócitos B e a maturação de
megacariócitos, já a IL-9 por estimular a proliferação de
células T CD4+, que por sua vez faz com que haja produção
de IL-17a. Dados sobre as funções destas citocinas duran-
te a infecção viral humana são escassos, mas demonstram
a maturação e ativação das células imunitárias.(26)

Tappe et al.(27) realizaram um estudo semelhante rela-
cionando diretamente às citocinas e à infecção pelo ZIKV
em uma coorte, onde também foi demonstrado um aumento
significativo de IL-9, IL-17, RANTES e IP-10.

A RANTES e IP-10 em concentrações elevadas suge-
rem um recrutamento efetivo de células T para sítios de in-
fecção e formação de células T efetoras. Portanto, é neces-
sária a realização de ensaios funcionais e de imuno-
fenotipagem de células T do sangue periférico de pacien-
tes infectados pelo ZIKV, a fim de contribuir para um melhor
entendimento sobre o papel da RANTES e IP-10 durante a
febre Zika.(28,29)

Estudos correlacionam os níveis de RANTES, que está
armazenada em grânulos de plaquetas, com a trombo-
citopenia, nas infecções por vírus da Dengue, visto que esta
é secretada por ativação plaquetária; assim, seria esperado
que seus níveis diminuíssem por conta da trombocitopenia.
Em contraste, a trombocitopenia grave é raramente observa-
da em pacientes com febre Zika, e a RANTES não mostrou
níveis reduzidos quando comparados ao grupo controle.(30)

Os resultados das citocinas anti-inflamatórias foram
contrários aos achados de Tappe et al.,(27) visto que o re-
ceptor IL-1ra apresentou-se elevado. Contudo, o aumento
de IL-1ra explica os baixos níveis de IL-1β, uma vez que

Figura 7. Análise de RANTES. Boxplot (MATLAB).

Figura 8. Análise de IP-10. Boxplot (MATLAB).

Figura 9. Perfil das citocinas anti-inflamatórias em indivíduos infectados

com o ZIKV e grupo controle. Boxplot (MATLAB).

DISCUSSÃO

Estando de acordo com as diretrizes da European

Centre for Disease Prevention and Control (ECDC,
2016),(22) que definem que para haver um diagnóstico
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este é um antagonista que compete com o receptor da IL-
1β, bloqueando as respostas celulares e fisiológicas dessa
citocina. Estudos publicados demonstram este fato, em que
os níveis de IL-1β são indetectáveis porque o IL-1ra é um
potente inibidor.(31,32) Barros et al.(33) avaliaram a produção
de IL-1β por meio de culturas com diferentes Flavivírus, e
não constataram nenhuma alteração em sua produção,
mesmo diante da estimulação com lipopolissacarídeo
bacteriano.

Constatamos que nas infecções pelo ZIKV, não ocor-
re uma grande liberação de citocinas, o que era esperado
devido ao caráter benigno da doença. Diferente do que ocor-
re no quadro clínico da dengue, que também é um Flavivírus,

em que a resposta imune é bastante expressiva.(27)

A realização de estudos biológicos por intermédio da
Biologia de Sistemas é pertinente, em razão de que esta
pode contribuir de forma a sumarizar e analisar dados quan-
titativos complexos.

CONCLUSÃO

No período de nosso estudo que ocorreu durante os
meses de fevereiro a março de 2016, o ZIKV esteve circu-
lante na cidade de Goiânia, e a infecção pelo vírus apresen-
tou uma resposta imune pró e anti-inflamatória moderada
na fase aguda, com elevação das citocinas IL-7, IL-9, IL-
17a, RANTES, IP-10 e IL-1ra. Portanto, ocorre uma ativa-
ção da resposta imune celular e humoral mediada por célu-
las T e B no quadro clínico da febre Zika.

Apesar de os pacientes que foram incluídos no estudo
apresentarem manifestações clínicas semelhantes à infec-
ção pelo ZIKV, a viremia transitória impossibilitou a detecção
do material genético viral e confirmação da doença na mai-
oria deles.

Estudos futuros, por meio de citometria de fluxo e
anticorpos monoclonais, são necessários a fim de demons-
trar quais linhagens de linfócitos estão ativos na infecção
do ZIKV, bem como abordar a resposta destes linfócitos e
das citocinas com mais detalhes, incluindo na pesquisa um
número maior de pacientes infectados pelo vírus Zika.

Abstract

Objective: The present study objected to analyze the pro and anti-

inflammatory cytokines in patients infected with zika vírus. Methods:

Through the Systems Biology that contributed in a way to summarize

the complex quantitative data. Results: In our study, we observed elevation

of the cytokines IL-7, IL-9, IL-17a, RANTES, IP-10 and IL-1ra of the

infected individuals by ZIKV in the acute phase, related to T and B

lymphocyte activity, which indicate a possible proliferation of these cell

types through ZIKV infection. Conclusion: We found that in the infections

by the ZIKV, does not occur a great release of cytokines, which was

expected due to the benign nature of the disease.
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