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RESUMO 

 

 Em 2015, o vírus Zika (ZIKV) foi identificado como um teratógeno, capaz de 

causar anomalias congênitas em embriões e fetos expostos durante a gestação, as 

quais compõem a atualmente chamada Síndrome Congênita associada à infecção 

pelo vírus Zika (SCZ). Estudos moleculares descreveram que alterações da expressão 

gênica e proteica eram envolvidas na teratogênese do ZIKV. Além disso, se percebeu 

que o ZIKV causava anomalias em menos da metade os indivíduos (até 42%), 

discutindo-se o papel de fatores de risco genéticos na ocorrência desta condição. 

Assim, o objetivo desta tese foi investigar, através de diferentes abordagens, os 

mecanismos moleculares envolvidos na teratogênese do ZIKV, e descrever fatores 

genéticos de suscetibilidade para a ocorrência da SCZ.  

 Nós inicialmente conduzimos um estudo de revisão sistemática, descrevendo 

os principais mecanismos moleculares descritos como associados à teratogênese do 

ZIKV em modelos animais. Tais estudos descreveram genes de resposta antiviral 

como positivamente regulados no cérebro dos animais expostos, enquanto genes 

envolvidos de neurodesenvolvimento sofriam regulação negativa. Além disso, 

considerando que células neurais humanas são os principais alvos do ZIKV, 

conduzimos uma meta-análise de estudos de RNA-seq que avaliaram a expressão 

gênica nestes tipos de células após a exposição ao ZIKV. Identificou-se que genes 

envolvidos na resposta antiviral são positivamente regulados nestas células, enquanto 

dentre os genes negativamente regulados estavam aqueles que quando mutados 

causam microcefalia primária autossômica recessiva. 

 O papel da genética na suscetibilidade à SCZ foi inicialmente investigado 

através de estudos de caso-controle, com 40 crianças com SCZ e 48 crianças 

expostas ao vírus durante a gestação, que nasceram sem anomalias congênitas. Os 

genes investigados são pertencentes às principais vias biológicas descritas como 

envolvidas na infecção e teratogênese do ZIKV, como entrada e resposta ao vírus, 

resposta imune e inflamatória, regulação do ciclo celular e neurodesenvolvimento. 

Identificou-se que variantes em NOS2 e MIR124 podem atuar como fatores de risco 
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para a SCZ, e variantes em TNF e TP53 podem atuar como fatores de risco para 

microcefalia e lisencefalia, respectivamente, em casos de SCZ.  

 Descrevemos ainda um caso de gêmeos discordantes para SCZ e, através da 

avaliação de seu exoma e comparação de suas variantes genéticas, identificamos 

variantes de possível risco para a SCZ no gêmeo afetado. Dentre estas, deleções e 

variantes de sentido trocado em genes atuam em processos de desenvolvimento e 

organização celular, os quais também são afetados pelo ZIKV, considerando a 

expressão gênica, sugerimos que tais variantes podem ter contribuído para a SCZ no 

gêmeo afetado, pois ele apresentaria uma combinação de fatores que tornariam tais 

processos, importantes para o desenvolvimento embrionário, menos eficientes.  

 Em outro estudo investigamos novamente fatores de risco genéticos para a 

SCZ, a partir do sequenciamento do exoma completo de uma série de casos com SCZ 

(n=4) e casos com microcefalia devido a uma etiologia desconhecida (n=4). 

Relatamos, em casos de SCZ, variantes de risco para a doença em genes que quando 

mutados causam fenótipos semelhantes à SCZ, como microcefalia. 

 Finalmente, considerando que os efeitos a longo prazo da exposição ao ZIKV 

durante a gestação ainda são pouco conhecidos, discutimos o papel que esse evento 

poderia ter na ocorrência de transtornos neurológicos, formulando uma hipótese de 

como o autismo poderia ocorrer em função desta exposição. 

 De maneira geral, os trabalhos desenvolvidos conseguiram alcançar o objetivo 

principal a que esta tese se propôs, investigando e discutindo, através de diferentes 

abordagens, mecanismos envolvidos com a teratogenicidade do ZIKV. 
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ABSTRACT 

 

 In 2015, the Zika virus (ZIKV) was identified as a teratogen, capable of causing 

congenital anomalies in embryos and fetuses exposed during pregnancy, which 

compose the currently called Congenital Zika Syndrome (CZS). Molecular studies 

described that alterations in gene and protein expression were involved in the ZIKV 

teratogenesis. In addition, it was reported that ZIKV caused anomalies in less than half 

the individuals (up to 42%), being discussed the role of genetic risk factors in the 

occurrence of this condition. Therefore, the aim of this thesis was to investigate, 

through different approaches, the molecular mechanisms involved in the ZIKV 

teratogenesis, and to describe genetic factors in the susceptibility to the occurrence of 

SCZ. 

 We initially conducted a systematic review study describing the main molecular 

mechanisms described as associated with ZIKV teratogenesis in animal models. Such 

studies described antiviral response genes up-regulated in the brain of exposed 

animals, while genes involved in neurodevelopment were down-regulated. 

Furthermore, considering that human neural cells are the main targets of ZIKV, we 

conducted a meta-analysis of RNA-seq studies that evaluated gene expression in these 

cell types after ZIKV exposure. It was identified that genes involved in the antiviral 

response are up-regulated in these cells, while among the down-regulated genes were 

those that, when mutated, cause autosomal recessive primary microcephaly. 

 The role of genetics in susceptibility to CZS was initially investigated through 

case-control studies, with 40 children with CZS and 48 children exposed to the virus 

during pregnancy, who were born without congenital anomalies. The investigated 

genes belong to the main biological pathways described as involved in ZIKV infection 

and teratogenesis, such as virus entry and response, immune and inflammatory 

response, cell cycle regulation and neurodevelopment. It was identified that variants in 

NOS2 and MIR124 can act as risk factors for CZS, and variants in TNF and TP53 can 

act as risk factors for microcephaly and lissencephaly, respectively, in CZS cases. 
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 We also describe a case of discordant twins for SCZ and, by evaluating their 

exome and comparing their genetic variants, we identified possible risk variants for CZS 

in the affected twin. Among these, deletions and missense variants in genes that act in 

cell development and organization processes, which are also affected by ZIKV 

considering the gene expression. Therefore, we suggest that such variants may have 

contributed to CZS in the affected twin, as he would present a combination of factors 

that would make such processes less efficient. 

 In another study, we again investigated genetic risk factors for CZS, through the 

whole-exome sequencing of a series of cases with CZS (n=4) and cases with 

microcephaly due to an unknown etiology (n=4). We report variants with a possible role 

in the occurrence of CZS in genes that, when mutated, cause phenotypes similar to 

CZS, such as microcephaly. 

 Finally, considering that the long-term effects of exposure to ZIKV during 

pregnancy are still poorly understood, we discuss the role that this event could play in 

the occurrence of neurological disorders, formulating a hypothesis on how autism could 

occur as a result of this exposure. 

 In general, the developed studies were able to achieve the aims proposed by 

this thesis, investigating and discussing, through different approaches, mechanisms 

involved with the teratogenicity of ZIKV. 
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DESENVOLVIMENTO EMBRIONÁRIO E FETAL 

O desenvolvimento embrionário humano consiste do período entre a fertilização 

e a oitava semana de gestação, a partir daí começa o desenvolvimento fetal do 

indivíduo (Carlson, 2014). Durante o período embrionário ocorre a organogênese 

(entre a 3º à 8º semana), momento no qual ocorre a formação dos principais órgãos e 

membros do indivíduo (Carlson, 2014). Desta forma, eventos ou exposições adversas 

que ocorram durante o período embrionário, mais especificamente durante a 

organogênese, são capazes de prejudicar de forma mais expressiva e estrutural o 

desenvolvimento do indivíduo (Carlson, 2014).   

Embora no período embrionário ocorram os principais marcos do 

desenvolvimento, alguns tecidos e órgãos continuam sua maturação. O 

desenvolvimento do sistema nervoso central, por exemplo, se dá durante toda a 

gestação e, inclusive, continua após o nascimento do indivíduo (Carlson, 2014). Desta 

forma, o desenvolvimento de anomalias congênitas ou alterações funcionais em 

estruturas deste sistema podem se dar devido à ocorrência de eventos ou exposições 

adversas em qualquer momento da gestação (Carlson, 2014).   

Ainda em relação ao desenvolvimento normal do indivíduo, uma série de 

eventos moleculares, biológicos, químicos e físicos devem acontecer de forma 

coordenada e dependendo de como e quando um evento adverso ocorre, ele pode 

acarretar tanto na morte do embrião ou feto, quanto induzir o desenvolvimento de 

anomalias congênitas mais ou menos graves (Finnel et al., 2002). 

 

ANOMALIAS CONGÊNITAS 

As anomalias congênitas são definidas como alterações morfológicas ou 

funcionais que ocorrem ainda dentro do útero e podem ser identificadas no pré-natal, 

no nascimento ou mais tarde na infância e podem ser maiores ou menores (WHO, 

2020). Dependendo da etiologia e da forma como uma ou mais anomalias podem se 

apresentar em um indivíduo, existem diversas nomenclaturas que podem ser utilizadas 

(Quadro 1) (Hennekam et al., 2013).  
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Quadro 1. Nomenclaturas utilizadas para alterações que podem ocorrer durante 

o desenvolvimento. 

Nomenclatura Conceito/Etiologia 

Anomalia congênita 
Alteração morfológica ou funcional que representa um 

desvio substancial da população de referência. 

Malformação 

Anomalia congênita morfológica, não progressiva, de um 

único órgão ou parte do corpo, devido a uma alteração no 

programa de desenvolvimento primário.  

Deformação 

Forma ou posição alterada de uma parte do corpo, devido 

a força(s) mecânica(s) aberrante(s). Podem resultar em 

perda de simetria, alinhamento alterado, posição anormal 

ou configuração distorcida.  

Disrupção 

Anomalia congênita morfológica, não progressiva, devido 

à ruptura de uma estrutura corporal que tinha um potencial 

de desenvolvimento normal ou estava se desenvolvendo 

normalmente. Acontece no útero e, dependendo do tempo 

e natureza do evento perturbador, determinará as 

consequências no crescimento e desenvolvimento normal. 

Displasia 

Anomalia congênita morfológica surgida a partir da 

alteração dinâmica ou contínua da constituição das 

células, organização do tecido ou função de um órgão 

específico ou um tipo de tecido. 

Síndrome 

Padrão de anomalias congênitas considerado relacionado, 

do ponto de vista etiológico, onde pelo menos uma das 

anomalias é morfológica e se conhece a etiologia 

Sequência 

Uma ou mais anomalias congênitas morfológicas 

secundárias que surgem em cascata a partir de uma única 

malformação, ruptura, displasia ou deformação. Tais 

anomalias não são atribuídas diretamente a causa 

primária (etiologia), como um gene mutado, por exemplo. 

Adaptado de Hennekam et al., 2013. 
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As anomalias congênitas são causadas por fatores genéticos, ambientais ou 

pela interação entre fatores genéticos e ambientais (Dolk et al., 2010). As causas 

genéticas incluem anomalias cromossômicas, microdeleções, mutações genéticas e 

alterações epigenéticas (como desordens no imprinting genético) (Dolk et al., 2010). 

As causas ambientais incluem infecções ou doenças maternas, nutrição, uso de 

determinadas medicações ou drogas e exposição a determinados agentes químicos 

(Dolk et al., 2010). Na maioria dos casos, o desenvolvimento de determinada anomalia 

congênita não está associado a uma única causa e apresenta uma origem multifatorial 

(Dolk et al., 2010). 

Segundo a Organização Pan-Americana da Saúde (PAHO), as anomalias 

congênitas representam a segunda principal causa de morte infantil (crianças menores 

de 5 anos) nas Américas (PAHO, 2015). Ainda, de acordo com a Organização Mundial 

de Saúde (OMS), em torno de 295.000 bebês morrem por ano nos primeiros 28 dias 

de vida devido a anomalias congênitas (OMS, 2020). Neste sentido, as anomalias 

congênitas têm impacto importante na mortalidade infantil, na qualidade de vida dos 

indivíduos afetados, no custo associado com cuidados médicos e especializados, além 

do impacto social que causam nos indivíduos e suas famílias (Dolk et al., 2010). Muitas 

anomalias congênitas não são compatíveis com a vida e levam ainda a abortos 

espontâneos (Dolk et al., 2010). No entanto, estas anomalias, assim como tantos 

outros tipos, são preveníveis, através do controle dos fatores de risco ambientais, com 

medidas como vacinação, fortificação ou suplementação alimentar, acompanhamento 

pré-natal, entre outras (Dolk et al., 2009). 

 

PRINCÍPIOS DA TERATOGÊNESE 

Um teratógeno é qualquer agente capaz de causar anomalias congênitas em 

um embrião ou feto exposto durante a gestação (Wilson, 1959). Medicamentos, 

drogas, agentes infeciosos, entre outros, são exemplos de agentes teratogênicos. 

Os princípios da Teratologia foram formulados por James Wilson em 1959 e 

apresentados em 1977, sendo eles: (1) a susceptibilidade do embrião/feto ao dano 
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causado pelo teratógeno depende de seu background genético e da interação deste 

com fatores ambientais; (2) a susceptibilidade também depende do estágio do 

desenvolvimento que o embrião/feto se encontra no momento da exposição; (3) os 

teratógenos apresentam mecanismos de ação específicos para afetar as células e 

tecidos em desenvolvimento; (4) as consequências do desenvolvimento anormal 

causado por um teratógeno podem ser morte, malformações, retardo no crescimento 

e alterações funcionais; (5) a natureza do teratógeno influencia no dano causado e (6) 

a dose da exposição também influencia no dano causado, assim como sua gravidade 

(Wilson and Fraser, 1977). 

Alguns mecanismos relacionados à teratogênese, especialmente envolvendo 

alterações genéticas e bioquímicas, foram também discutidos na época (Wilson and 

Fraser, 1977). Atualmente, outros mecanismos moleculares, importantes para o 

desenvolvimento embrionário, vêm sendo também associados à teratogênese, como 

o controle epigenético ou exercido por pequenos RNAs não codificantes na expressão 

genética, por exemplo (Friedman, 2010). 

 

INFECÇÕES CONGÊNITAS 

Dentre os diferentes agentes que podem atuar como teratógenos, é possível 

destacar uma variedade de patógenos capazes de afetar o desenvolvimento do 

embrião ou feto durante a gestação (Chiodo et al., 1993).  

 O acrônimo STORCH, por exemplo, incluindo a Sífilis, a Toxoplasmose, a 

Rubéola, o Citomegalovírus e o Herpes simples, representa um grupo de infecções 

que afetam o desenvolvimento do embrião ou feto (Stegmann et al., 2002). Tais 

infecções são causadas pelo Treponema pallidum, Toxoplasma gondii, vírus da 

Rubéola, Citomegalovírus (CMV), e vírus da Herpes simples (HSV), respectivamente, 

e podem se manifestar através de sintomas leves ou moderados na mãe, mas impactar 

consideravelmente o desenvolvimento do feto, causando anomalias congênitas, 

alterações importantes no sistema nervoso central ou a morte (Stegmann et al., 2002; 

Voekt et al., 2017).  
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Alguns destes vírus são conhecidos por causar danos, intrauterinos ou pós-

natais, no desenvolvimento do cérebro, como é o caso do citomegalovírus, vírus da 

rubéola e vírus da imunodeficiência humana, por exemplo (Waldorf et al., 2013). Os 

resultados de danos causados no desenvolvimento cerebral e no sistema nervoso 

central (SNC) após a infecção por vírus podem variar devido a diferenças no tropismo 

de células específicas, respostas inflamatórias, estratégias de replicação dos vírus e 

do genótipo da mãe e do bebê. Existem algumas anomalias que são causadas, de 

forma bastante semelhante, por diferentes vírus, e isso é explicado pela área e estágio 

específico do desenvolvimento afetado no momento da infecção (Rubin et al., 1999). 

A partir de 2015, uma nova infecção congênita foi descoberta, a infecção pelo 

vírus Zika (ZIKV), sendo este vírus reconhecido como um novo teratógeno em 2016 

(Schuler-Faccini et al., 2016; Kleber de Oliveira et al., 2016; WHO, 2016a). A infecção 

pelo ZIKV durante a gestação foi associada com desenvolvimento de diversas 

anomalias congênitas, sendo a microcefalia o fenótipo identificado inicialmente nos 

bebês como sendo causado pelo vírus (Kleber de Oliveira et al., 2016; Melo et al., 

2016; Nunes et al., 2016). 

 

VÍRUS ZIKA 

 

Características gerais 

O vírus Zika (ZIKV) é um arbovírus que pertence à família Flaviviridae, mesma 

família do vírus da dengue (DENV), febre amarela (YFV) e vírus do Nilo 

Ocidental (WNV) (Plourde et al., 2016). Ele foi isolado pela primeira vez em 1947, a 

partir de um macaco rhesus, na floresta Zika de Uganda (Dick et al., 1952). 

O ZIKV é um vírus de RNA de fita simples de sentido positivo que apresenta um 

genoma contendo 10.794 pares de base que codifica uma poliproteína clivada, por 

proteases do hospedeiro e do próprio vírus, em três proteínas estruturais (capsídeo 

(C), pré-membrana (prM) e envelope (E)) e sete proteínas não estruturais (NS1, NS2A, 

NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (Figura 1) (Kuno and Chang, 2007; Pierson & 
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Diamond, 2018). A proteína do envelope (E) do ZIKV apresenta 50% de conservação 

comparando a proteína do DENV, no entanto, apesar desta similaridade ter potencial 

de favorecer a resposta imune, gera confusões no diagnóstico e pode gerar reações 

imunes adversas em indivíduos expostos ao ZIKV e DENV (Barba-Spaeth et al., 2016; 

Pierson & Diamond, 2018). 

 

 

 

 

Figura 1. O RNA genômico de fita positiva do ZIKV codifica uma poliproteína que é clivada em 

três proteínas estruturais (C, prM e E) e sete não estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, 

NS4B e NS5). Adaptado de Pierson & Diamond, 2018. 

 

Do ponto de vista filogenético, o ZIKV pode ser classificado em duas linhagens, 

africana e asiática (Figura 2) (Haddow et al., 2012). A linhagem africana surgiu na 

África Oriental e a linhagem asiática surgiu durante a migração do vírus da África para 

a Ásia (Faye et al., 2014). As cepas de ZIKV que circulam nas Américas são 

descendentes da linhagem asiática e são as responsáveis pelos efeitos adversos da 

infecção, reconhecidos especialmente a partir de 2015, envolvendo o sistema nervoso 

central dos indivíduos infectados (Pierson & Diamond, 2018; Hu et al., 2019). 
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Figura 2. Árvore filogenética destacando as linhagens africana e asiática do ZIKV. As cepas 

associadas aos surtos de infecções mais recentes, como os surtos na Polinésia Francesa em 

2013, ou no Brasil em 2015, surgiram a partir da linhagem asiática. Adaptada de Musso & 

Gubler, 2016. 

 

Epidemiologia do vírus Zika 

Os primeiros três casos de infecção humana pelo ZIKV foram relatados na 

Nigéria, em 1954 (Macnamara, 1954). Pequenos agregados esporádicos de infecções 

humanas na África e na Ásia ocorreram desde então, entretanto, a partir de 2007, a 

área geográfica de ocorrência do vírus se expandiu drasticamente (Figura 3) (Hayes, 

2009). Em 2007, um surto de infecções pela cepa asiática do ZIKV foi reportado em 

Yap, nos Estados Federados da Micronésia (Duffy et al., 2009). Posteriormente, surtos 
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ocorreram na Polinésia Francesa em 2013 e nas Ilhas Cook, Ilha de Páscoa e Nova 

Caledônia, em 2014 (Cao-Lormeau et al., 2014; Roth et al., 2014; Zanluca et al., 2015). 

A partir de 2015, surtos começaram a ser relatados nas Américas (PAHO, 2015). 

 

 

Figura 3. Circulação do ZIKV da África para a Ásia e Américas de 1947 a 2016. 

Adaptado de OMS, 2016. 

 

No Brasil, em fevereiro de 2015, casos de uma síndrome indeterminada, com 

presença de exantema e sintomas leves, começaram a ser relatados e acompanhados 

nos estados da região Nordeste do Brasil (Brasil, 2015a). Dada as características 

clínicas, infecções por outros patógenos, incluindo arbovírus, foram investigadas 

(Brasil, 2015a).  

O primeiro caso de transmissão autóctone de ZIKV no país foi registrado em 

abril de 2015 (Brasil, 2015b). Ainda em 2015, 19 estados confirmaram transmissão 

autóctone da doença (Figura 4), sendo o maior número de casos notificados 

provenientes da região nordeste e havendo surtos da infecção pelo ZIKV descritos na 

Bahia e Pernambuco (Brasil, 2016; Campos et al., 2015; Pessoa et al., 2016).  
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Figura 4. Estados com casos autóctones de infecção pelo vírus Zika, com confirmação 

laboratorial, no Brasil em 2015. Adaptado de Brasil, 2016. 

 

 Em 2016, 216.207 casos prováveis de infecção por ZIKV foram notificados ao 

Ministério da Saúde, sendo cerca de 60% destes confirmados e maior incidência na 

região Centro-Oeste (Brasil, 2017a; Brasil, 2018). Em 2017, 17.452 casos prováveis 

de infecção por ZIKV foram notificados ao Ministério da Saúde e destes 50% foram 

confirmados, sendo as regiões Centro-Oeste e Norte àquelas com as maiores 

incidências (Brasil, 2018). Nos anos de 2018, 2019 e 2020 o número de casos diminuiu 

consideravelmente, sendo 8.680, 10.768 e 7.387 casos prováveis notificados, 

respectivamente (Brasil, 2019; Brasil, 2020a; Brasil, 2021a) 
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Infecção pelo vírus Zika 

A apresentação clínica da infecção por ZIKV nos indivíduos foi relatada como 

pouco específica, incluindo erupções cutâneas (também chamado de rash cutâneo), 

fadiga, mialgias, febre baixa, dor de cabeça e, menos frequentemente, conjuntivite e 

artralgia, podendo ser confundida com outras infecções, como pelo vírus da dengue 

(DENV) ou pelo vírus chikungunya (CHIKV) (Campos et al., 2015; Musso et al., 2018).  

O período de incubação do ZIKV em humanos, ou seja, o tempo de contágio 

até o aparecimento dos sintomas, é cerca de 3 a 7 dias (Musso & Gubler, 2016; Musso 

et al., 2018). No entanto, estima-se que 80% dos casos infectados sejam 

assintomáticos (Duffy et al., 2019). Menos frequentemente, a infecção tem sido 

associada ao desenvolvimento de complicações mais graves, como meningite, 

encefalite e síndrome de Guillain-Barré (Carteaux et al., 2016; Cao-Lormeau et al., 

2016).  

O ZIKV persiste no sangue total de forma prolongada, em uma média de 22 dias 

(variando de 14 a 100 dias), podendo ser positivo mesmo depois que o plasma e outros 

fluidos corporais se tornam negativos (Mansuy et al., 2017). O RNA do ZIKV em 

espermatozoides e no sêmen é encontrado em humanos por até 6meses, embora o 

vírus em si permaneça apenas nas primeiras semanas a partir do início dos sintomas 

(Mead et al., 2018). O ZIKV também persiste no olho, sendo detectado em humanos 

por até 30 dias após o aparecimento da doença (Tan et al., 2017). 

Até o momento, não há vacina ou tratamento específico para combater a 

infecção pelo ZIKV, sendo apenas prescritas medicações para o combate dos 

sintomas, como febre e dor, por exemplo (Brasil, 2015a). 

 

Tipos de transmissão  

O ZIKV é transmitido aos seres humanos através da picada de mosquitos do 

gênero Aedes, como as espécies Aedes africanus, Aedes aegypti, Aedes hensilli, 

Aedes albopictus, entre outras, sendo Aedes aegyptii a espécie de mosquito mais 

associada à transmissão (Dick et al., 1952; Duffy et al., 2009; Hayes, 2009). Aedes 
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aegyptii tem uma distribuição ampla mundialmente, sendo comum especialmente em 

regiões tropicais e subtropicais (Kraemer et al., 2015). 

Embora o principal modo de transmissão seja vetorial, outros meios de 

transmissão incluem via sexual, vertical, perinatal e transfusão sanguínea (Besnard et 

al., 2014; Martines et al., 2015; Barjas-Castro et al., 2016; Calvet et al., 2016; 

D'Ortenzio et al., 2016; Fréour et al., 2016). A transmissão vertical, ou seja, da gestante 

para o bebê durante a gestação, foi comprovada através da detecção do RNA viral no 

fluído amniótico de mães infectadas e no cérebro de fetos que foram a óbito (Martines 

et al., 2015; Calvet et al., 2016).  

 

Diagnóstico da infecção 

 A avaliação clínica de pacientes em uma área de transmissão contínua do ZIKV 

é importante no diagnóstico, mas pode não ser suficiente dada a sobreposição clínica 

com outras infecções, como pelos vírus da dengue (DENV) e chikungunya (CHIKV) 

(Plourde & Bloch, 2016).  

Os exames para o diagnóstico da infecção pelo ZIKV mais utilizados podem ser 

classificados em duas categorias: sorológicos e moleculares (Landry & George, 2017). 

Os exames sorológicos, que detectam os anticorpos IgM e IgG contra o ZIKV, são 

feitos geralmente através do teste rápido ou do teste ensaio de imunoabsorção 

enzimática (ELISA), não sendo recomendados para a fase aguda da doença, mas sim 

para o período a partir do 7º dia do aparecimento dos sintomas (Figura 4) (Musso & 

Gubler, 2016; Landry & George, 2017). O exame sorológico possui como limitação a 

reação cruzada com outros flavivírus, em caso de pacientes previamente imunizados 

ou infectados (Musso & Gubler, 2016; Landry & George, 2017). A transcrição 

reversa seguida de reação em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR), em 

contrapartida, é um exame molecular considerado como preferível e mais específico 

para a detecção do vírus na fase aguda da doença (Musso & Gubler, 2016; Landry & 

George, 2017). Este exame detecta o material genético do vírus e precisa ser realizado 

em um período específico (<7 dias a partir do início dos sintomas) (Figura 4) (Musso 

& Gubler, 2016).  
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Figura 5. Período ideal para o diagnóstico da infecção pelo ZIKV através de RT-PCR e ou 

sorologia. Adaptado de: Brasil, 2015 (b). 

 

O sangue é a amostra padrão para a realização dos exames, mas saliva e urina 

são amostras alternativas (Landry & George, 2017). Para a confirmação da infecção 

congênita, amostras de líquido amniótico, placenta, cordão umbilical e líquido 

cefalorraquidiano podem ser utilizadas (Landry & George, 2017). A análise de imuno-

histoquímica, com anticorpos monoclonais, para detecção do antígeno do ZIKV tem 

sido aplicada para a análise de tecidos de autópsia (Musso & Gubler, 2016). 

 

Complicações associadas à infecção pelo vírus Zika 

Até o surto na Polinésia Francesa, a infecção pelo ZIKV era considerada uma 

doença leve (Oehler et al., 2013). No entanto, a caracterização da sintomatologia da 

doença foi feita a partir de pequenos surtos em populações pequenas, com um número 

limitado de casos infectados (Musso & Gubler, 2016). A partir dos surtos de infecções 

pelo vírus que ocorrem na Polinésia Francesa em 2013 e no Brasil em 2015, duas 

complicações mais sérias relacionadas com a infecção pelo ZIKV foram descobertas 

(Oehler et al., 2013; Campos et al., 2015; Schuler-Faccini et al., 2016; Watrin et al., 

2016).  

A experiência na Polinésia Francesa levou à descoberta de uma importante 

complicação neurológica relacionada à infecção pelo ZIKV, a Síndrome de Guillain-

Barré (Oehler et al., 2013). Foi demonstrado que durante o surto de ZIKV na Polinésia 
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Francesa em 2013, houve um aumento da incidência de uma doença autoimune grave 

que afeta o sistema nervoso, a Síndrome de Guillain-Barré (GBS), sugerindo a ligação 

da infecção pelo ZIKV com essa doença (Cao-Lormeau et al., 2016; Watrin et al., 

2016). A incidência da GBS tem sido estimada como em torno de 1 a 3 casos por 

100.000 habitantes ao ano (Sejvar et al., 2011). Na Polinésia Francesa, entre 2009 e 

2012, cerca de 3 a 10 casos da doença foram relatados por ano, enquanto que apenas 

entre novembro de 2013 e fevereiro de 2014 durante a epidemia, o número de casos 

de GBS registrados foi de 42 (Cao-Lormeau et al., 2016; Watrin et al., 2016). Além da 

Polinésia Francesa, a GBS teve um aumento na sua frequência também no Brasil, em 

El Salvador e na Venezuela (Musso & Gubler, 2016). 

O surto no Brasil, em contrapartida, levou a descoberta que o ZIKV era capaz 

de causar complicações neonatais (França et al., 2016; Kleber de Oliveira et al., 2016; 

Schuler-Faccini et al., 2016). O ZIKV foi relatado como capaz de cruzar a barreira 

placentária e infectar embriões ou fetos em desenvolvimento e, além disso, em muitos 

casos, afetar o desenvolvimento destes embriões ou fetos, causando uma série de 

anomalias congênitas ou sua morte (França et al., 2016; Melo et al., 2016). Tal 

descoberta se deu a partir de setembro de 2015, quando relatos do aumento do 

número de crianças nascidas com microcefalia grave em áreas do Brasil com surto de 

infecções pelo ZIKV começaram a surgir (Kleber de Oliveira et al., 201; Schuler-Faccini 

et al., 2016). Estes relatos levantaram a hipótese de uma possível relação entre estes 

dois eventos, visto que nos anos anteriores a média de nascidos vivos com 

microcefalia no Brasil era 20 vezes menor que a registrada em 2015 (Marrs et al., 

2016). 

A detecção do vírus, RNA viral e antígenos nos tecidos cerebrais de casos com 

infecção congênita por ZIKV e tecidos placentários de abortos precoces foram achados 

que forneceram evidências da associação e casualidade entre a infecção pelo ZIKV e 

as anomalias que estavam sendo visualizadas nos bebês (Calvet et al., 2016; Martines 

et al., 2016; Melo et al., 2016). Corroborando estes achados, estudos em modelos 

animais, como camundongos e galinhas, também encontraram danos nas células do 

sistema nervoso central dos fetos infectados pelo ZIKV, além de demonstrar a rota de 
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transmissão materno-fetal através da placenta e revelar o tropismo do vírus para 

células do córtex cerebral, incluindo células progenitoras neurais (Cugola et al., 2016; 

Goodfellow et al., 2016; Li et al., 2016; Miner et al., 2016; Wu et al., 2016).  

Em 11 de novembro de 2015, o Ministério da Saúde declarou, através da 

Portaria Nº 1.813, Emergência em Saúde Pública de Importância Nacional (ESPIN) 

por alteração do padrão de ocorrência de microcefalias no Brasil (Ministério da Saúde, 

2015). No dia 01 de fevereiro de 2016, a Organização Mundial de Saúde declarou a 

propagação contínua da doença causada por ZIKV na América Latina e no Caribe, de 

importância internacional em Saúde Pública (WHO, 2016b). A rápida disseminação do 

ZIKV nas Américas, sua associação com os milhares de casos de microcefalia e 

maiores taxas da síndrome de Guillain-Barré (GBS) foram determinantes para a 

declaração de Emergência de Saúde Pública de Preocupação Internacional (WHO, 

2016c). Ainda em 2016, após a avaliação de diversos casos e revisão de critérios, se 

confirmou o ZIKV como um novo teratógeno em humanos e responsável pelo aumento 

do número de casos de microcefalia no Brasil (França, et al., 2016; Nunes et al., 2016; 

Schuler-Faccini et al., 2016; WHO, 2016a).  

 

Teratogênese do vírus Zika 

Condições genéticas e agentes ou exposições ambientais capazes de afetar a 

expansão normal de células progenitoras neuronais, o tempo de sua diferenciação e 

a sobrevivência de sua progênie podem reduzir drasticamente o número final de 

células cerebrais, resultando em anormalidades no desenvolvimento do SNC (Abuelo, 

2007; Ahmad et al., 2018).  

Estudos in vivo e in vitro demonstraram que, ao infectar embriões ou fetos 

durante uma gestação, o ZIKV é neurotrópico; o vírus é capaz de cruzar a barreira 

placentária e posteriormente a barreira cerebral, infectando diferentes tipos de células 

neurais (Brault et al., 2016; Li et al., 2016; Schwartz, 2016; Wu et al., 2016; Tang et 

al., 2016; Garcez et al., 2017).  

Estudos avaliando tecidos e células humanas e de modelos animais 

identificaram que o ZIKV infecta diferentes tipos de células neurais, como células 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schuler-Faccini%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27090438
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tronco neurais, células neuroprogenitoras, neurônios maduros e células da glia, sendo 

as células neuroprogenitoras seu principal alvo (Brault et al., 2016; Li et al., 2016; Wu 

et al., 201; Miner & Diamond). Além de células neurais, o vírus também pode infectar 

células da placenta, como células de Hofbauer, trofoblastos e células endoteliais; 

tecidos oculares, como a córnea, a retina e o nervo óptico; células do trato reprodutivo, 

como espermatogônias, células de Sertoli, células de Leydig e o epitélio vaginal; e 

pode estar presente em diversos fluidos corporais, como lágrimas, saliva, sêmen, 

muco cervical e urina (Miner & Diamond). 

A infecção leva, além da resposta do sistema imune, a parada do ciclo celular, 

apoptose e inibição da proliferação e diferenciação de células progenitoras neuronais 

(Cugola et al., 2016; Li et al., 2016). Essa sequência disruptiva do 

neurodesenvolvimento do embrião ou do feto gera um quadro fenotípico atualmente 

denominado Síndrome Congênita associada à infecção pelo vírus Zika (SCZ) (França 

et al., 2016; del Campo et al., 2017). 

 

Síndrome Congênita associada à infecção pelo vírus Zika 

A SCZ inclui um conjunto de anomalias congênitas e alterações no 

neurodesenvolvimento (Figura 5).  
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Figura 6. Principais anomalias congênitas presentes na Síndrome Congênita associada à 

infecção pelo vírus Zika. Adaptada de CDC, 2017. 

 

As alterações morfológicas no crânio são bastante características da SCZ, 

assim como anomalias cerebrais, anomalias oculares, contraturas congênitas e 

alterações neurológicas (Moore et al., 2018). As alterações visualizadas na SCZ são 

similares àquelas descritas na sequência disruptiva cerebral fetal, condição descrita já 

na década de 1980, que tinha como causa proposta as infecções pré-natais (Russel 

et al., 1984; Moore et al., 1990). 

Dentre as alterações cranianas, é possível citar a microcefalia moderada 

(perímetro cefálico 2 desvios-padrão abaixo da média para determinada idade ou 
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sexo) ou grave (perímetro cefálico 3 desvio padrão abaixo da média), além de  suturas 

cranianas sobrepostas, osso occipital proeminente, excesso de pele do couro 

cabeludo – associado a padrões de crescimento do cabelo anormais - e desproporção 

craniofacial, que gera características faciais de grandes dimensões (Cavalheiro et al., 

2016; Del Campo et al., 2016; de Fatima Vasco Aragao et al., 2016; Microcephaly 

Epidemic Research Group, 2016). 

As anomalias cerebrais são caracterizadas por calcificações intracranianas, 

ventriculomegalia, hidrocefalia, alteração ou ausência dos padrões de giros 

(lissencefalia), hipoplasia ou ausência do corpo caloso e hipoplasia cerebelar 

(Cavalheiro et al., 2016; Del Campo et al., 2016; de Fatima Vasco Aragao et al., 2016).  

Entre as anomalias oculares, há maior prevalência das alterações estruturais, 

como microftalmia e coloboma, além de catarata e calcificações intraoculares (de 

Paula Freitas et al., 2016; Ventura et al., 2016). Achados menos comuns incluem 

atrofia coriorretiniana focal, manchas pigmentares na retina, e atrofia ou alterações do 

nervo óptico (de Paula Freitas et al., 2016; Ventura et al., 2016).  

Contraturas congênitas, também chamadas de artrogripose congênita múltipla, 

ocorrem na SCZ e afetam uma ou múltiplas articulações (Del Campo et al., 2016; van 

der Linden et al., 2016). Tais contraturas podem variar em relação ao tipo (proximal ou 

distal), lateralidade, membro superior ou inferior e gravidade (van der Linden et al., 

2016). Outras alterações musculoesqueléticas, como o pé torto congênito também são 

achados da SCZ (Del Campo et al., 2016; van der Linden et al., 2016; Serpa et al., 

2019; Matos et al., 2020). 

Como consequência destas anomalias no desenvolvimento do sistema nervoso 

central, as crianças com SCZ têm um neurodesenvolvimento pediátrico bastante 

comprometido, apresentando importantes deficiências cognitivas, de fala e motoras 

(Einspieler et al., 2019; Sobral da Silva et al., 2020; Wheeler et al., 2020). Além disso, 

apresentam comumente problemas auditivos, convulsões, disfagia e dificuldades de 

deglutição (Satterfield-Nash et al., 2017; van der Linden et al., 2018; Bertolli et al., 

2020; Blackmon et al., 2020; Leal et al., 2020).  Alterações cardíacas foram também 

relatadas nestas crianças (Cranston et al., 2020). 
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A ocorrência destas manifestações depende principalmente do período 

gestacional em que a mãe foi infectada por ZIKV, sendo que quanto mais precoce, 

mais graves são as anomalias do recém-nascido (Brasil et al., 2016; Del campo et al., 

2017). 

Um estudo recente brasileiro descreveu uma taxa de letalidade de 

aproximadamente 10% dos casos confirmados de SCZ, sendo 93% das mortes em 

menores de 1 ano – incluindo o período neonatal e pós-natal (N Costa et al., 2020). 

Dentre as principais causas de morte das crianças com SCZ estavam insuficiência 

respiratória do recém-nascido, septicemia e malformações congênitas não 

especificadas, representando cerca de 45% das causas de morte (N Costa et al., 

2020). Um estudo avaliando a causa da morte de 22 crianças com SCZ que vieram a 

óbito em Pernambuco descreveu doenças pulmonares, incluindo pneumonia e sepse 

com aspiração pulmonar maciça, como causas de morte destas crianças, propondo 

tais causas como provavelmente secundárias à disfagia e refluxo (de Fatima Viana 

Vasco Aragão et al., 2019). Considerando as características apresentadas pelo recém-

nascido, N Costa e colaboradores (2020) descreveram como variáveis associadas aos 

óbitos destas crianças com SCZ o peso ao nascer, a prematuridade, o índice do Apgar 

<7 no 1º e 5º minuto e presença de anomalias congênitas na criança (N Costa et al., 

2020). 

 

Modelos in vivo e in vitro de investigação da infecção e teratogênese do vírus 

Zika 

A fim de melhor compreender os mecanismos de transmissão, entrada do ZIKV 

nas células, resposta imune do hospedeiro, mecanismos envolvidos com a patogênese 

e teratogênese do vírus, bem como possíveis tratamentos, diversos modelos in vivo e 

in vitro têm sido utilizados nas pesquisas (Kublin & Whitney, 2018; Pena et al., 2018).  

Dentre os modelos in vivo (ou modelos animais) utilizados nas pesquisas estão 

os primatas não-humanos, como babuínos-anúbis (Papio anubis), macacos-de-cauda-

de-porco-do-sul (Macacca nemestrina), macacos-rhesus (Macacca mulatta), e saguis 
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(Callithrix jacchus), porcos, ovelhas, camundongos, ratos, porquinhos-da-Índia, 

hamsters e embriões de galinha (Narasimhan et al., 2020). 

Os camundongos não são naturalmente suscetíveis à infecção pelo ZIKV (Grant 

et al., 2016). Em outras espécies, a proteína não-estrutural NS5 do ZIKV é capaz de 

reconhecer e degradar a proteína STAT2 do hospedeiro, evitando a sinalização do 

interferon (IFN) e uma resposta imune inicial mais robusta do hospedeiro, permitindo 

assim a replicação do vírus (Grant et al., 2016). No entanto, em camundongos este 

processo não ocorre e, por isto, há um controle eficiente da replicação viral e ausência 

da doença (Grant et al., 2016). Desta forma, estudos que utilizam este modelo animal 

precisam usar linhagens imunocomprometidas ou vias alternativas de inoculação viral, 

como diretamente no cérebro, por exemplo (Morrison et al., 2017; Narasimhan et al., 

2020).  

 Modelos in vitro têm sido também amplamente utilizados em pesquisas para as 

mesmas finalidades citadas para os modelos animais. Dentre os tipos celulares mais 

estudados, em função do neurotropismo do ZIKV e por representarem o momento do 

desenvolvimento neural, estão as células-tronco pluripotente induzidas (iPS – do inglês 

induced pluripotent stem cells) e células neuroprogenitoras (Kublin & Whitney, 2018; 

Pena et al., 2018). Além de cultura de células bidimensionais (2D), modelos de cultura 

celular em 3D que modelam o desenvolvimento do cérebro – neurosferas e organóides 

celulares – formados por células-tronco pluripotente induzidas também têm sido 

bastante utilizados nas pesquisas (Kublin & Whitney, 2018; Pena et al., 2018). 

Embora estes modelos sejam heterogêneos e apresentem algumas limitações, 

as informações obtidas através destes estudos podem ser comparadas e agregadas, 

fornecendo importantes descobertas sobre a biologia do ZIKV. 

 

Mecanismos moleculares associados à infecção e teratogênese do vírus Zika 

Muitos estudos têm buscado entender os mecanismos de infecção e 

teratogênese do ZIKV através de análises moleculares (Dang et al., 2016; Li et al., 

2016; Nowakowski et al., 2016; Rolfe et al., 2016; Tang et al.,2016; Zhang et al., 2016; 

Garcez et al., 2017; Tiwari et al., 2017; Yi et al., 2017; Caires-Júnior et al., 2018; 
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Janssens et al., 2018). Tal estratégia gera diferentes hipóteses acerca de vias que 

podem explicar a suscetibilidade diferencial dos indivíduos para o desenvolvimento 

das anomalias congênitas visualizadas na SCZ.  

Os principais mecanismos ou alterações moleculares avaliados e discutidos 

como associados à teratogênese do ZIKV, os quais são excelentes candidatos para a 

investigação da suscetibilidade genética dos indivíduos à teratogênese do vírus, são: 

(1) mecanismos de entrada do ZIKV nas células, (2) mecanismos de resposta imune 

do hospedeiro à infecção, (3) alterações no ciclo celular e indução à morte celular e 

(4) alterações na expressão de genes e proteínas relacionados à neurogênese e 

neurodesenvolvimento (Faizan et al., 2016; Wang et al., 2017; Ojha  et al., 2018; 

Christian et al., 2019). 

 

Entrada do vírus Zika nas células 

A entrada do ZIKV nas células se dá, principalmente, através de receptores de 

superfície, incluindo os receptores de lectina tipo C (CLRs), como o DC-SIGN 

(Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin) ou 

receptores de lipídios celulares (que reconhecem lipídios na membrana viral), como o 

receptor TIM-1 - integrantes da família TIM, e os receptores TYRO3, AXL e MER 

integrantes da família TAM (receptores de tirosina quinase), entre outros (Nowakowski 

et al., 2016; Agrelli et al., 2019). Dependendo do tipo celular, os receptores de entrada 

também podem variar (Agrelli et al., 2019). 

O receptor AXL é o mais estudado em relação à infecção pelo ZIKV 

(Nowakowski et al., 2016; Meertens et al., 2017; Richard et al., 2017; Chen  et al., 

2018; Strange et al., 2019). Sabe-se que AXL é superexpresso em células cerebrais 

humanas durante o desenvolvimento, incluindo células progenitoras neurais, células 

da glia, microglia, astrócitos e células endotelias, as quais são exatamente os 

principais alvos do ZIKV (Nowakowski et al., 2016; Meertens et al., 2017; Richard  et 

al., 2017; Chen  et al., 2018; Strange et al., 2019). A expressão específica de AXL 

fornece uma entrada fácil para infecção viral quando populações de células 
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hospedeiras que expressam esse receptor são expostas ao ZIKV. A exposição de 

células ao anticorpo contra AXL ou o silenciamento de AXL usando pequenos RNA de 

interferência levaram a uma diminuição na replicação viral e infecção, sugerindo o 

importante papel de AXL como um receptor de entrada de ZIKV (Hamel et al., 2015; 

Meertens et al., 2017). A entrada do ZIKV através de AXL estimula vias de sinalização 

mediadas por AXL, as quais suprimem a resposta imune inata (Hamel et al., 2015). 

Resultados de estudos em modelos animais indicam que os receptores de 

entrada candidatos, AXL, MERTK e TYRO3, não são criticamente essenciais para a 

entrada e infecção do ZIKV, visto que o nocaute destes receptores não previne a 

infecção (Wells et al., 2016; Hastings et al., 2017 Wang et al., 2017). 

 

Resposta imune do hospedeiro 

Ao infectar as células, o ZIKV induz uma resposta imune e a expressão de 

genes antivirais no hospedeiro (da Silva et al., 2019; Liu et al., 2019; Xu et al., 2019). 

Comumente na resposta a uma infecção viral, componentes virais específicos, como 

o genoma viral, são reconhecidos e então ocorre a produção de interferon tipo I (IFN-

I) e citocinas pró-inflamatórias (Thompson et al., 2011). O reconhecimento de 

componentes virais ocorre através de receptores Toll-like, sendo no caso do ZIKV 

especialmente o TLR3, a partir de então, genes estimulados por interferon (ISGs), 

como os genes OAS2, ISG15, MX1, entre outros, são então expressos (Hamel et al., 

2015; Li et al., 2016; Dang et al., 2016; Liao et al., 2020; Ojha et al., 2019; Wang et al., 

2020). 

A via de sinalização de TLR3 é ativada por meio da detecção do RNA viral do 

ZIKV e faz parte da resposta imune inata, gerando uma resposta antiviral nas células 

infectadas (Dang et al., 2016). Estudos in vitro têm demonstrado que a ativação da via 

de TLR3 em células infectadas causa a perturbação de diversos genes relacionados 

com o neurodesenvolvimento, sendo proposto que a hiperativação da resposta imune 

inata causaria esta desregulação dos genes relacionados à neurogênese, 
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prejudicando tal processo (Dang et al., 2016; Faizan et al., 2016; Li et al., 2016). Em 

células neuroprogenitoras, a inibição de TLR3 foi capaz de reduzir os efeitos 

fenotípicos da infecção por ZIKV, incluindo a desregulação do ciclo celular e morte 

celular (Dang et al., 2016). 

Estudos têm demonstrado que o ZIKV é capaz de modular tanto o sistema 

imune inato quanto adaptativo do hospedeiro (Winkler et al., 2017). O mecanismo pelo 

qual o ZIKV evade o sistema imune do hospedeiro é descrito como sendo relacionado 

às suas proteínas não estruturais (NS), que atuam restringindo as respostas antivirais 

e facilitando a replicação viral (Wu et al., 2017). A proteína NS5 do vírus, por exemplo, 

atua na degradação de STAT2, uma proteína fundamental para a sinalização de IFN-

I (Grant et al., 2016; Dar et al., 2017; Wang et al., 2020). As proteínas virais NS1, NS4B 

e a proteína NS2B, em conjunto com NS3, inibem a expressão de IFN-I e, 

consequentemente, favorecem o aumento da replicação viral (Wu et al., 2017).  

Estudos moleculares in vivo demonstraram que, durante a infecção, os genes 

mais enriquecidos no cérebro foram aqueles associados à resposta imune e produção 

ou resposta às citocinas (Li et al., 2016; Shao et al., 2016). Dentre os genes de 

resposta imune é possível destacar as interleucinas, interferons do tipo I, o fator de 

necrose tumoral (TNF-alfa), o ligante 10 de quimiocina com motivo CXC (CXCL10) e 

TLR3 (Li et al., 2016; Shao et al., 2016; Nem de Oliveira Souza et al., 2018). Da mesma 

forma que com TLR3, estudos in vivo demonstraram que a inibição de TNF-alfa 

preveniu a ocorrência alterações neurológicas nos animais expostos ao ZIKV, como 

convulsões, por exemplo (Nem de Oliveira Souza et al., 2018). 

Alterações moleculares em genes relacionados à resposta imune também têm 

sido descritas através estudos in vitro, sendo os genes desta via os mais afetados em 

estudos de expressão gênica (Tiwari et al., 2017; Amaral et al., 2020; Gratton et al., 

2020). 

O ZIKV também induz a neuroinflamação, processo já sabidamente relacionado 

com distúrbios neurológicos (Khaiboullina et al., 2017; Lum et al., 2017). Neste 



42 

contexto, tais evidências sugerem que tanto o mecanismo de resposta imune 

exacerbada, quanto a neuroinflamação, desempenham um papel crítico na 

patogênese da infecção pelo ZIKV, afetando a neurogênese e induzindo a morte 

celular. 

 

Alterações do ciclo celular e indução à apoptose 

Estudos moleculares in vitro também demonstraram que a infecção pelo ZIKV 

altera a expressão de diversos genes envolvidos na regulação do ciclo celular, bem 

como induz a expressão de genes relacionados com a apoptose, sendo este mais um 

mecanismo sugerido como associado às malformações neurológicas presentes nos 

indivíduos com a SCZ (Zhang et al., 2016; Li et al., 2016; Devhare et al., 2017; Garcez 

et al., 2017; Ghouzzi et al., 2017; Hammack  et al., 2019; Gratton et al., 2020; Yang et 

al., 2020).  

A desregulação do ciclo celular e consequente redução na proliferação das 

células neurais, especialmente das células neuroprogenitoras, foi demonstrada afetar 

a neurogênese como um todo (Zhang et al., 2016; Devhare et al., 2017; Garcez et al., 

2017; Ghouzzi et al., 2017).  

Diversos estudos demonstraram também que células infectadas pelo ZIKV 

apresentam expressão do gene supressor tumoral TP53, responsável pela estímulo 

da apoptose celular, bem de outros genes da via de p53 (Zhang et al., 2016; Devhare 

et al., 2017; Ghouzzi et al., 2017; Slomnicki et al., 2017). Teng e colaboradores (2017), 

descreveram, a partir de um estudo de biologia de sistemas in silico, que a provável 

interação entre a proteína do capsídeo do vírus e MDM2, um regulador negativo de 

TP53, poderia ser um dos mecanismos associado ao aumento da apoptose celular, 

em função da maior atividade de p53 (Teng et al., 2017). Coerentemente, estudos 

demonstraram que a inibição de p53 suprimia de forma eficiente a morte induzida pelo 

ZIKV nas células neuroprogenitoras (Zhang et al., 2016; Slomnicki et al., 2017). 
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Impacto nos processos de neurodesenvolvimento 

As alterações moleculares associadas à resposta imune e inflamatória do 

hospedeiro e àquelas relacionadas ao ciclo celular e apoptose podem afetar a 

expressão de genes envolvidos no neurodesenvolvimento. Considerando o impacto 

destas alterações moleculares citadas e do próprio ZIKV nas células neurais, estudos 

in vivo e in vitro têm demonstrado também a diminuição da expressão de miRNAs, 

genes e proteínas associadas a processos do neurodesenvolvimento, como 

proliferação e diferenciação de células neurais, neurogênese e migração neuronal (Yi 

et al., 2017; Azouz et al., 2019; Castro et al., 2019; Dang et al., 2019; Islam et al., 2019; 

Aguiar et al., 2020; Tabari et al., 2020).  

Estudos avaliando a metilação gênica após a infecção pelo ZIKV, in vitro ou a 

partir de amostras de crianças expostas ao ZIKV na gestação, demostraram que genes 

envolvidos com o desenvolvimento do cérebro ou responsáveis pelo desenvolvimento 

de microcefalia e desordens neuropsiquiátricas foram diferencialmente metilados 

(Janssens et al., 2018; Anderson et al., 2020).  

A infecção pelo ZIKV ou, mais especificamente, as proteínas não estruturais 

NS4A e NS4B do vírus inibe a sinalização da via Akt-mTOR, uma via envolvida na 

autofagia, que também é essencial para o desenvolvimento do cérebro (Liang et al., 

2016). Desta forma, o ZIKV induz uma ativação aberrante da autofagia e, através deste 

outro mecanismo, prejudica a neurogênese (Liang et al., 2016). Um estudo avaliando 

células progenitoras neurais de bebês com SCZ, demostrou também diferenças 

significativas na expressão de genes reguladores da via mTOR e com papel na 

autofagia, discutindo o impacto que estas alterações tiveram no desenvolvimento da 

SCZ nas crianças (Caires-Júnior et al., 2018).   

Além da alteração na neurogênese, estudos em modelos animais infectados 

pelo ZIKV têm demonstrado a alteração, especialmente a diminuição, da expressão 

de genes envolvidos em outros processos do neurodesenvolvimento, como a 

gliogênese, diferenciação e migração de células gliais e oligodendrogênese (Li et al., 

2018).  
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A Síndrome Congênita Associada à Infecção pelo Vírus Zika como uma 

fenocópia de síndromes genéticas 

O conceito de fenocópia foi proposto por Goldschmidt (1935) (Lenz, 1973). Uma 

fenocópia consiste em uma ou mais anomalias congênitas causadas devido à 

exposição a fatores ambientais, como medicamentos ou agentes biológicos 

teratogênicos, por exemplo, mas que são muito similares do ponto de vista fenotípico 

a anomalias causadas devido a uma mutação genética (Lenz, 1973; Cassina et al., 

2017). 

Alguns estudos têm descrito e discutido alterações moleculares devido à 

infecção pelo ZIKV que se enquadrariam neste conceito de fenocópia. Tem sido 

descrito, por exemplo, que a infecção pelo ZIKV em células neuroprogenitoras, entre 

outras células neurais, afeta a expressão e metilação gênica de genes que geralmente 

quando mutados ocasionam fenótipos visualizados na SCZ, como microcefalia 

(Anderson et al., 2016; Ghouzzi et al., 2016; Li et al., 2016).  

Sabe-se que muitas proteínas associadas com a ocorrência de microcefalia 

atuam em processos de organização celular para a ocorrência da mitose, como 

formação do fuso, entre outros (Marthiens et al., 2013). E, neste sentido, estudos em 

células neuroprogenitoras e organoides cerebrais demonstraram que o ZIKV afeta 

estes mesmos processos, afetando assim a proliferação das células neurais e levando 

à morte celular (Onorati et al., 2016; Souza et al., 2016; Gabriel et al., 2017). 

 

SUSCETIBILIDADE NA TERATOGÊNESE 

 Uma vez que nenhum teratógeno é capaz de causar anomalias congênitas em 

100% dos indivíduos expostos, o percentual de indivíduos afetados pode variar 

dependendo de diferentes variáveis (Wilson et al., 1977; Polifka e Friedman, 2002). A 

suscetibilidade genética de um indivíduo para danos induzidos por teratógenos, por 

exemplo, é um dos princípios da teratogênese (Wilson et al., 1977). Neste sentido, 
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estudos avaliando genes específicos têm sido conduzidos e têm encontrado variantes 

genéticas que conferem maior susceptibilidade de um indivíduo em relação ao dano 

induzido por um teratógeno (Wlodarczyk et al., 2011; Cassina et al., 2012). 

 

Fatores de risco genéticos e ambientais na teratogênese do vírus Zika 

Alguns estudos têm buscado entender qual o risco de desenvolvimento da SCZ 

em crianças expostas ao vírus durante a gestação. No entanto, não é possível saber 

com precisão qual o percentual de crianças expostas ao ZIKV que desenvolvem 

anomalias congênitas, pois uma parcela grande de indivíduos infectados (80%), dentre 

os quais gestantes, não desenvolvem sintomas (Duffy et al., 2019). Desta forma, 

muitas estimativas sobre esta quantidade de crianças que nascem com anomalias 

congênitas após a exposição são feitas apenas com base em grupos de gestantes 

sintomáticas e/ou com soropositivas para a infecção.  

Em um estudo prospectivo de Brasil e colaboradores (2016) com 117 nascidos 

vivos filhos de 116 gestantes soropositivas para o ZIKV, foi observado que em torno 

de 42% dos recém-nascidos apresentavam alguma anomalia congênita e 7% vieram 

a óbito (Brasil et al., 2016). Estudos de revisão, em contrapartida, estimam como sendo 

até 30% ou até 42% o risco de crianças expostas ao ZIKV na gestação apresentarem 

algum efeito adverso ou anomalia congênita (Pomar et al., 2019; Vhp et al., 2020). 

Como previamente mencionado, dado o grupo amostral comumente utilizado nestes 

estudos, é possível que este risco seja um pouco menor do que o que vem sendo 

estimado. 

Poucos estudos até o momento investigaram variações genéticas em mães de 

crianças que desenvolveram a SCZ ou nas próprias crianças. Rossi e colaboradores 

(2019), avaliando 52 mães soropositivas para a infecção pelo ZIKV que tiveram ou não 

filhos com SCZ, descreveram os polimorfismos c.319T>C (rs11676272) e c.1297G>A, 

nos genes ADCY3 e ADCY7, respectivamente, como associados a maior risco de 

desenvolvimento de SCZ (Rossi et al., 2019). Ainda, Santos e colaboradores (2019) 

descreveram, a partir de uma amostra de 68 mães expostas ao ZIKV que tiveram filhos 

com SCZ e 43 mães expostas ao ZIKV que tiveram filhos normais, que o polimorfismo 
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rs3775291 em TLR3 foi associado a maior risco de ocorrência da SCZ (Santos et al., 

2019). 

Considerando estudos que avaliaram variações genéticas nas crianças com 

SCZ, Santos e colaboradores (2019) também descreveram, a partir de uma amostra 

de 42 crianças com SCZ e microcefalia grave e 17 crianças com SCZ e microcefalia 

moderada, uma associação entre o polimorfismo rs1799964 de TNF e o fenótipo de 

microcefalia grave nestas crianças com CZS (Santos et al., 2019). Outros dois estudos, 

avaliando crianças com SCZ através de exomas completos foram conduzidos. Caires-

Júnior e colaboradores (2018) realizaram o sequenciamento de exoma de 18 crianças 

com a SCZ e 5 crianças expostas ao ZIKV que nasceram normais, mas não 

encontraram nenhuma variante específica que pudesse conferir maior suscetibilidade 

para o desenvolvimento da SCZ, tendo descrito apenas a presença de um número 

maior de variantes raras nas crianças com a SCZ  (Caires-Júnior et al., 2018). Aguiar 

e colaboradores (2020) realizaram o sequenciamento de exoma de 8 crianças com a 

SCZ e também citaram a presença de variantes raras em 5 destes indivíduos (Aguiar 

et al., 2020). No entanto, os autores deste estudo descreveram que combinando 

variantes presentes no mesmo gene, eles identificaram em cinco crianças da amostra 

23 genes que possuíam pelo menos um polimorfismo, sendo tais genes relacionados 

à organização da matriz extracelular (genes que codificam colágeno, FBN2, FBN3 e 

FN1), relacionados ao desenvolvimento do SNC (PTPRZ1), o sistema imunológico 

(C7, C8A , IL4R, IL7, IRF3 e TLR2), contração muscular e artrogripose (PIEZO2, RYR1 

e TTN) e vias de sinalização Notch e Wnt (NOTCH3, NOTCH4 e VANGL1).  

Além de fatores genéticos, diversos estudos têm discutido algumas condições 

ambientais que podem favorecer o desenvolvimento da SCZ. O momento da gestação 

que ocorre a infecção pelo vírus, a condição nutricional da gestante e infecções ou 

imunizações prévias para outros flavivírus, como os vírus da dengue e da febre 

amarela, por exemplo, têm sido estudados como fatores ambientais que podem 

favorecer o desenvolvimento da SCZ (De Góes Cavalcanti et al., 2016; Masel et al., 

2019; Barbeito-Andrés et al., 2020; Mendes et al., 2020; Radaelli et al., 2020). 
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JUSTIFICATIVA 
 
O vírus Zika (ZIKV) é um agente infeccioso cuja capacidade teratogênica foi 

descoberta há cerca de 6 anos. A exposição ao vírus durante a gestação foi 

demonstrada como capaz de prejudicar o neurodesenvolvimento, produzindo 

anomalias congênitas e alterações neurológicas nos indivíduos expostos, as quais 

compõem a Síndrome Congênita associada à infecção pelo vírus Zika (SCZ). No 

entanto, sabe-se que apenas uma parcela dos indivíduos expostos desenvolve 

alterações, em torno de 1-42%.  

Os mecanismos associados com a teratogênese do ZIKV são ainda pouco 

conhecidos. Estudos vêm demonstrando que a infecção de células neurais pelo ZIKV 

afeta a expressão e a metilação de diversos genes importantes em vias biológicas, 

como as vias de resposta imune, ciclo celular, neurodesenvolvimento, entre outras. As 

alterações moleculares e, consequentemente, desregulação destas vias têm sido 

sugeridas como responsáveis pelo desenvolvimento da SCZ. 

A fim de melhor compreender as principais vias biológicas e genes afetados 

pelo ZIKV, estudos de revisão sistemática e meta-análises dos achados que vêm 

sendo divulgados na literatura são extremamente importantes, uma vez que comparam 

resultados, discutem a qualidade dos mesmos e geram novas hipóteses. 

Sabe-se ainda que no caso de outros teratógenos, variações genéticas podem 

influenciar a suscetibilidade diferencial de um indivíduo em relação ao dano 

induzido. No entanto, para o ZIKV, alterações genéticas nos indivíduos expostos que 

nasceram com a SCZ ou que nasceram normais não têm sido ainda amplamente 

avaliadas. Assim, questões importantes sobre a infecção e teratogênese do ZIKV 

ainda não estão respondidas, tais como: Existe algum perfil genético associado com a 

suscetibilidade à teratogênese do vírus Zika ou com fenótipos específicos dentro da 

Síndrome Congênita associada à infecção pelo vírus Zika? 

 Neste sentido, a avaliação da presença de variantes relacionadas a perfis 

genéticos desfavoráveis nas vias que têm sido descritas como mais desreguladas 

devido à infecção pelo ZIKV poderia auxiliar no entendimento, ao menos em parte, de 

por que alguns indivíduos desenvolvem a SCZ enquanto outros não. Cabe salientar 
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que é tais variantes de risco não seriam suficientes para causar uma anomalia 

congênita, considerando o desenvolvimento normal, porém, na presença da exposição 

ao ZIKV, elas teriam seu efeito potencializado.  

A investigação das hipóteses e questões acima citadas, através de diferentes 

metodologias e abordagens investigativas, pode preencher muitas lacunas no 

conhecimento, bem como favorecer a identificação de genes e vias biológicas chaves 

na teratogênese do ZIKV. 
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Objetivo Geral 

 

Avaliar os mecanismos moleculares associados com a teratogenicidade do vírus Zika.  

 

Objetivos Específicos 

 

1. Realizar uma revisão sistemática, com base em estudos in vivo, e descrever as 

principais vias biológicas afetadas devido à infecção pelo ZIKV e mecanismos 

moleculares associados à sua teratogênese; 

2. Realizar uma meta-análise, com base em estudos in vitro com células neurais, 

e identificar os principais genes e vias biológicas afetados devido à infecção 

pelo ZIKV e seu possível papel no fenótipo da SCZ; 

3. Investigar variantes genéticas de possível suscetibilidade à SCZ em genes de 

entrada viral e resposta imune do hospedeiro em indivíduos com SCZ, 

comparando com indivíduos não afetados por anomalias congênitas que 

também foram expostos ao vírus; 

4. Investigar variantes genéticas de possível suscetibilidade à SCZ em genes 

reguladores de ciclo celular em indivíduos com SCZ, comparando com 

indivíduos não afetados por anomalias congênitas que também foram expostos 

ao vírus; 

5. Investigar variantes genéticas de possível suscetibilidade à SCZ em genes 

envolvidos com o neurodesenvolvimento em indivíduos com SCZ, comparando 

com indivíduos não afetados por anomalias congênitas que também foram 

expostos ao vírus; 

6. Investigar variantes genéticas nas porções codificantes do genoma de gêmeos 

dizigóticos discordantes para a SCZ, a fim de identificar aquelas que possam 

explicar a suscetibilidade à teratogênese do ZIKV;  

7. Investigar variantes genéticas nas porções codificantes do genoma de crianças 

comprovadamente expostas ao ZIKV com SCZ, comparando com crianças sem 

comprovação de exposição ao vírus com fenótipo compatível com a SCZ, a fim 
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de identificar variantes que sejam compartilhadas entre eles e possam 

representar marcadores de suscetibilidade para o desenvolvimento da SCZ;  

8. Com base em uma revisão da literatura, descrever a possível relação entre a 

infecção pelo ZIKV na gestação, a resposta imune da mãe e o desenvolvimento 

de autismo em crianças expostas ao ZIKV. 
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Abstract: Zika virus (ZIKV) causes Congenital Zika Syndrome (CZS) in individuals exposed pre-
natally. Here, we investigated polymorphisms in VEGFA, PTGS2, NOS3, TNF, and NOS2 genes as
risk factors to CZS. Forty children with CZS and forty-eight children who were in utero exposed
to ZIKV infection, but born without congenital anomalies, were evaluated. Children with CZS
were predominantly infected by ZIKV in the first trimester (p < 0.001) and had mothers with lower
educational level (p < 0.001) and family income (p < 0.001). We found higher risk of CZS due the
allele rs2297518[A] of NOS2 (OR = 2.28, CI 95% 1.17–4.50, p = 0.015). T allele and TT/CT genotypes
of the TNF rs1799724 and haplotypes associated with higher expression of TNF were more prevalent
in children with CZS and severe microcephaly (p = 0.029, p = 0.041 and p = 0.030, respectively). Our
findings showed higher risk of CZS due ZIKV infection in the first trimester and suggested that
polymorphisms in NOS2 and TNF genes affect the risk of CZS and severe microcephaly.

Keywords: maternal exposure; Zika virus; Zika virus infection; teratogens; congenital abnormalities;
genetic variation; genetic polymorphism; disease susceptibility; inflammation

1. Introduction

Zika virus (ZIKV) is a human teratogen capable of causing neurological and ocular
malformations in fetuses with in utero exposure to ZIKV infection [1,2]. Congenital Zika
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Syndrome (CZS) does not occur in all embryos or fetuses exposed, but in less than 42% [3,4].
The congenital anomalies present in children with CZS include brain calcifications, micro-
cephaly, joint abnormalities, and ocular abnormalities, among others [4].

In order to understand the mechanisms associated with the development of congen-
ital anomalies due to ZIKV infection, environmental and molecular variables have been
investigated in humans, in vivo and in vitro; however, risk and protection factors still need
to be better elucidated. The timing of ZIKV infection during pregnancy, for example, is
a variable that has been discussed in studies as relevant to the occurrence and severity
of congenital anomalies [5,6]. The investigation of molecular changes caused by ZIKV
during infection, such as in the gene expression, is one approach used to understand
its molecular mechanisms and factors associated with its teratogenesis. Studies in this
context have shown an exacerbated activity of genes/proteins involved in the immune and
inflammatory response during ZIKV infection [7–10].

It has been reported that some genes, such as TNF, NOS2, PTGS2, and VEGFA, as well
as their proteins, are overexpressed during ZIKV infection, acting on the inflammatory
response mechanism [11–14]. This neuroinflammatory profile in the central nervous system
has been suggested as impairing the cell differentiation and proliferation—especially
of neuroprogenitor cells—inducing the CZS [10–12]. The inefficient immune response
as well as a highly inflammatory environment are, therefore, harmful scenarios for the
developing brain, probably related to the increased cell death associated with the CZS
development. Based on these data, the investigation of genes that act in this pathway
and in developmental process, such as VEGFA, PTGS2, NOS3, TNF, and NOS2, as well
as functional polymorphisms that affect the expression of these genes and their proteins
activity may lead to the discovery of genetic factors of susceptibility to teratogenesis
of ZIKV.

Hence, the aim of this study was to assess environmental variables, such as sociode-
mographic and clinical characteristics, as well as genetic variants in genes involved in the
inflammatory process of response to ZIKV as risk or protective factors for CZS. Therefore,
we investigated a sample of children who were in utero exposed to ZIKV infection and
later developed CZS or, some of them, were born without congenital anomalies.

2. Materials and Methods
2.1. Ethical Issues

This study was carried out following the rules of the Declaration of Helsinki and
approved by the Ethics and Research Committee of the Hospital de Clínicas de Porto
Alegre, the institution responsible for this study (nº 170619–CAAE 78735817910015327),
and by all participating institutions. All legal guardians of individuals recruited for this
study gave their informed consent for inclusion before they participated in the study.

2.2. Sample

In this case-control study, we included 40 children diagnosed with CZS whose mothers
had evidence of ZIKV infection during pregnancy (case group) and 48 children without
congenital anomalies whose mothers also had evidence of ZIKV infection (control group).
Evidence of ZIKV exposure was defined as positive RT-PCR or specific symptoms of
infection ZIKV during a ZIKV outbreak in the region during the pregnancy (e.g., rash, fever
and/or joint pain). Case children were recruited between June 2018 to November 2019 from
reports of microcephaly in five Brazilian research and/or assistance centers: North region
(Fundação Hospital do Acre, n = 4), Northeast region (Fundação Universidade Estadual
do Ceará, n = 21), Midwest region (Universidade do Estado de Mato Grosso, n = 2 and
Universitário Júlio Muller, n = 12), and South region (Hospital de Clínicas de Porto Alegre,
n = 1). Control children were recruited in the same research and/or assistance centers from
the North region (n = 1), Midwest (n = 46, from a cohort of women that gave birth in 2016,
in the city of Tangará da Serra), and South region (n = 1).
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Children with CZS included in this study were, in the first year of life, attended by a
team of doctors, including geneticists, neuropediatricians, neurologists, ophthalmologists,
physiotherapists, and (or) dentists. Subsequently, according to the needs related to the
neurodevelopment of each child, they continued to be accompanied by some professionals,
including pediatricians, physiotherapists, ophthalmologists, dentists, and (or) neurologists,
among others, who are part of this study. Therefore, the clinical characteristics of these indi-
viduals, as well as ophthalmological and neuroimaging tests were obtained, when available,
through the medical records of these consultations or through questionnaires applied to the
mothers. Likewise, sociodemographic data were obtained through questionnaires applied
during the medical consultation.

2.3. Genetic Analysis

A blood or saliva sample was collected from individuals and DNA extraction was
performed by the FlexiGene DNA Kit (Qiagen, Hilden, Germany) or Oragene Kit (DNA
Genotek, Ottawa, Ontario, Canada). Eleven polymorphisms in VEGFA, PTGS2, NOS3, TNF,
and NOS2 genes were selected to be evaluated in this study. Information about the polymor-
phisms evaluated and the TaqMan assays used are found in Appendix A. The criteria for
genetic variants selection were based on: (1) Minor Allele Frequency (MAF) > 1% (based
on gnomAD database information for non-Finnish European and/or AbraOM database
for Brazilian), and (2) functional description as modifiers of their gene’s expression or
protein function. The genotyping was performed through the TaqMan Genotyping Assay
method in Step One PlusTM Real-Time PCR Systems (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, EUA).

2.4. Statistical Analyses

A descriptive analysis of the congenital anomalies of individuals with CZS was
performed. Quantitative variables were tested through the Shapiro–Wilk test to verify their
normality and according to the distribution found, Student’s t test or Mann–Whitney U
test were applied. The Hardy–Weinberg equilibrium was tested for all polymorphisms.
Categorical variables were compared between the groups by Chi-square test or Fisher’s
Exact Test. Through a univariate logistic regression analysis, we looked for associations
between individual variables and the occurrence of CZS. p-values lower than 0.05 were
considered to be significant. The SPSS v.18 software was used to perform the statistical
analyses (IBM, Armonk, New York, NY, USA).

Linkage disequilibrium (LD) analysis was inferred with Haploview v.4.2. software
(Broad Institute, Cambridge, MA, USA). The haplotypes were obtained with the Bayesian
algorithm in Phase 2.1.1 software.

3. Results
3.1. Sociodemographic and Clinical Profile of Children Who Were In Utero Exposed to ZIKV Infection

Eighty-eight children who were in utero exposed to ZIKV infection were recruited
for this study. Forty children developed Congenital Zika Syndrome (CZS) (case group)
and forty-eight were born without alterations (control group). The sociodemographic
characteristics of the children are presented in Table 1. There was a higher prevalence of
black individuals in both case (77%) and control (65%) groups and, therefore, this variable
did not present a statistically significant difference between the groups. As expected,
weight, height, and the cephalic perimeter were higher in the control group (p < 0.001).
Most mothers of children with CZS were exposed to ZIKV infection in the first trimester
(80%) while most mothers of children without CZS were exposed to ZIKV infection the
third trimester (44%) (p < 0.001). Cesarean section had a significantly higher prevalence in
the control group (90%) (p < 0.001). Mothers of children with CZS had a lower educational
(p < 0.001) and lower monthly family income (p = 0.008).
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Table 1. Evaluation of Clinical, Gestational, and Sociodemographic Characteristics in the Case and Control Groups.

Variables Case † (n = 40) Control (n = 48) p-Value ‡

Sex (n, %)
Male 23 (57%) 26 (54%) 0.754

Female 17 (43%) 22 (46%)
Ethnicity (n, %)

Black 31 (77%) 31 (65%) 0.242
White 9 (23%) 17 (35%)

Weight (kg) 2.5 (2.2–2.9) 3.2 (2.8–3.5) <0.001 *
Height (cm) 45.0 (44.0–48.0) 49.0 (47.0–50.0) 0.001 *

Cephalic perimeter (cm) 29.0 (27.3–31.0) 35.0 (34.0–36.0) <0.001 *
Gestational age at birth (weeks) 38.0 (37.0–39.0) 38.0 (37.0–38.7) 0.522

Types of delivery (n, %)
Vaginal delivery 16/30 (53%) 5 (10%) <0.001 *
Cesarean section 14/30 (47%) 43 (90%)

Mother’s age (years) 28.0 (22.5–35.5) 29.5 (22.0–33.0) 0.824
Father’s age (years) 28.0 (24.0–37.8) 31.0 (26.0–35.0) 0.693

Trimester of ZIKV infection (n, %)
1st 24/30 (80%) 13 (27%) <0.001 *
2nd 4/30 (13%) 14 (29%)
3rd 2/30 (7%) 21 (44%)

Exposure during pregnancy (n, %)
Alcohol 3/35 (9%) 14 (29%) 0.028 *
Smoke 0/35 1 (2%) 1.000
Drugs 0/35 1 (2%) 1.000

Maternal yellow fever vaccine (n, %) 18/24 (75%) 35 (73%) 1.000
Maternal educational level (n, %)

Elementary school 13/38 (34%) 0 <0.001 *
High school 13/38 (34%) 2 (4%)

Incomplete or complete higher education 12/38 (32%) 46 (96%)
Monthly family income (n, %)

Less than 3 minimum wages 23/27 (85%) 12/25 (46%) 0.008 *
Between 3 and 9 minimum wages 4/27 (15%) 12/25 (46%)

More than 9 minimum wages 0 2/25 (8%)

† In the case group, some information was not available or was not answered for all mothers. ‡ Quantitative variables were compared
between the groups through the Student’s t test or Mann–Whitney U test and categorical variables through the Chi-squared test or Fisher’s
exact test; Quantitative variables are presented as median and quartiles; * Statistically significant.

Congenital anomalies of the children with CZS are presented in Figure 1. Such
anomalies were identified during the children’s first year of life by a team of doctors and
through dysmorphological, neuroimaging, and ophthalmic examinations that are available
in some of the research and assistance centers in which the children have been treated.

For those whom the exams were performed and the information was available,
the most prevalent clinical findings were microcephaly (n = 40–100%), calcifications
(n = 22/24–92%), cerebral atrophy (n = 11/12–92%), lissencephaly (n = 10/12–83%), cran-
iofacial disproportion (n = 15/18–83%), ventriculomegaly (n = 8/11–73%), and ocular
alterations (n = 22/32–69%).

Given the neurological impairment of most of these children, they continued to
be accompanied by specific doctors, such as pediatricians and physiotherapists (more
regularly), or ophthalmologists, dentists, and neurologists (more sporadically). Such
monitoring varied again depending on the research and assistance center in which the
children have been treated.
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3.2. Genetic Susceptibility to CZS and Severe Microcephaly

The allelic and genotypic frequencies of polymorphisms in the VEGFA, PTGS2, NOS3,
TNF, and NOS2 genes in both groups are presented in Table 2. The genotypic frequencies
of the rs1799983 (NOS3), rs1799724 (TNF), rs2779249, and rs2297518 (NOS2) in the control
group were not consistent with the Hardy–Weinberg equilibrium as well as the genotypic
frequencies of the rs2297518 (NOS2) in the case group.
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Table 2. Allelic and genotypic frequencies of polymorphisms in VEGFA, PTGS2, NOS3, TNF, and NOS2 genes in the case
and control groups.

Gene Polymorphism Allele/Genotype Case (n = 40) Control (n = 48) p-Value †

VEGFA (n, %) rs1570360 G 70 (87%) 72 (75%) 0.054
A 10 (13%) 24 (25%)

GG 30 (75%) 28 (58%) 0.109
GA 10 (25%) 16 (33%)
AA 0 4 (9%)

rs2010963 G 39 (49%) 47 (49%) 1.000
C 41 (51%) 49 (51%)

GG 11 (27%) 11 (23%) 0.821
GC 18 (46%) 25 (52%)
CC 11 (27%) 12 (25%)

rs3025039 C 61 (76%) 84 (87%) 0.073
T 19 (24%) 12 (13%)

CC 25 (63%) 36 (75%) 0.084
CT 11 (27%) 12 (25%)
TT 4 (10%) 0

PTGS2 (n, %) rs689465 T 68 (85%) 77 (80%) 0.434
C 12 (15%) 19 (20%)

TT 29 (73%) 30 (63%) 0.746
TC 10 (25%) 17 (35%)
CC 1 (2%) 1 (2%)

NOS3 (n, %) rs2070744 T 57 (71%) 63 (66%) 0.516
C 23 (29%) 33 (34%)

TT 20 (50%) 21 (44%) 0.679
TC 17 (42%) 21 (44%)
CC 3 (8%) 6 (12%)

rs1799983 G 65 (81%) 73 (76%) 0.464
T 15 (19%) 23 (24%)

GG 27 (67%) 25 (52%) 0.045 *
TG 11 (28%) 23 (48%)
TT 2 (5%) 0

TNF (n, %) rs1799724 C 70 (87%) 86 (90%) 0.812
T 10 (13%) 10 (10%)

CC 31 (78%) 40 (83%) 0.606
CT 8 (20%) 6 (13%)
TT 1 (2%) 2 (4%)

rs361525 G 76 (95%) 93 (97%) 0.703
A 4 (5%) 3 (3%)

GG 36 (90%) 45 (94%) 0.694
GA 4 (10%) 3 (6%)

rs1799964 T 63 (79%) 75 (80%) 1.000
C 17 (21%) 19 (20%)

TT 25 (62%) 31 (66%) 0.939
TC 13 (33%) 13 (28%)
CC 2 (5%) 3 (6%)

NOS2 (n, %) rs2779249 C 28 (35%) 40 (42%) 0.437
A 52 (65%) 56 (58%)

CC 6 (15%) 12 (25%) 0.521
CA 16 (40%) 16 (33%)
AA 18 (45%) 20 (42%)

rs2297518 G 50 (62%) 76 (79%) 0.019 *
A 30 (38%) 20 (21%)

GG 20 (50%) 33 (69%) 0.144
GA 10 (25%) 10 (21%)
AA 10 (25%) 5 (10%)

† Chi-squared test or Fisher’s exact test; * Statistically significant.
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The genotypic frequencies of the rs1799983 (NOS3) were different between the groups
(p = 0.045). Moreover, there was a higher frequency of the A allele of the rs2297518
(NOS2) in the case group (p = 0.019). The allelic and genotypic frequencies of the other
polymorphisms showed no statistically significant difference between the groups.

The frequencies of haplotypes generated by combining alleles of variants in the
same gene were also compared between groups (Table 3). The frequencies of the VEGFA
haplotypes were statistically different between cases and controls (p = 0.002). Although,
NOS2 haplotypes also presented a differential frequency between the groups, these were
not statistically significant (p = 0.054). The haplotypic frequencies of the other genes
showed no statistically significant difference between the groups. In the TNF gene, the
TCG haplotype (rs1799964, rs1799724, and rs361525, respectively) contained risk alleles
associated with low TNF expression [15–18]. The frequency of this haplotype was compared
between cases and controls, but there was no statistically significant difference.

Table 3. Frequencies of the haplotypes generated by the combination of alleles of the polymorphisms
in VEGFA, NOS3, TNF, and NOS2 genes in case and control groups.

Gene Haplotypes † Cases (n = 40) Controls (n = 48) p-Value §

VEGFA (n, %) GGC 30 (38%) 23 (24%) 0.002 *
GCC 25 (31%) 40 (42%)
GCT 14 (17%) 9 (9%)
AGC 4 (5%) 21 (22%)
AGT 4 (5%) 3 (3%)
ACC 2 (3%) 0
GGT 1 (1%) 0

NOS3 (n, %) TG 55 (69%) 55 (57%) 0.156
CT 14 (17%) 15 (16%)
CG 9 (11%) 18 (19%)
TT 2 (3%) 8 (8%)

TNF (n, %) TCG 54 (66%) 68 (71%) 0.831
CCG 14 (16%) 16 (17%)
TTG 10 (13%) 9 (9%)
CCA 4 (5%) 3 (3%)

TCG ‡ 53 (70%) 68 (73%) 0.732
others ‡ 23 (30%) 25 (27%)

NOS2 (n, %) GA 37 (46%) 51 (53%) 0.054
AA 15 (19%) 7 (7%)
AC 15 (19%) 13 (14%)
GC 13 (16%) 25 (26%)

† VEGFA haplotypes: variants rs1570360, rs2010963, and rs3025039, respectively; NOS3: rs2070744 and rs1799983,
respectively; TNF: rs1799964, rs1799724, and rs361525, respectively; NOS2: rs2297518, and rs2779249, respectively;
‡ Comparison of the frequencies of a haplotype containing all alleles associated with low expression of the TNF
against the other haplotypes; § Chi-squared test or Fisher’s exact test; * Statistically significant.

Table 4 presents the results of a univariate logistic regression analysis of significant risk
variables for the CZS. The first trimester of exposure to the ZIKV infection was related to a
higher risk to CZS development (OR: 19.38, CI 95% 4.70–133.78, p < 0.001). Furthermore,
the presence of the A allele of the rs2297518 (NOS2) was related to a higher risk to the CZS
(OR: 2.28, CI 95% 1.17–4.50, p = 0.015).

Table 4. Univariate logistic regression showing risk variables for the Congenital Zika Syndrome.

Risk Variables Odds Ratio (95% IC) p-Value

1st trimester of ZIKV infection 19.38 (95% IC 4.70–133.78) <0.001 *
NOS2 rs2297518[A] 2.28 (95% IC 1.17–4.50) 0.015 *

[A]: allele A of the NOS2 rs2297518 genetic variant; * Statistically significant.

A specific phenotype of the CZS, the severity of the microcephaly, was evaluated in
the case group. Mild or moderate microcephaly was defined if the head circumference
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was between 2 and 3 standard deviation (SD) below the mean for sex and age, and severe
if it was 3 or more SD below the mean [19]. Children with 2SD of microcephaly were
compared to children with 3SD of microcephaly for the frequency of two variables already
reported in the literature as related to these phenotypes—trimester of ZIKV infection and
TNF gene [20,21]. The results of such analysis are presented in Table 5. The frequency
of ZIKV infection in the first trimester was higher in children with severe microcephaly
(100%), compared with children with moderate microcephaly (33%) (p = 0.019). Children
with severe microcephaly presented higher frequency of the T allele and genotypes TT or
CT of the TNF rs1799724, compared with children with moderate microcephaly (p = 0.029
and p = 0.041, respectively). Moreover, the two groups presented a differential frequency
of TNF haplotypes (p = 0.030), with an especially higher frequency of the TCG haplotype,
which contains all the alleles related to the lower expression of TNF [15–18]. This haplotype
is found in 88% of the children with moderate microcephaly (<2SD) against 58% in children
with severe microcephaly (<3SD) (p = 0.079).

Table 5. Association between trimester of Zika virus (ZIKV) infection during pregnancy or TNF polymorphisms and the
severity of microcephaly in cases with CZS.

Variables
Allele/

Genotype/
Haplotype

Severity of Microcephaly

Mild (n = 8) Severe (n = 12) p-Value

Trimester of ZIKV infection † (n, %)
1st 2 (33%) 7 (100%) 0.019
2nd 3 (50%) 0
3rd 1 (17%) 0

TNF (n, %)
rs1799724 T 0 7 (29%) 0.029 *

C 16 (100%) 17 (71%)
CC 8 (100%) 6 (50%) 0.041 *
CT 0 5 (42%)
TT 0 1 (8%)

rs361525 A 1 (6%) 0 0.400
G 15 (94%) 24 (100%)

GG 7 (87%) 12 (100%) 0.400
AG 1 (13%) 0

rs1799964 C 2 (13%) 3 (13%) 1.000
T 14 (87%) 21 (87%)

TT 6 (75%) 9 (75%) 1.000
CT 2 (25%) 3 (25%)

Haplotypes ‡ CCG 1 (6%) 3 (13%) 0.030 *
CCA 1 (6%) 0
TCG 14 (88%) 14 (58%)
TTG 0 7 (29%)

TCG § 14 14 0.079
others § 2 10

† The information about the trimester of exposure to ZIKV infection during pregnancy was not available for all children with data of the
severity of the microcephaly; ‡ TNF haplotypes: variants rs1799964, rs1799724, and rs361525, respectively; § Comparison of the frequencies
of a haplotype containing all the alleles associated with low expression of the TNF against the other haplotypes; Chi-squared test or Fisher’s
exact test; * Statistically significant.

4. Discussion

Zika virus teratogenic potential has been discovered in the recent years; thus, little is
known about the susceptibility factors and mechanisms related to the adverse effects caused
by its exposure in embryos and fetuses in development so far. It is known that around 1 to
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42% of embryos or fetuses with in utero exposure to ZIKV infection developed the CZS [4].
Discordant twins for CZS have been shown to be not uncommon [9]. Based on this, it
is important to take into account the environmental and genetic factors that may confer
susceptibility to ZIKV teratogenesis. In this work, we evaluated some sociodemographic,
clinical, and genetic variants as possible risk factors to CZS in a sample of children who
were in utero exposed to ZIKV infection, comparing children who were born with and
without CZS.

Regarding some gestational risk factor to CZS, the exposure to ZIKV in the first
trimester of pregnancy has been reported as a risk factor to CZS, presenting more severe
congenital anomalies than later exposures [2,6]. Our results corroborate these findings,
since we found a higher prevalence of children with CZS who were exposed in utero to
ZIKV in the first trimester of pregnancy while children born without congenital anomalies
were predominantly exposed in second and third trimester of gestation. Moreover, we
found a higher frequency of the first trimester exposure in children with severe microcephaly.

Still, in this context of environmental variables possibly involved with the teratogenic
effects of ZIKV, the socioeconomic level has been discussed as a possible environmental
factor associated with this asymmetric distribution of CZS in Brazil [22]. That discussion
is important, since this variable was also associated with the availability and quality of
mothers’ diets during pregnancy, a condition recently also associated with the development
of CZS [23]. In the present sample, we observed that families of children with CZS had a
lower socioeconomic level compared to families of children without CZS. Mothers in the
case group had a lower educational level and reported lower family income. This finding
this is not new in the literature, since low socioeconomic level has been described as a risk
factor for congenital anomalies. Therefore, it is probably that this population presents a
higher risk for negative outcomes after ZIKV infection during pregnancy [24,25].

In relation to genetic risk factors, through the analyses of functional genetic variants
in VEGFA, PTGS2, NOS3, TNF, and NOS2, genes related to immune and inflammatory
response, we found different allelic, genotypic, and haplotypic frequencies between chil-
dren with and without CZS. Regarding the NOS2 gene, we found a higher prevalence
of the rs2297518 allele A in children with CZS, being that this allele is associated with
an increased risk to CZS (OR: 2.28 (95% IC 1.17–4.50). NOS2 rs2297518 is a functional
polymorphism that affects the iNOS protein activity, with the A allele related to increased
protein activity and higher nitric oxide (NO) production [26,27]. NO has been reported as
playing major roles in neurogenesis and neurodevelopment, and its dosage is extremely
important [28,29]. The dysregulation of NO has been involved in the progression of many
neurodevelopmental, neurobehavioral, and neurodegenerative disorders [29]. In this sense,
the dysregulation of NO during ZIKV infection, caused both by the host response to the
virus and by the individual’s genotype, could affect the development process causing a
congenital anomaly.

Similarly, the haplotypic frequencies of two genes, VEGFA and NOS2, were different
between children with and without CZS. The comparison of haplotype frequencies between
cases and controls has been suggested as helping to identify overlapping haplotypes among
affected individuals, representing a shared region that contains a genetic risk factor [30]. We
highlight that the NOS2 gene haplotypic frequency was different between the two groups
of children who were in utero exposed to ZIKV infection; however, it has not reached
statistical significance, probably due to the sample size of the groups. On the other hand,
VEGFA presented a statistically significant difference of its haplotype frequencies between
the two groups. VEGFA is an important gene during neurodevelopment, acting on the neu-
rogenesis, neuronal differentiation, and angiogenesis processes [31,32]. Genetic variants
and haplotypes that affect the expression of this gene have the potential to impact and
impair these developmental processes [31]. In the context of ZIKV infection during the de-
veloping brain, where the expression of this gene seems to be already affected, the presence
of genetic variants and haplotypes that decreased its expression could modulate the impact
of ZIKV for a worse scenario, further damaging neurogenesis and processing angiogenesis.
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Focusing on a specific phenotype of the CZS, the severity of the microcephaly, we
found an association of it and the TNF gene. The frequency of the rs1799724[T] was higher
in children with a severe microcephaly. This allele has been related to the higher expression
of the TNF gene [15,16]. The haplotypes of TNF also showed a different frequency between
children with CZS and moderate or severe microcephaly, but in this scenario, a higher
frequency of the TCG haplotype was found in children with a moderate microcephaly. This
haplotype is composed by the three alleles of the variants rs1799964[T], rs1799724[C], and
rs361525[G] of TNF related to the low expression of the gene [15–18]. TNF is a cytokine
that, among many functions, has pro-inflammatory effects during a viral infection [33]. The
immunological and inflammatory effects caused by TNF act in the eradication of infectious
agents, but they can cause tissue damage, cell death, and systemic effects [33]. In this sense,
the higher frequency of the rs1799724[T] in children with severe microcephaly, leading to a
greater expression of TNF, combined with the natural increase of TNF expression to combat
the ZIKV infection could be associated to this most severe phenotype in these individuals
due to an exacerbated immunological and inflammatory response in the neural cells. On
the other hand, the higher frequency of the TCG haplotype of TNF in individuals with
moderate microcephaly, which is associated with the lower expression of TNF, could also
explain this less severe phenotype in these individuals.

It is important to highlight that the polymorphisms evaluated in this study affect the
expression of their genes or function of the proteins, which act on the fetus’ brain, both
in the context of development and inflammatory response [34–39]. Since the aim of this
study was evaluating the role that these polymorphisms could have, in the context of the
ZIKV infection, on the fetal brain development, we considered that it would be interesting
to evaluate their frequency only in individuals with CZS and individuals who have been
exposed in utero to the ZIKV infection but were born normal and, in this sense, the parents
were not evaluated, since this analysis would not add information to answer to the aim of
the study.

In addition, although these genes and polymorphisms have an important role in
neurogenesis or neuroinflammation, they have not been described as capable of causing
the phenotypes seen in CZS, such as microcephaly, among others outside the context of the
ZIKV infection [34–41]. This could mean that ZIKV infection potentiates the effect of these
polymorphisms and, for this reason, they act on individuals’ susceptibility to CZS in the
context of ZIKV infection.

Despite the interesting results of the present study, some limitations of should be
considered for the results to be interpreted in a clear and unbiased manner. Firstly, the
sample size of our sample is a limiting factor in the study, as it restricts our power to
make strong associations and prevents us from performing more robust statistical analyses.
Moreover, it is important to highlight that the number of children with CZS coming from
a given region was not matched with the number of children without CZS coming from
the same region. These two aspects of the sample may have been responsible for the
fact that some genotypic frequencies found in this work were not consistent with the
Hardy–Weinberg equilibrium. In this sense, the associations observed in the present study
need to be confirmed by other studies in order better understand their real impact on CZS.
Although the sample was obtained in partnership with several Brazilian institutions, the
recruitment of new and well documented cases is difficult, taking into account that the
ZIKV outbreak in Brazil has decreased considerably since 2017. In addition, there are a
great number of cases where the confirmation of infection has been lost and, therefore, they
were not included in this study. Regarding the clinical description of the individuals in
the case group, the data were not available to all individuals due to the resources of the
institution where they were attended and their possibility of carrying out exams.

The investigation for risk factors for the ZIKV teratogenesis and for the understanding
of its molecular mechanisms still has much to advance, since little is known about this.
Teratogenesis is a complex event and, therefore, there is not only one factor that can explain
the susceptibility to damage caused by a teratogen exposure. In this study, we reported
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an interesting association of alleles and haplotypes of NOS2, VEGFA, and TNF genes with
the CZS development and severity of the microcephaly in the CZS. Moreover, our results
corroborate that the exposure to ZIKV in the first trimester of pregnancy is associated
with the CZS as well as with the severity of the microcephaly in the affected individuals.
Similarly, we found the socioeconomic level as a possible environmental risk factor to
CZS. Future studies must explore such variables in larger samples as well as explore other
possible risk factors to the ZIKV teratogenesis.
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Appendix A

Table A1. General information of the polymorphisms evaluated.

Gene Polymorphism Commercial
Assay Codes †

Allelic
Frequency ‡

Allelic
Frequency §

Gene
Location Impact on the Gene or Protein

VEGFA rs1570360 C_1647379_10 A = 34% A = 24% promoter VEGFA gene expression
rs2010963 C_8311614_10 C = 29% C = 36% 5′UTR VEGFA gene expression
rs3025039 C_16198794_10 T = 15% T = 13% 3′UTR VEGFA mRNA concentration

PTGS2 rs689465 C_2517146_10 C = 12% - promoter
In combination with other

genetic variants in haplotypes, it
affects PTGS2 expression

NOS3 rs2070744 C_15903863_10 C = 37% - intron NOS3 gene expression
rs1799983 C_3219460_20 T = 32% T = 29% missense eNOS enzyme activity

TNF rs1799724 C_11918223_10 T = 9% - promoter TNF gene expression
rs361525 C_2215707_10 A = 4% A = 5% promoter TNF gene expression
rs1799964 C_7514871_10 C = 20% C = 24% promoter TNF gene expression

NOS2 rs2779249 C_2593689_10 A = 29% - intron iNOS protein activity
rs2297518 C_11889257_10 A = 19% A = 17% missense iNOS protein activity

† TaqMan assays used to genotype the polymorsphisms in this study; ‡ Data from gnomAD database (European non-Finnish population);
§ Data from AbraOM database (Brazilian population).
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Congenital Zika Syndrome (CZS) occurs in up to 42% of individuals exposed to ZIKV
prenatally. Deregulation in gene expression and protein levels of components of the p53
signaling pathway, such as p53 and MDM2, due to ZIKV infection has been reported.
Here, we evaluate functional polymorphisms in genes of the p53 signaling pathway as risk
factors to CZS. Forty children born with CZS and forty-eight children exposed to ZIKV, but
born without congenital anomalies were included in this study. Gestational and
sociodemographic information as well as the genotypic and allelic frequencies of
functional polymorphisms in TP53, MDM2, MIR605 and LIF genes were compared
between the two groups. We found children with CZS exposed predominantly in the
first trimester and controls in the third trimester (p<0.001). Moreover, children with CZS
were predominantly from families with a lower socioeconomic level (p=0.008). We did not
find a statistically significant association between the investigated polymorphisms and
development of CZS; however, by comparing individuals with CZS and lissencephaly or
without lissencephaly, we found a significative difference in the allelic frequencies of the
TP53 rs1042522, which is associated with a more potent p53-induced apoptosis
(p=0.007). Our findings suggest that the TP53 rs1042522 polymorphism should be
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better investigate as a genetic risk factor for the development of lissencephaly in children
with CZS.

Keywords: congenital abnormalities, Zika virus infection, teratogens, genetic polymorphism, disease susceptibility,
risk factors, apoptosis, lissencephaly

INTRODUCTION

Zika virus (ZIKV) is a human teratogen that infects neural cells of
children exposed during pregnancy and causes a spectrum of
multiple congenital anomalies named Congenital Zika Syndrome
(CZS), which includes microcephaly, brain calcifications,
lissencephaly, ventriculomegaly, ocular alterations, among others
(del Campo et al., 2017). It has been reported that up to 42% of all
individuals exposed to ZIKV during pregnancy indeed develop the
CZS (Nithiyanantham and Badawi, 2019).

Recently, in silico and in vitro studies have shown that the p53
protein, encoded by the TP53 gene, is differentially expressed in
human neuroprogenitor cells (hNPCs) during ZIKV infection (El
Ghouzzi et al., 2016; Zhang et al., 2016). Importantly, the increase
in the TP53 expression under this condition induce cell cycle arrest
and death of developing neurons, and it has been proposed as a
possible mechanism for ZIKV teratogenesis (El Ghouzzi et al.,
2016; Bhagat et al., 2018). Through a systems biology approach, it
was identified that p53 is the central protein of a genetic regulatory
network of proteins associated with the ZIKV infection and those
associated with microcephaly occurrence (Teng et al., 2017). In
addition, it was demonstrated that increased p53 activity leads to
an increased death rate of neural cells due to the binding of the
ZIKV capsid protein to MDM2 protein, decreasing its activity as
one of the main p53 negative regulators (Teng et al., 2017).

In a context of wild-type TP53 sequence, constitutive p53
protein levels and activity can be modulated directly or indirectly
by several regulator proteins and specific microRNAs (miRNAs)
(Liu and Chen, 2006; Hermeking, 2012). LIF, a cytokine encoded
by the LIF gene, is a p53 regulator that can both indirectly repress
p53 functions in human cells through the induction of MDM2,
or it can be up-regulated by p53 itself (Liu et al., 2015). Like p53,
LIF protein appears to be increased in brain cells infected by
ZIKV (Bayless et al., 2016). Recently, the role of miRNAs has
been described in ZIKV infection, and dysregulation of nervous
system development pathways mediated by several miRNAs was
demonstrated (Bhagat et al., 2018). The miR-605 is an miRNA
that acts as an indirect modulator of TP53 gene expression
through the negative regulation that it exerts targeting MDM2
transcripts (Xiao et al., 2011).

Based on previous evidence of differential susceptibility to ZIKV
teratogenesis in humans, as well as possible involvement of the p53
signaling pathway in this outcome, we investigated the role of
functional single nucleotide variants (SNVs) in genes of the p53
signaling pathway as potential susceptibility factors to CZS in a
sample of Brazilian children exposed to ZIKVduring pregnancy. In
addition, we evaluated the impact of ZIKV infection on the
expression of genes of this pathway in neuroprogenitor cells, the
main targets of ZIKV in the developing brain.

MATERIALS AND METHODS

Ethical Issues
This study was carried out following the rules of the Declaration of
Helsinki and approved by the Ethics and Research Committee of
the Hospital de Clıńicas de Porto Alegre, institution responsible
for this study (n° 170619 – CAAE 78735817910015327), and by all
participating institutions. All legal guardians of individuals
recruited for this study gave their informed consent for
inclusion before they participated in the study.

Sample
This case-control study was conducted with 88 children exposed to
the ZIKV infection during pregnancy. Forty children were born
with CZS and 48 were born without congenital anomalies.
Recruitment for the study required evidence of ZIKV exposure,
defined as a positive result in theRT-PCR test to detect viral RNAor
typical symptomsof infection (e.g. rash, fever and joint pain)during
any time of the pregnancy. Patients in the CZS group (n=40) were
recruited from reports of microcephaly in five Brazilian research
and/or assistance centers: North region (Fundação Hospital das
Clıńicas doAcre, n=4),Northeast (UniversidadeEstadual doCeará,
n=21),Midwest (Universidade do Estado deMatoGrosso, n=2 and
Hospital Universitário Júlio Müller, n=12) and South (Hospital de
Clıńicas de Porto Alegre, n=1). Control group was recruited in the
same centers from the North region (n=1), Midwest (n=46, from a
cohort of women that gave birth in 2016, in the city of Tangará da
Serra) and South (n=1) of the country.

Sociodemographic and pregnancy characteristics were
obtained from questionnaires answered by mothers during
medical consultation. Clinical data (dysmorphological features
and, when available, the results of the neuroimaging and
ophthalmological exams) were obtained from chart review and
direct consultation and interviews done by physicians.

Genetic Analysis
Blood or saliva samples were collected from participants and the
DNA extraction was performed using FlexiGene DNA (Qiagen®)
or Oragene (DNA Genotek) kits. Functional single nucleotide
variants (SNVs) in TP53, MDM2, MIR605 and LIF were selected
based on their previous description as important modulators of
the p53 pathway genes, either through control of expression
levels or function of proteins (Dumont et al., 2003; Bond et al., 2004;
PimandBanks, 2004; Id Said andMalkin, 2015;Moudi et al., 2020).
Genotyping was performed using the TaqMan®Genotyping Assay
method in a Step One Plus™ Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Carlsbad, USA). The reference SNV numbers included
in our analyses, the commercial assay codes of TaqMan® probes
employed, and the allelic discrimination of each probe were as
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follows: TP53 rs1042522 [C/G] (c:2403545_10),MDM2 rs2279744
[T/G] (c:15968533_20),MIR605 rs2043556 [C/T] (c:11737438_10)
and LIF rs929271 [G/T] (c:7545904_10). The allelic and genotypic
frequencies were determined based on the genotyping results of
eachgroup. For allelic frequencies, thenumberof times anallelewas
identified in each group (case or control) was divided by the total
number of alleles present in eachgroup for eachpolymorphism (e.g.
for 40 individuals in the case group, we had a total of 80 alleles for
each polymorphism). The allelic frequencies obtained for each
group were compared with the frequencies reported in the
Brazilian population (based on the AbraOM database - http://
abraom.ib.usp.br/) and in populations all over the world (based on
the Genome Aggregation Database (gnomAD) and 1000 Genomes
Project data obtained from Ensembl database - https://www.
ensembl.org/index.html). Since the Brazilian population is highly
admixed and the individuals in this sample come from different
regions of Brazil, we decided not to compare the allelic frequencies
with a specific population (e.g. European or Latin American
populations), but with data from the world population.

Statistical Analyses
Descriptive analysis of the congenital anomalieswasperformed in the
CZS group. Quantitative variables were tested through the Shapiro-
Wilk test to verify their normality and from this, Student’s t test or
Mann–WhitneyU testwere applied to compared the groups.Hardy-
Weinberg equilibrium was tested for all SNVs. Categorical variables
werecomparedbetweengroupsbyChi-squaredTestorFisher’sExact
Test. A p-value <0.05 was considered statistically significant. The
SPSS® v.20 software (SPSS Inc., Chicago, USA) was used for data
handling and for all statistical analyses.

Gene Expression Analyses
In order to better understand the effect of ZIKV infection on the
gene expression of TP53, MDM2, MIR605 and LIF, the
expression data of human neuroprogenitor cells exposed and
not exposed to ZIKV were evaluated. For this evaluation, the raw
data from the study GSE129180 (Liu et al., 2019), available in the
Gene Expression Omnibus (GEO) database, were obtained
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). Supplementary Table 1
presents the characteristics of this study.

Raw data from RNA-seq analysis were downloaded from the
European Nucleotide Archive (ENA) database (https://www.ebi.
ac.uk/ena/browser/home) in.fastq format and re-processed. The
quality control of the samples was evaluated by FastQC tool
v.0.11.7 (Andrews, 2010) and they were processed in the Galaxy
platform (Afgan et al., 2018). Reads were aligned against the
human genome reference sequence (GRCh38) using the short-
read aligner Bowtie v1.2.0 or Bowtie2 v2.3.4.3 (Langmead, 2010;
Langmead and Salzberg, 2012). The read count was performed
with HTseq-count v.0.9.1 (Anders et al., 2015) to estimate the
abundance of transcripts expression. The generated outputs were
downloaded to be evaluated.

Differential gene expression analysis was performed in R v.3.6.2
applying robust multiaverage (RMA) normalization and using
limma package (Ritchie et al., 2015). ZIKV infected cells were
compared to non-infected cells. Genes with | log2 (fold change) | >

1.5 or <1.5 and false discovery rate (FDR) <0.05 were considered
to be statistically significant and differentially expressed.

RESULTS

The clinical and sociodemographic description of the sample used
in this study was previously performed in another study by our
group (Gomes et al., 2021).However,we summarize here inTable 1
the clinical, gestational, and sociodemographic characteristics of
both study groups. Mothers of children with CZS had ZIKV
infection predominantly in the first trimester of pregnancy (80%)
while mothers of children without congenital anomalies reported
infection predominantly in the third trimester (44%) (p<0.001).
Mothers of children with CZS exhibited a lower educational level
(p<0.001) and lowermonthly family incomes compared tomothers
of children without congenital malformations (p=0.008). Children
without CZS had higher weight, height and cephalic perimeter
measures compared to with CZS.

Congenital anomalies observed in children with CZS also
were previously described in the aforementioned study (Gomes
et al., 2021), but they are summarized in Figure 1. Detailed
dysmorphologic, ocular and imaging exams were not carried out
on all individuals with CZS, since some research and assistance
centers had limited resources to perform such tests. The most
prevalent clinical findings were microcephaly (n=40, 100%)
brain calcifications (n=2/24, 92%), cerebral atrophy (n=11/12,
92%), lissencephaly (n=10/12, 83%), craniofacial disproportion
(n=15/18, 83%), ventriculomegaly (n=8/11, 73%), and ocular
alterations (n=22/32, 69%).

Figure 2 provides a summary of the proposed relationships
among genes and SNVs studied here and their interplay in
regulating the p53 pathway. Regarding the allelic and
genotypic frequencies of the SNVs selected in TP53, MDM2,
MIR605 and LIF, they were not statistically different between
CZS and control groups (Supplementary Table 2). Comparing
the allelic frequencies obtained in the case and control groups
with the frequencies reported in the Brazilian and worldwide
population, we observed that they were quite similar
(Supplementary Table 2), but it is important to note that the
Brazilian population is highly admixed (Kehdy et al., 2015), and
the allelic and genotypic frequencies of the our population are
not always similar to other specific populations.

Allelic frequencies were also compared, within the group of
children with CZS, between those who presented or not specific
brain malformations, such as intracranial calcification,
lissencephaly, cerebral atrophy, hydrocephaly and ocular
alterations (information available for more than 12 individuals)
(Supplementary Table 3). A significative difference in the allelic
frequencies of the SNV TP53 rs1042522 was found between
individuals with CZS and lissencephaly or without lissencephaly.
Interestingly, we detected the G allele with a frequency lower than
expected in individuals with lissencephaly and much higher than
expected in individuals without lissencephaly (p=0.007) (Table 2).
Genotypic frequencies were also different between groups, but this
difference was tangential to the significance.
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Gene expression analysis showed an increased expression of LIF
in human neuroprogenitor cells three days after the infection by the
Asian strain of ZIKV, but this association lost its significance after
correcting the p-value (logFC = 1.41, p = 0.001, FDR = 0.44). The
other genes did not have their expression disturbed by the ZIKV
infection (Supplementary Table 4).

DISCUSSION

The ability of ZIKV to impair the central nervous system
development is still poorly understood. Although it is known that
only up to 42% of individuals exposed to ZIKV develop CZS, genetic
components related to this susceptibilityhavenotyetbeenrecognized

TABLE 1 | Evaluation of clinical, gestational, and sociodemographic characteristics in the case (CZS) and control (without CZS) groups.

Variables Casesa (n=40) Controls (n=48) p-valueb

Sex (n, %)
Male 23 (57%) 26 (54%) 0.754
Female 17 (43%) 22 (46%)

Ethnicity (n, %)
Black 31 (77%) 31 (65%) 0.242
White 9 (23%) 17 (35%)

Weight (kg) 2.5 (2.2 - 2.9) 3.2 (2.8 - 3.5) <0.001*
Height (cm) 45.0 (44.0 - 48.0) 49.0 (47.0 - 50.0) 0.001*
Cephalic perimeter (cm) 29.0 (27.3 - 31.0) 35.0 (34.0 - 36.0) <0.001*
Gestational age at birth (weeks) 38.0 (37.0 - 39.0) 38.0 (37.0 - 38.7) 0.522
Types of delivery (n, %)
Vaginal delivery 16/30 (53%) 5 (10%) <0.001*
Cesarean section 14/30 (47%) 43 (90%)

Mother’s age (years) 28.0 (22.5 - 35.5) 29.5 (22.0 - 33.0) 0.824
Father’s age (years) 28.0 (24.0 - 37.8) 31.0 (26.0 - 35.0) 0.693
Trimester of ZIKV infection (n, %)
1st 24/30 (80%) 13 (27%) <0.001*
2nd 4/30 (13%) 14 (29%)
3rd 2/30 (7%) 21 (44%)

Exposure during pregnancy (n, %)
Alcohol 3/35 (9%) 14 (29%) 0.028*
Smoke 0/35 1 (2%) 1.000
Recreational drugs 0/35 1 (2%) 1.000

Maternal yellow fever vaccine (n, %) 18/24 (75%) 35 (73%) 1.000
Maternal educational level (n, %)
Elementary school 13/38 (34%) 0 <0.001*
High school 13/38 (34%) 2 (4%)
Incomplete or complete higher education 12/38 (32%) 46 (96%)

Monthly family income (n, %)
Less than 3 minimum wages 23/27 (85%) 12/25 (46%) 0.008*
Between 3 and 9 minimum wages 4/27 (15%) 12/25 (46%)
More than 9 minimum wages 0 2/25 (8%)

aIn the case group, some informations were not available or were not answered for all mothers; bQuantitative variables were compared between the groups through the
Student’s t test or Mann–Whitney U test and categorical variables through the Chi-squared test or Fisher’s exact test; Quantitative variables are presented as median and
quartiles; *Statistically significant.

FIGURE 1 | Clinical characterization of children with Congenital Zika Syndrome (CZS) included in this study. ID, patient identifier; (+), Presence of the congenital
anomaly in the children; (-), Absence of the congenital anomaly in the children; Blank spaces, Without information.
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(Nithiyanantham and Badawi, 2019). In this study we assessed the
role of selected SNVs in p53 pathway genes as potential susceptibility
factors to CZS in a sample of Brazilian children exposed to ZIKV
during pregnancy. Besides, we evaluated how ZIKV infection
deregulates the expressionof the samegenes inneuroprogenitor cells.

The p53 signaling pathway was chosen for investigation in
this study because it has been shown to be affected by ZIKV
during infection (El Ghouzzi et al., 2016; Tang et al., 2016; Teng
et al., 2017). Similarly, the dysregulation of miRNAs in human
neuronal cells during ZIKV infection has also been reported by
several studies (Bhagat et al., 2018). Considering these findings
and the well-documented miRNA network acting in the direct
and indirect regulation of the p53 pathway, we also evaluated in
this work an SNV in a miRNA that has been shown to positively
regulate p53 activity (Xiao et al., 2011; Hermeking, 2012).

Although we did not find an association between the studied
SNVs and susceptibility to CZS, we found a lower frequency of

individuals with CZS and lissencephaly carrying the G-allele of the
TP53 rs1042522 while children without lissencephaly had this
allele in homozygosis. Lissencephaly comprises a group of
disorders characterized by an abnormally smooth surface of the
cerebral cortex due an abnormal neuronal migration, where genes
related to the neural migration process are usually mutated
(Mochida, 2009). The G-allele of the TP53 rs1042522 has been
associated with higher p53 activity and more potent capacity to
induce apoptosis (Dumont et al., 2003). During ZIKV infection,
p53 expression has already been shown to be upregulated in an
attempt to decrease viral proliferation and eliminate the virus (El
Ghouzzi et al., 2016; Tang et al., 2016). In this context, individuals
carrying the G allele could have an advantage in viral elimination,
with more efficient apoptosis, while those carrying the C allele
would allow the virus to spread on a larger scale, impairing the
differentiation and activity of a greater number of neural cells.
Despite being biologically consistent with the development of an
altered phenotype, such as lissencephaly, this result should be
interpreted with caution, since this association was identified in a
small subset of patients. Therefore, additional case-control studies
with a larger sample size and extensive clinical characterization are
required to confirm this finding.

The ability of ZIKV infection to affect the expression of p53
pathway genes (El Ghouzzi et al., 2016; Zhang et al., 2016) was
one of the main reasons that led to the development of this study.
Thus, to evaluate how ZIKV affected the expression of TP53,
MDM2, MIR605 and LIF in hNPCs, we performed an analysis of
differential gene expression in exposed cells compared to
unexposed cells. The study used for such analysis (Liu et al.,

FIGURE 2 | Role of the investigated genes and their functional polymorphisms in the p53 signaling pathway. The regulatory role of the proteins encoded by these
genes in the expression of the other genes in the p53 signaling pathway is represented by dark arrows. The regulatory role of the polymorphisms in their gene
expression is represented by gray arrows. Ultimately, the effect of these genetic variants on p53 expression levels and activity in the context of human neural cells
infected by ZIKV is represented. hNPCs, human neuroprogenitor cells. Created in BioRender.com.

TABLE 2 | Allelic and genotypic frequencies of TP53 rs1042522 polymorphism
in children with CZS and lissencephaly or with CZS and without lissencephaly.

Gene Polymorphism Allele/
Genotype

CZS and
lissencephaly

(n=10)a

CZS without
lissencephaly

(n=2)a

P value

TP53
(n, %)

rs1042522
(missense)

C 16 (80%) 0 0.007*
G 4 (20%) 4 (100%)
CC 7 (70%) 0 0.061
GC 2 (20%) 0
GG 1 (10%) 2 (100%)

aClinical information was not available for all individuals with CZS. *Statistically significant.
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2019 – GSE129180) was different from those cited as a reference
previously (El Ghouzzi et al., 2016 – GSE78711; Zhang et al.,
2016 – GSE80434). In this analyze, we found only the
upregulation of LIF due to ZIKV infection, not corroborating
the previously reported findings on TP53 and MDM2 (El
Ghouzzi et al., 2016; Zhang et al., 2016) and not identifying an
alteration in the MIR605 expression. However, it is important to
mention that although the cell type evaluated by these three
studies was the same (hNPCs), the differences in the lineage of
the ZIKV(Asian or African) and the time of exposure to ZIKV
have a strong influence in which genes are affected and how
significant is the altered expression. In this sense, we saw that in
the study by El Ghouzzi and colleagues (2016) the analysis of the
differential gene expression occurred 72 hours after infection by
the Asian strain of ZIKV, while in the study by Zhang et al. and
colleagues (2016) the evaluation was 64 hours after infection by
the Asian strain, and in the study by Liu et al. (2019) the analysis
occurred 3 days (72h) and 6 days after infection by the Asian
lineage, which means that no study has used the same
methodological approaches and, consequently, different results
can be expected.

Regarding the gestational and socio-environmental features, the
first trimester of ZIKV infection has been associated with the
development of more severe congenital anomalies and abortions,
while the socioeconomic level, closely related to nutritional and
health conditions, could be discussed as a possible risk factor for
ZIKV teratogenesis (França et al., 2016; Barbeito-Andrés et al.,
2020). In this sense, our study corroborated thepreviousfindingson
increased risk to CZS due to ZIKV exposure during the first
trimester (França et al., 2016). In addition, our findings suggest
that socioeconomic level may be an important risk factor, which
deserves tobe further explored in the context ofZIKVteratogenesis.

Lastly, this study has some limitations that must be
considered in the interpretation of the results, such as the
sample size, which affects our power to identify strong
associations or to perform more robust statistical analyses. The
size of our complete sample is small (n = 88) and when subgroup
comparisons are made, it becomes even smaller. Thus,
considering our sample size and based on studies that have
already performed comparisons of allelic frequencies of
polymorphisms in samples of individuals exposed to ZIKV
during pregnancy (Santos et al., 2019; Gomes et al., 2021), the
power of the present study to identify significant associations was
approximately 40%. In this sense, we highlight the importance of
future studies being carried out on larger samples, making it
possible to confirm the associations found by this study, as well
as carrying out more robust statistical analyzes, such as the allele
size effect. Currently, it is especially difficult to increase the
sample size, since fortunately the ZIKV outbreak in Brazil has
decreased since 2017. However, it is important to emphasize that
this is one of the most largest cohort of children exposed to ZIKV
during pregnancy used in the context of studies on genetic
susceptibility to ZIKV teratogenesis (Caires-Júnior et al., 2018;
Candelo et al., 2019; Santos et al., 2019; Aguiar et al., 2020;
Gomes et al., 2021). The lack of detailed data on gestational
history and clinical description for some patients is also a

limitation of this study, motivated by the regional variations in
available resources during medical consultation. The different
origin of the CZS and control groups may also constitute a
confounding factor in the study, because the number of cases
from each Brazilian region was not matched with the same
number of controls for the same region, and, considering that the
Brazilian population is a very admixed, it is reasonable to
speculate that differential genetic variability between groups
might have been observed for that reason and may not strictly
related to the development of CZS.

In conclusion, although some studies have described that p53
pathway genes seems to be affected by ZIKV infection and they
need attention given to their essential functions in embryonic
and fetal development and apoptosis, in the present study we did
not find any association between selected variants in genes of this
pathway and an increased risk to ZIKV teratogenesis.
Importantly, we identified a possible association between TP53
rs1042522 and the occurrence of lissencephaly in CZS patients,
which should be further explored in additional studies. We
emphasize that, although biological pathways involved in the
teratogenesis of ZIKV have been reported in recent years,
additional efforts are still needed to elucidate the main genetic
factors implicated in the susceptibility to CZS. Additional case-
control and functional studies focusing on both SNVs located in
p53 pathway genes and in specific miRNA genes regulating
ZIKV-mediated teratogenesis should be performed on
individuals exposed to ZIKV in order to better understand
their role in the CZS development.
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Abstract
The recent outbreak of the Zika virus (ZIKV) and the discov-
ery that perinatal Zika exposure can lead to the Congenital 
Zika Syndrome has promoted a call for prevention mea-
sures. Due to the increased number of babies born with mi-
crocephaly, structural brain abnormalities, and neurological 
alterations in regions affected by ZIKV, investigations were 
carried out in order to better understand this process. The 
maternal immune system directly influences the fetal cen-
tral nervous system, and complications during pregnancy 
have been associated with neurodevelopmental disorders. 
Autism spectrum disorder (ASD), a neurodevelopmental 
disorder commonly manifested in the first years of life, is a 
disease with multifactorial etiology and is manifested typi-

cally by social and communication impairments, as well as 
stereotyped behaviors. Brain abnormalities, including both 
anatomically and functionally, can be observed in this dis-
order, suggesting delays in neuronal maturation and al-
tered brain connectivity. It is known that some viral congen-
ital infections, such as rubella, and cytomegalovirus can in-
terfere with brain development, being associated with brain 
calcification, microcephaly, and ASD. Here, we reviewed a 
range of studies evaluating the aspects concerning brain 
development, immunological status during pregnancy, and 
neuroimmunomodulation in congenital viral infections, 
and we discuss if the fetal brain infection caused by ZIKV 
could predispose to ASD. Finally, we suggest a mechanism 
encompassing neurological and immunological pathways 
that could play a role in the development of ASD in infants 
after ZIKV infection in pregnancy. © 2019 S. Karger AG, Basel

P.V. and J.A.G. contributed equally to this article.
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Congenital Zika Syndrome

In early 2015, a Zika virus (ZIKV) outbreak was iden-
tified in the northeastern region of Brazil [1], followed by 
reports of an increased number of children born with se-
vere microcephaly in Brazil in the same geographic area 
[2]. In 2016, after assessing several cases and reviewing 
criteria of teratogenesis, ZIKV was confirmed as a new 
teratogen in humans and responsible for the increase in 
the number of microcephaly cases in Brazil [3–5]. ZIKV 
teratogenesis affects mainly the central nervous system 
(CNS), presenting marked microcephaly with significant 
craniofacial disproportion, cortical malformations, and 
intracranial calcifications among other symptoms [4, 6, 
7]. Nonetheless, a proportion of babies born with a head 
circumference within the normal range (> 33 cm for term 
boys and girls) may present cerebral and neurological ab-
normalities [8]. Several studies have focused on the iden-
tification of the mechanisms and pathways involved in 
ZIKV infection outcomes during pregnancy. In this work, 
we reviewed the embryologic and immunologic aspects 
during CNS development and ZIKV embryopathy. Final-
ly, we suggest a mechanism encompassing neurological 
and immunological pathways that could play a role in the 
development of autism spectrum disorder (ASD) in in-
fants after ZIKV infection in pregnancy.

Normal Neurodevelopment

The development of the CNS begins from the third 
week of gestation with the formation of the neural plate, 
which is a thickening of the embryonic ectoderm along 
the rostral-caudal midline. Differentiation of all embry-
onic stem cell lines involves complex cascades of molecu-
lar signaling. The interaction between expression of some 
genes and exposure to certain environmental factors con-
tributes to this process [9].

The neural tube develops in the fourth week in the em-
bryo’s life. Initially, this structure contains only a single 
cell layer that surrounds a central canal. Neural progeni-
tor cells are initially located adjacent to the central canal 
(i.e., future ventricular system) in the ventricular zone 
(VZ) [10]. Production of neurons involves the increase of 
the neural progenitor cell population [11]. In the develop-
ing brain, the division of this population of cells is asym-
metric, leading to the formation of 2 different types of 
cells: neural progenitor cells and neurons. Progenitor 
cells stay in the proliferative zone, whilst neurons migrate 
radially from this area (most being produced in the VZ) 

to the center of the brain out to the developing neocortex 
[10].

As development proceeds, the brain becomes larger 
and the distance between the VZ and the most external 
layer increases. Hence, the mode of neuronal migration 
changes and the neurons use the radial glial guides to sup-
port their migration [12]. Radial glial guides extend a bas-
al process that attaches to the pial surface of the brain, and 
the neurons use such processes as scaffolding to their mi-
gration [13]. The result of this orderly fashioned migra-
tion is that the neocortex has a structure of 6 well-defined 
layers. Initially, the brain is a smooth “lissencephalic” 
structure. Gradually, the increase in neuronal production 
and migration leads to an increase in its mass and area, 
and the brain develops the characteristic mature pattern 
of gyral and sulcal folding. 

ZIKV Infection during Pregnancy and Its Effects 

Infections during pregnancy can alter the embryo/fetal 
environment through maternal fever, dehydration, stress, 
nutritional impairment, and other related symptoms. It is 
known that a fraction of placental damage is caused by 
infections, and approximately half of all preterm births 
are associated with histological evidence of placental in-
flammation [14].

An increased number of babies born with microceph-
aly and neurological alterations in regions affected by 
ZIKV [15], as well as the emergence of the hypothesis in-
volving a teratogenic effect of the virus infection [4], trig-
gered several investigations in order to test the associa-
tion between these 2 outcomes. Evidence linking ZIKV 
infection and brain abnormalities was observed through 
the detection of the virus in children exposed during 
pregnancy, including presence of viral RNA and antigens 
in the brain tissues and in placental tissues of early mis-
carriages [16, 17]. Studies in mice infected with ZIKV 
found damage in the fetal CNS cells with maternal-fetal 
transmission through the placenta and tropism of the vi-
rus to cells in the cerebral cortex, including neural pro-
genitor cells [18, 19].

It is known that cortical, ocular, and migratory disor-
ders are some of the main characteristics observed, the 
occurrence of these and other malformations being de-
pendent on the gestational period in which the mother 
was infected by ZIKV [7, 20]. There is a peculiar pheno-
type in affected babies, characterized by severe micro-
cephaly with significant craniofacial disproportion, over-
lapping sutures, prominent occipital bone, destruction of 
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the cerebral cortex, ventriculomegaly, cerebellar hypo-
plasia, intracranial calcifications, ophthalmic anomalies, 
and disorders of neuronal migration, such as lissenceph-
aly and pachygyria. Severe neurological abnormalities 
and arthrogryposis are consequences of the prenatal cor-
tical destruction [6, 7]. These anomalies are the result of 
a sequence of events already described as the “Fetal Brain 
Disruption Sequence” [21], where the sudden destruction 
of the brain is followed by skull collapse. The term Con-
genital Zika Syndrome was coined [7, 22].

However, this phenotype is now considered only “the 
tip of the iceberg” and there is a spectrum of less severe 
abnormalities after congenital Zika infection. There is a 
significant number of children born with a head circum-
ference within the normal range presenting a range of 
abnormalities, including postnatal microcephaly, brain 
calcifications, ophthalmic abnormalities, seizures, and 
other neurological dysfunctions. At the present moment, 
it is too early to assess cognitive abilities in these children 
[6, 23, 24]. Adams et al. [25], in a study in macaques, have 
demonstrated that even in the absence of microcephaly, 
the teratogenic action of ZIKV infection in the fetal brain 
is substantial and has long-lasting effects. These effects on 
the fetal brain include loss of fetal noncortical brain vol-
ume, injury to the ependymal epithelium, and loss of late 
fetal neuronal progenitor cells. Another study with ma-
caques also described the long-lasting effects of ZIKV in-
fection on behavior, brain structure and functions [26].

Pregnancy and the Immune System

Successful pregnancy depends on a constant balance 
between maternal and fetal modulators, playing roles in 
uterine quiescence, membrane integrity, and cervical 
competence [27]. The fetus is in intimate contact with the 
maternal immune system, being exposed to a range of 
substances ingested from the amniotic fluid, such as food 
antigens, microbes, and even maternal cell antigens [28–
31]. Since the fetus represents a semi-allogeneic graft to 
the maternal organism, it expresses paternal inherited an-
tigens that make it a potential target for maternal immu-
nity. The idea of maternal-fetal tolerance was first recog-
nized and discussed by Medawar [32] in 1953. In this 
sense, regulatory and suppressive immunological mecha-
nisms are usually put into action in an attempt to avoid 
rejection of the fetus. As an example of immune modula-
tion during pregnancy, the maternal inflammatory cyto-
kine profile Th1/Th2/Th17 is altered, allowing the correct 
fetal development and survival [33].

The initial phase of pregnancy (first trimester) is 
marked by an inflammatory immune profile favoring 
embryo implantation and angiogenesis [33, 34]. After 
this, the inflammatory maternal immune response should 
be continuously suppressed. For this, regulatory cyto-
kines (e.g., IL-10) induce the expression of suppressive 
molecules in the trophoblast [35]. In addition, the Th17 
and Treg cells regulate the immune system during preg-
nancy [36]. However, the process of immunomodulation 
during pregnancy may facilitate opportunistic infections 
that take advantage of this field.

The fetal immune system presents a strong innate im-
mune response with antimicrobial properties able to in-
hibit bacterial colonization of the placenta [37]. More-
over, in the first trimester of pregnancy, the human fetus 
presents an immune response with the presence of CD4+ 
and CD8+ T cells produced by the fetal thymus [38, 39]. 
An abundant and functional pool of FOXP3+ T-regula-
tory cells is also found in fetal lymphoid tissues [40]. Fig-
ure 1 represents a timeline of key events in the neurode-
velopment of the fetus as well as the maternal immune 
system.

Prenatal Adversities, Viral Infections, and ASD

Immune adversities during pregnancy are often asso-
ciated with fetal growth restriction and compensations in 
other organs in an attempt to protect the fetal brain de-
velopment [41–43]. Complications during pregnancy can 
decrease the fetal blood supply, resulting in the shunt of 
blood from the peripheral organs to the CNS. The pres-
ence of maternal inflammation and infection was associ-
ated with alterations in brain development and behavior 
disorders in the fetus [44, 45]. Proinflammatory cyto-
kines damage oligodendrocytes during critical periods of 
brain development, which can result in perinatal inflam-
mation and can contribute to the pathogenesis of brain 
lesions [46]. In relation to infections, it is known that 
some pathogens, such as STORCH (an acronym for syph-
ilis, Toxoplasma gondii, rubella, cytomegalovirus, and 
herpes viruses), can alter brain development and are as-
sociated with alterations, such as brain calcifications, mi-
crocephaly, and neurodevelopmental disorders [47–49].

Altogether, evidence suggests that these complications 
during pregnancy are associated with neurodevelopmen-
tal disorders such as ASD [50]. ASD is commonly mani-
fested in the first years of life and involves social and com-
munication impairments, as well as stereotyped behav-
iors. Brain abnormalities, both anatomic and functional, 
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are present in this disorder, suggesting delays in neuronal 
maturation and altered brain connectivity [51]. The 
mainly anatomical characteristics observed in ASD pa-
tients include dysplasias in the hippocampus, cerebellum, 
and neocortex; gray and white matter disorganization 
[52]; reduced volume of the corpus callosum regions and 
hippocampus [53], and abnormal patterns of cortical 
thickness [51, 54].

There is a range of genetic and environmental factors 
contributing to the susceptibility of the majority of ASD 
cases. Studies have indicated a tight relationship between 
the nervous and immune systems, acting as a neuro-im-
mune network and influencing many mental disorders. 
The CNS can regulate the immune system through neu-
ronal and hormonal pathways, and the immune system 
can influence the nervous system via cytokine produc-
tion. In this sense, cytokines and chemokines can modu-
late brain function as well as influence the neurogenesis 
process, acting in response to infections, injuries, and in-
flammation.

Neuroinflammatory Responses and ASD

During an initial immune response, the recognition of 
pathogenic antigens triggers inflammatory processes, re-
leasing proinflammatory cytokines such as TNF-α and 
IL-6 [46]. For instance, TNF-α may regulate the dopami-
nergic differentiation as well as the apoptosis of neurons, 
leading to impaired fetal brain function [55]. Experimen-
tal studies demonstrated that CNS inflammation, due to 
cytokine production by the mother and/or child, may 
modify the activity of brain regions, such as the hippo-
campus [56].

Inflammatory response in the CNS mediated by mi-
croglial cells plays a role in neuronal damage and removes 
damaged cells by phagocytosis. In ASD, the number of 
activated microglial cells seems to be increased [57]. Al-
terations in synaptic and dendritic organization and neu-
rotransmission were also observed [50]. Considering pre-
vious evidence linking autism to maternal infections and 
inflammatory profile, we suggest a robust association be-
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tween the immune system and ASD. In this sense, some 
studies have demonstrated increased cytokine levels in 
children with ASD [58–60]. IL-6 has been involved in sev-
eral psychiatric disorders beyond autism. High levels of 
IL-6 were observed in the anterior cingulated gyrus, in the 
frontal cortices and cerebellum of ASD patients and could 
mediate autistic-like behaviors [61–63]. A mouse model 
of autism is associated with increased production of IL-6, 
and the inhibition of exacerbated IL-6 production im-
proves the sociability behavior in those mice [64]. An-
other mouse model of autism covers a situation of mater-
nal infection and is marked by immune dysregulation 
and autistic-like symptoms in the offspring [65]. The ad-
ministration of an anti-IL-6 antibody prevents these be-
havioral changes [66].

Other cytokines are also associated with autism and/or 
autistic-like behaviors. Postmortem sampling of the brain 
also identified increased levels of TNF-α in patients with 
ASD [60]. Additionally, proinflammatory cytokines have 
been associated with deficits in the ASD core symptoms 
[58, 67]. Previous studies observed alterations in the ex-
pression of toll-like receptors (TLRs), NF-κB, IL-27, IL-
17A, IL-10, and Foxp3 in BTBR mice – an experimental 
model for autism. These animals present repetitive be-
haviors and social deficits similar to those observed in 
children with ASD. After treatment with an adenosine 
A2A receptor agonist (a potential drug for immune, in-
flammatory, and neurodegenerative diseases), attenuated 

changes in behavior and expression of proinflammatory 
mediators were observed [68, 69]. Also, another study re-
ported lower levels of IL-2, IL-6, IL-9, interferon (IFN)-γ, 
and TNF-α, as well as higher levels TGF-β, in BTBR mice 
following adenosine A2A receptor stimulation [70].

Neuroimmunomodulation of ASD and ZIKV

The inflammatory and immunological responses 
against ZIKV infection in pregnant women are of great 
interest since it is known that the presence of the virus in 
the CNS cells triggers the destruction of all adjacent tis-
sue, causing cell death. It is not well understood how the 
immune system response to ZIKV infection is regulated. 
However, it is recognized that the inflammatory process 
triggered in an attempt to control the infection acts in 
both a beneficial and harmful way to the infective organ-
ism. Here, we discuss whether the inflammatory response 
to ZIKV infection and the brain damage caused by the 
virus in affected babies could favor the development of 
neurodevelopmental disorders such as ASD (Fig. 2). To 
support our theory, some points must be considered: (a) 
it is important to know the effects of the neuroimmuno-
regulation after virus infection; (b) we wonder whether 
the process of death of CNS cells infected by ZIKV and, 
consequently, tissue damage occurs due to the release of 
inflammatory mediators or (c) through direct lysis of the 
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- Altered brain connectivity
- Autism spectrum disorder

Infected babies:
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neural migratory
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Fig. 2. Model of neuroimmunomodulation 
of ZIKV infection and ASD: (a) during the 
initial immune response against ZIKV in-
fection, an inflammatory response is trig-
gered with the release of proinflammatory 
cytokines, such as IL-6 and TNF-α; (b) the 
exacerbated inflammatory response against 
the virus may compromise viral elimina-
tion; (c) among the malformations ob-
served in the affected babies (e.g., ocular), 
some have already been associated with an 
exacerbated inflammatory process; (d) we 
hypothesized whether the ZIKV infection 
process may generate long-term neuro-
pathological effects in the infected mother’s 
children, including the onset of neurode-
velopmental disorders, such as ASD, since 
an exacerbated inflammatory process and 
the cytokines IL-6 and TNF-α (released in 
response to ZIKV) have already been asso-
ciated with ASD. ZIKV, Zika virus; ASD, 
autism spectrum disorder; IL-6, interleu-
kin-6; TNF-α, tumor necrosis factor alpha.
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infected cells during the immune response against the vi-
rus. In this way, the tissue destruction would occur 
through the immune system’s own cells lysing the infect-
ed target cells. It is well known that IL-6 is a key cytokine 
involved in autism [61]. Considering the facts above, little 
is known about the neuropathogenesis of ZIKV. ZIKV is 
able to reach the fetal neural cells when it crosses the fetal 
barrier through infection of cytotrophoblasts or transmi-
gration of infected primary human placental macro-
phages. After virus infection, the human placental mac-
rophages try to eliminate the virus by secreting type I 
IFNs; however, the cells remain permissive to viral repli-
cation.

Hamel et al. [71] have identified the TLR3 as the initial 
immune receptor involved in the sensing of ZIKV infec-
tion in human fibroblasts leading to type I and type II IFN 
responses. Olagnier et al. [72] have suggested that the vi-
ral infection of fetal neural progenitor cells could activate 
TLR3 immune responses, leading to a deregulation of 
genes that control apoptosis, resulting in severe damage 
to the embryonic brain. All of these inflammatory issues 
are relevant when it comes to a viral infection since the 
immune system may respond differently. Moreover, in 
the case of ZIKV, previous infections with other flavivi-
ruses, such as dengue virus and yellow fever, may trigger 
a secondary immune response of differential magnitude 

given the great molecular similarity of some immunogen-
ic epitopes among these correlated viruses.

The understanding of normal neurodevelopment and 
its comparison with neuropathogenesis during ZIKV in-
fection are extremely relevant issues, not only for the 
identification of virus target cells but also for the identifi-
cation of which structural, cognitive, motor, and behav-
ioral damages are expected. It is known that ZIKV infec-
tion can occur at any time during pregnancy, and there-
fore at any point in development, causing harm to the 
baby to a greater or lesser extent. It is important to evalu-
ate the long-term effects of ZIKV infection and its corre-
lation with neurodevelopmental disorders, such as ASD.
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DISCUSSÃO 

 Em 2015, o Brasil e o mundo foram surpreendidos por uma epidemia de casos 

de microcefalia de causa desconhecida no país (Albuquerque et al., 2018). Os casos 

de nascidos vivos com este fenótipo se espalharam muito rapidamente no país e em 

países da América Latina, fazendo com que o evento fosse considerado uma 

Emergência de Saúde Pública de Importância Nacional (ESPIN) e Internacional 

(ESPII) (Brasil, 2015c; WHO, 2016c). 

 Na época, investigações epidemiológicas buscaram entender a causa de tantas 

crianças estarem nascendo com microcefalia e outras anomalias cerebrais e, a partir 

de diversos estudos, identificaram o ZIKV como o agente etiológico destes fenótipos 

(Krauer et al., 2017). Investigações com a finalidade de descrever o quadro clínico 

destas crianças passaram a ser também conduzidas, sendo que tal doença passou a 

ser denominada Síndrome Congênita associada à infecção pelo vírus Zika (SCZ) (del 

Campo et al., 2017). 

 Concomitantemente com estes estudos epidemiológicos e clínicos, estudos 

experimentais começaram a investigar os mecanismos de entrada do vírus nas 

células, a resposta imune de combate ao ZIKV e os principais efeitos do vírus a nível 

celular e molecular que poderiam explicar o desenvolvimento deste fenótipo adverso 

nas crianças expostas a ele durante a vida intra-útero (Hamel et al., 2015; Faizan et 

al., 2016; Li et al., 2016; Miner et al., 2016; Nowakowski et al., 2016; Wells et al., 2016). 

Tais investigações, no entanto, se mostraram ainda mais desafiadoras, pois seus 

resultados, diferente de estudos epidemiológicos e clínicos, nem sempre eram 

concordantes e apontavam para um caminho comum. Assim, apesar dos estudos até 

o momento terem contribuído imensamente para o entendimento da patogênese do 

ZIKV, investigações adicionais ainda são necessárias para preencher lacunas do 

conhecimento ou para fortalecer algumas hipóteses e achados. 

 Levando em conta que o principal agente transmissor do ZIKV, o mosquito 

Aedes aegyptii, ainda é amplamente presente no país (Brasil, 2021b), a infecção pelo 
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ZIKV é uma realidade que temos que conviver no país e, à medida que o tempo passa, 

mulheres em idade fértil ainda não infectadas podem entrar em contato com o vírus e, 

caso estejam grávidas, bebês com SCZ podem nascer. Embora dados oficiais 

mostrem que o número de casos diminuiu a partir de 2017, eles ainda ocorrem. Em 

2020, 886 casos suspeitos de SCZ foram notificados ao Ministério da Saúde sendo 

que muitos ainda estão sob investigação (Brasil, 2021c). Acredita-se, no entanto, que 

novos casos vêm sendo subnotificados, uma vez que o período de emergência e de 

epidemia já passou e a atenção dos profissionais de saúde em relação a esta questão 

pode ter diminuído. Assim, percebemos que os efeitos do ZIKV na gestação foram, 

permanecem e ainda podem representar no futuro um importante problema de saúde 

pública. Desta forma, estudos que busquem o entendimento dos mecanismos 

envolvidos com a doença podem também fornecer informações que subsidiem o 

desenvolvimento de medidas como a prevenção dos efeitos adversos do vírus e 

aconselhamento às gestantes sobre seu risco individual. 

 Neste contexto, os trabalhos que compõem esta tese de doutorado surgiram de 

uma necessidade de se melhor compreender os mecanismos envolvidos com os 

efeitos adversos gerados pela infecção congênita pelo ZIKV, e também devido à 

escassez de estudos avaliando o papel da genética dos indivíduos expostos ao vírus 

na ocorrência destes desfechos. Estudos de revisão e meta-análise foram 

desenvolvidos, a fim de se avaliar e comparar dados previamente publicados, 

buscando uma melhor compreensão de vias biológicas e genes comumente afetados 

pelo ZIKV em suas células neurais alvo. Além disso, diferentes estudos genético-

moleculares com crianças expostas ao ZIKV foram conduzidos, a fim de se identificar 

variantes de risco para a ocorrência da SCZ. Para tanto, diferentes abordagens 

metodológicas foram aplicadas, bem como desenhos de estudos diferentes, incluindo 

estudos de caso-controle, relato de caso e série de casos. Finalmente, um estudo 

buscou discutir o papel que o ZIKV pode ter na ocorrência de transtornos neurológicos, 

como o transtorno do espectro autista, em indivíduos expostos durante a gestação, 

uma potencial repercussão da exposição intraútero que permanece por ser elucidada. 
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Avaliação dos mecanismos moleculares de teratogênese do vírus Zika 

investigados através de revisão da literatura e meta-análise 

 Considerando as abordagens utilizadas para investigações sobre os 

mecanismos moleculares envolvidos com a infecção e teratogênese do ZIKV, 

inicialmente os estudos buscaram avaliar, especialmente células neurais, como o ZIKV 

afeta a expressão gênica (Rolfe et al., 2016; Tang et al., 2016; Zhang et al., 2016; 

Ghouzzi et al., 2017) e, menos frequentemente, a expressão proteica e perfil de 

metilação gênica (Lichinchi et al., 2016; Garcez et al., 2017). No entanto, como estes 

estudos utilizavam diferentes linhagens do ZIKV – asiática ou africana – e avaliavam 

a expressão diferencial em distintos momentos após a exposição, se percebeu uma 

heterogeneidade na descrição de genes e vias biológicas afetadas pelo ZIKV. De 

forma relativamente comum, mesmo considerando esta variabilidade metodológica 

citada, os estudos in vitro compartilhavam um achado comum: a identificação do efeito 

da infecção pelo ZIKV na desregulação de genes envolvidos na resposta imune e 

antiviral. Em diferentes tipos celulares estes genes apareciam, geralmente, com 

expressão aumentada como um mecanismo das células para combater a infecção. 

 Uma alternativa para melhor comparar os dados gerados agregando os 

resultados de tais estudos seria por meio de uma meta-análise de transcriptoma 

(Waldron et al., 2016). Desta forma, no capítulo V nós conduzimos uma meta-análise 

a partir de diferentes estudos in vitro que realizaram RNA-seq para avaliar a expressão 

gênica diferencial de células neurais expostas ao ZIKV. Nossos achados corroboraram 

o que vinha sendo apresentado sobre o impacto de ZIKV no aumento da expressão 

de genes envolvidos na resposta antiviral, apontando quais são os principais genes 

desta via que costumam ser afetados (Hamel et al., 2017). Ao mesmo tempo, 

observamos um resultado menos discutido na literatura: a regulação negativa da 

expressão de genes que, quando mutados, são causadores de fenótipos observados 

na SCZ, como a microcefalia (Li et al., 2016). A microcefalia de causa genética envolve 

a ocorrência de variantes patogênicas em homozigose em genes diversos genes, 
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sendo que o fenótipo se dá por uma insuficiência de seu produto (Faheem et al., 2015; 

Naveed et al., 2018). A partir do nosso estudo de meta-análise, reforçamos o papel 

que o ZIKV pode ter “simulando” o que ocorre nestas doenças de causas genéticas, 

uma vez que ele também diminui a expressão do produto destes genes e, 

consequentemente, leva a um fenótipo similar àquele causado por causas genéticas. 

 Também buscando o entendimento dos mecanismos moleculares de 

teratogênese do ZIKV, estudos in vivo começaram a ser conduzidos ainda em 2015 

(Xu et al., 2019b). Modelos animais representam uma excelente alternativa para a 

investigação da infecção pelo ZIKV, uma vez que eles se aproximam mais fielmente 

do cenário em humanos, no qual vários tipos de células são expostos e afetados pelo 

vírus ao mesmo tempo. A fim de avaliar, comparar e discutir os resultados 

apresentados por tais estudos, nós conduzimos uma revisão sistemática da literatura. 

Identificamos que embora muito importante, a avaliação dos efeitos moleculares do 

ZIKV em modelos animais é bem menos frequente, em comparação com os estudos 

in vitro. Além disso, eles se mostram ainda mais heterogêneos, pois além das questões 

já mencionadas sobre o uso de diferentes linhagens do ZIKV e o tempo de exposição, 

eles utilizam diferentes espécies e linhagens de cada espécie. Em comum com os 

estudos in vitro, os modelos animais também demonstram que o efeito do ZIKV se dá 

com maior impacto em genes envolvidos na resposta antiviral e apoptose, os quais 

tem um importante aumento de sua expressão (Li et al., 2016; Shao et al., 2016; 

Darbellay et al., 2017; Vermillion et al., 2017; Yockey et al., 2018; Khaiboullina et al., 

2019; Barbeito-Andrés et al., 2020). Além disso, alguns estudos demonstram que o 

ZIKV diminui a expressão de genes que atuam no neurodesenvolvimento e divisão 

celular, mas isso se dá de forma muito mais sutil e geralmente os genes envolvidos 

nestes processos são demonstrados como afetados em um estudo não são os 

mesmos demonstrados em outro (Li et al., 2016; Darbellay et al., 2017; Thawani et al., 

2018; Rathore et al., 2019; Barbeito-Andrés et al., 2020). 

 

Investigação da susceptibilidade genética para a teratogênese do ZIKV 



99 
 

 Um importante aspecto na ocorrência de anomalias congênitas devido a 

exposição ao ZIKV, ainda pouco explorado desde o reconhecimento desta condição, 

são os aspectos genéticos da mãe e da criança e seu papel na ocorrência das 

anomalias. Uma exposição a um teratógeno, seja ele um agente químico, físico ou 

biológico nem sempre é capaz de causar anomalias congênitas em um embrião ou 

feto exposto. O papel na genética na ocorrência dos efeitos adversos associados à 

exposição de um teratógeno é muito importante e, por isso, a suscetibilidade genética 

é considerada um dos princípios da teratogênese (Wilson and Fraser, 1977).  

 Para avaliar esse aspecto, no contexto do ZIKV, o desenho ideal envolve a 

avaliação de indivíduos expostos ao ZIKV na gestação, sejam eles mães ou seus 

filhos, e a comparação entre aqueles que desenvolveram com os que não 

desenvolveram os desfechos desfavoráveis. Neste sentido, considerando a genética 

como um dos aspectos que pode explicar a ocorrência da SCZ em apenas parte dos 

indivíduos expostos e dada a lacuna de conhecimento em relação a isso, este trabalho 

teve como um dos principais objetivos abordar essa questão. Para tanto, estudos de 

caso controle, envolvendo indivíduos expostos ao ZIKV que desenvolveram ou não a 

SCZ, foram conduzidos. Dado o desafio para composição deste tipo de amostra, foi 

fundamental a colaboração de grupos de pesquisa ao redor do país, tornando possível 

o desenvolvimento de estudos mais robustos na área, bem como identificação de 

fatores de risco ou proteção de mais confiabilidade. Além disso, incluímos nesta tese 

de doutorado a investigação de gêmeos discordantes para a SCZ, sendo esta mais 

uma estratégia para a investigação do papel da genética nesta doença, uma vez que 

este tipo de estudo é muito utilizado para o entendimento do papel da genética em 

condições complexas (MacGregor et al., 2000; Kaprio et al., 2002). Finalmente, uma 

investigação de casos de microcefalia associada à infecção pelo ZIKV e casos de 

microcefalia sem etiologia confirmada foi realizada, a fim de se comparar semelhanças 

e diferenças entre estes indivíduos em relação ao fenótipo, bem como em relação aos 

fatores de risco ambientais e genéticos que levaram ao desenvolvimento deste 

fenótipo nestes indivíduos. 
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 Nossas investigações envolvendo casos e controles focaram em alvos pré-

definidos, envolvendo genes que codificam proteínas importantes para o 

reconhecimento do ZIKV pelas células, ou que atuam na resposta imune e inflamatória 

que combate a infecção pelo ZIKV, ou que regulam o processo de divisão celular, ou 

com papel no neurodesenvolvimento. A seleção dos candidatos envolveu alvos  que 

vinham  sendo mais apontados na literatura em relação ao impacto do ZIKV na 

alteração da expressão de genes destas vias (Bayless et al., 2016; Ghouzzi et al., 

2016; de Sousa et al., 2018; Dang et al., 2019; Santos et al., 2019). As hipóteses por 

traz destes estudos eram, de modo geral, comuns e envolveram as seguintes 

questões: “Variantes genéticas que atuam, mesmo que de forma sutil, na regulação 

da expressão de seus genes ou função de suas proteínas podem atuar, juntamente 

como o ZIKV, afetando a disponibilidade e eficiência das proteínas?” e “Como uma 

disponibilidade e eficiência maior ou menor do que a normal de proteínas que atuam 

na resposta imune, ciclo celular e neurodesenvolvimento pode influenciar na 

ocorrência da SCZ?”. Considerando os achados dos estudos que foram conduzidos, 

foi verificado que variantes genéticas em genes destas vias, como NOS2 e o miR-124 

podem contribuir para um risco aumentado de desenvolvimento da SCZ. Além disso, 

variantes em TP53 e TNF podem representar fatores de risco para fenótipos 

específicos que compõe essa doença. No entanto, destacamos que, assim como os 

demais estudos publicados, nossos achados devem levar em consideração o tamanho 

da amostra que avaliamos (n = 88 indivíduos), bem como a heterogeneidade da 

amostra em relação a proveniência dos indivíduos e momento de exposição ao ZIKV. 

 A investigação conduzida nos gêmeos discordantes, por outro lado, demonstrou 

que tanto variantes raras quanto comuns podem ter contribuído para o 

desenvolvimento da SCZ. Neste caso, variantes em genes que atuam no 

neurodesenvolvimento, em outros processos do desenvolvimento e na organização da 

célula parecem ter tido um papel nessa suscetibilidade. Considerando que apenas um 

estudo comparando gêmeos foi publicado até o momento, não tendo descritos 

variantes de risco nos indivíduos afetados (Caires-Júnior et al., 2018), os achados 
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deste trabalho representam uma importante contribuição para a temática destacando 

o possível papel que a desregulação destes processos biológicos pode ter na 

ocorrência da SCZ. 

  Considerando a investigação de casos com microcefalia de etiologia 

desconhecida, o racional para a realização do estudo foi diferente. A microcefalia foi a 

anomalia congênita que permitiu a identificação da epidemia em 2015 (Albuquerque 

et al., 2018). Este fenótipo é considerado sentinela e utilizado como alerta para a 

investigação de possíveis casos de SCZ desde 2015 (Albuquerque et al., 2018; Brasil, 

2015d; Brasil, 2017b). Considerando que cerca de 80% dos casos de infecção pelo 

ZIKV são assintomáticos, muitas mães que não apresentaram sintomas dão à luz a 

crianças com microcefalia que, consequentemente, requerem uma investigação sobre 

o possível papel do ZIKV neste fenótipo (Duffy et al., 2019; Brasil, 2017b). No entanto, 

é importante destacar que do ponto de vista epidemiológico, muitos casos de 

microcefalia oriundos de outras infecções congênitas ou de causas genéticas são 

também esperados e tais fatores devem ser levados em consideração na investigação 

clínica destes indivíduos. Com base nisso, a investigação que realizamos buscou 

descrever achados genéticos de crianças com a SCZ e compará-los com casos de 

microcefalia de causa desconhecida se, na ausência de evidência de exposição a 

STORCH-Z na gestação, e buscar por variantes que poderiam sugerir que fossem 

casos de SCZ ou devido a síndromes genéticas. Os achados deste estudo 

demonstraram que os casos de SCZ compartilhavam alterações em genes de 

semelhante impacto, ou seja, genes que quando mutados levam a ocorrência de 

microcefalia. Já entre os casos com microcefalia de causa desconhecida, um deles 

parece de fato apresentar esse fenótipo em função de mutações em ASPM, um 

clássico gene causador da microcefalia primária autossômica recessiva (Faheem et 

al., 2015). Os demais casos apresentaram resultados heterogêneos, que não os 

classificam como tendo fenótipo por causas genéticas e, portanto, continuaram sem o 

reconhecimento do fator etiológico para o fenótipo. É importante destacar que outros 

casos de embriopatias, incialmente pensadas como causadas por agentes 
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teratógenos, já foram identificadas como causadas por agentes genéticos, sendo este 

evento algo que não é incomum na literatura (Cassina et al., 2017). 

 

Especulação sobre o efeito da infecção pelo ZIKV durante a gestação e o 

desenvolvimento de Transtorno do Espectro Autista (TEA) em crianças expostas 

  Segundo o Ministério da Saúde, até o final de 2020, 3.577 crianças foram 

confirmadas para a SCZ ou outras etiologias infecciosas no país, sendo que muitos 

casos suspeitos de SCZ ainda permanecem sob investigação (Brasil, 2021c). Grande 

parte destas crianças tem 5 ou 6 anos de idade. Neste sentido, nos últimos anos, 

estudos têm buscado avaliar o neurodesenvolvimento e a evolução clínica destas 

crianças expostas ao ZIKV na gestação (Saad et al., 2018; Nielsen-Saines et al., 2019; 

Abtibol-Bernardino et al., 2020; Aizawa et al., 2021). No entanto, os efeitos a longo 

prazo do ZIKV nestes indivíduos ainda são pouco conhecidos e descritos. Dada as 

repercussões neurológicas do vírus, profissionais da assistência e pesquisadores 

começaram a se perguntar sobre o efeito do ZIKV no desenvolvimento de transtornos 

neuropsiquiátricos, como por exemplo o transtorno do espectro autista. Considerando 

o que se sabe sobre as causas desta condição, o perfil de resposta imune da mãe 

frente a uma infecção como a do ZIKV, e o tropismo viral, esta suspeita apresenta um 

sentido biológico. Portanto, neste trabalho, nós elaboramos e apresentamos uma 

hipótese de como este evento poderia ocorrer, do ponto de vista biológico (Vianna et 

al., 2018). Posteriormente, alguns estudos relataram a ocorrência de autismo em 

crianças expostas ao ZIKV na gestação (Nielsen-Saines et al., 2019; Abtibol-

Bernardino et al., 2020). No entanto, dado o caráter descritivo destes estudos, não foi 

possível identificar ainda se o ZIKV aumenta a frequência deste agravo nestes 

indivíduos. Portanto, é necessário que novos estudos, mais robustos, sejam 

conduzidos com crianças expostas a esse vírus na gestação para que se identifique 

se, de fato, o transtorno do espectro autista (TEA), o transtorno do déficit de atenção 

com hiperatividade (TDAH) ou outros transtornos estão ocorrendo em uma frequência 

elevada nestes indivíduos. 
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CONCLUSÕES 

 Este trabalho atendeu seu objetivo principal, quanto a avaliação de mecanismos 

moleculares associados com a teratogenicidade do vírus Zika, através de diferentes 

tipos de estudo, conforme segue: 

 

Avaliação dos mecanismos moleculares de teratogênese do vírus Zika 

investigados através de revisão da literatura e meta-análise; 

 A partir dos 9 estudos incluídos na revisão sistemática, identificamos e 

discutimos que, em modelos animais, genes regulados positivamente foram 

geralmente relacionados às vias de resposta imune, enquanto aqueles envolvidos no 

neurodesenvolvimento foram regulados negativamente após a infecção pelo ZIKV. 

 Na meta-análise, a partir da avaliação de estudos in vitro com células neurais, 

foram identificados 125 genes regulados positivamente em células neurais, 

principalmente genes estimulados por interferon, envolvidos na resposta antiviral. 

Além disso, 167 regulados negativamente foram observados, os quais são envolvidos 

com a organização das células para a divisão celular. Entre esses genes regulados 

negativamente, discutimos a presença de genes clássicos causadores de microcefalia, 

demonstrando um possível mecanismo pelo qual o ZIKV induz o desenvolvimento 

desse fenótipo em indivíduos com CZS. 

 

Investigação da susceptibilidade genética para a teratogênese do ZIKV; 

 Não encontramos nenhuma associação estatisticamente significativa entre os 

polimorfismos avaliados em AXL, TLR3 e STAT2 e uma maior suscetibilidade para a 

ocorrência de SCZ. No entanto, através de uma avaliação de biologia de sistemas, as 

proteínas EGFR e SCR, que interagem com AXL, TLR3 e STAT2, foram identificadas 

como importantes e candidatas promissoras para estudos futuros no contexto da 

teratogênese do ZIKV. 

 Também não encontramos nenhuma associação estatisticamente significativa 

entre polimorfismos em genes da via de sinalização de p53 e a ocorrência de SCZ. 
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Contudo, avaliando fenótipos específicos que compõem a SCZ, foi identificada uma 

diferença estatisticamente significativa nas frequências alélicas do polimorfismo 

rs1042522 de TP53 entre indivíduos com e sem lissencefalia (p = 0,007). 

 Identificamos que um polimorfismo no MIR-124-1 parece estar associado com 

a SCZ e sugerimos que essa variante poderia atuar de forma conjunta com o ZIKV na 

diminuição da expressão de genes de neurodesenvolvimento, favorecendo à 

ocorrência da SCZ.   

 Através do sequenciamento completo do exoma de um par de gêmeos 

discordantes para a SCZ, destacamos – no gêmeo com a doença – deleções em genes 

atuam nos processos de desenvolvimento e organização celular. Sugerimos que tais 

variantes podem ter contribuído para o desenvolvimento do SCZ nesse gêmeo, uma 

vez que, juntamente com o efeito do ZIKV, tornariam os processos biológicos citados 

menos eficientes.  

 Através do sequenciamento completo do exoma de crianças com SCZ e 

crianças com microcefalia por causa desconhecida, percebeu-se que tanto variantes 

comuns quanto raras, combinadas, parecem ter contribuído para a suscetibilidade dos 

indivíduos com SCZ. Os genes em que essas variantes estavam presentes foram 

principalmente aqueles que, quando mutados, levam a fenótipos semelhantes aos do 

SCZ.  

 

 
Especulação sobre o efeito da infecção pelo ZIKV durante a gestação e o 

desenvolvimento de Transtorno do Espectro Autista (TEA) em crianças 

expostas; 

 Através da revisão de uma série de estudos que avaliam aspectos relacionados 

ao desenvolvimento do cérebro, estado imunológico durante a gravidez e 

neuroimunomodulação em infecções virais congênitas, foi discutido o papel que a 

infecção cerebral fetal causada pelo ZIKV poderia ter na predisposição ao Transtorno 

do Espectro Autista (TEA). Finalmente, sugerimos um possível mecanismo, incluindo 
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vias neurológicas e imunológicas, que poderia levar ao desenvolvimento de TEA em 

crianças após a infecção pelo ZIKV na gestação. 
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Apêndice 1 - Representação esquemática dos centros colaborativos e locais de 

origem dos pacientes incluídos no estudo, bem como aprovação ética dos projetos 

vinculados a este estudo. 

 
SCZ. Síndrome Congênita associada à infecção pelo vírus Zika. 

Aprovação ética: nº do CAAE fornecido pela Plataforma Brasil para cada projeto 

(nacional e internacional) aprovado. 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - CASOS  

HCPA-GPPG nº 2017-0619; Plataforma Brasil CAAE nº 78735817.9.1001.5327 

Título do Projeto: IDENTIFICAÇÃO DE FATORES GENÉTICOS E EPIGENÉTICOS 
ASSOCIADOS À TERATOGÊNESE DO VÍRUS ZIKA 

 
A criança pela qual você é responsável está sendo convidada a participar de uma 

pesquisa cujo objetivo é entender se existem alterações genéticas (no DNA) que estão 
envolvidos na ocorrência de alterações no bebê (microcefalia e outras) após a exposição 
da mãe durante a gravidez ao vírus do Zika. Esta pesquisa está sendo realizada pelo 
Sistema Nacional de Informações sobre Agentes Teratogênicos e Serviço de Genética 
Médica do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA).   

Recentemente foi descoberto que a infecção do vírus da Zika durante a gestação 
pode causar microcefalia (tamanho da cabeça menor que o usual para a idade) e outras 
alterações nos bebês. No entanto, nem todos os bebês apresentam essas alterações, 
sendo que algumas variantes genéticas (modificações no DNA) podem estar associadas 
à ocorrência ou não das alterações nas crianças. O objetivo dessa pesquisa é investigar 
se variantes genéticas comuns (que existem em diversas pessoas da população) podem 
estar associadas ao aparecimento da microcefalia e outras anomalias nas crianças que 
foram expostas à Zika durante a gestação. 

Se você concordar com a participação na pesquisa, será realizada uma coleta de 
uma pequena quantidade de sangue do bebê (4 mL, equivalente a uma colher de chá). 
Nessa amostra serão avaliadas diferentes regiões do DNA. Também serão aplicados 
questionários com perguntas socioeconômicas e relacionadas à história familiar e da 
gestação, além de serem realizadas avaliações de medidas de peso, altura e tamanho da 
cabeça do bebê e exames físico, oftalmológico e neurológico. Caso estas informações e 
exames já tenham sido realizados em uma avaliação anterior da criança, nós acessaremos 
essas informações diretamente dos registros, caso você autorize. 

O material biológico coletado será armazenado de forma codificada. Após a 
realização das análises previstas neste projeto, as amostras serão armazenadas. Este 
material, além de ser utilizado neste estudo, poderá ser utilizado em outros estudos futuros 
do nosso grupo. Neste caso, um novo projeto de pesquisa será submetido para apreciação 
do Comitê de Ética em Pesquisa e você será chamado para reconsentir com o uso do 
material. 

Não são conhecidos riscos pela participação na pesquisa, no entanto podem 
ocorrer desconfortos associados à coleta de sangue, como dor e mancha roxa (hematoma) 
no local da coleta. Caso o bebê esteja muito desconfortável com a coleta, encontraremos 
um outro momento para realização. 

Este estudo não trará benefícios diretos ao participante, entretanto, auxiliará na 
compreensão dos mecanismos que o vírus Zika usa para causar as alterações 
observadas, e ainda, se aplicável, os resultados poderão ajudar a gerar informações que 
auxiliem na escolha de alternativas terapêuticas que visem diminuir o impacto das 
alterações neurológicas a longo prazo provocadas pelo vírus. 
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A participação na pesquisa é totalmente voluntária, ou seja, não é obrigatória. Caso 
você decida não autorizar a participação, ou ainda, retirar a autorização após a assinatura 
desse Termo, não haverá nenhum prejuízo ao atendimento que o participante da pesquisa 
recebe ou possa vir a receber na instituição.  

Não está previsto nenhum tipo de pagamento pela participação na pesquisa e não 
haverá nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.  

Caso ocorra alguma intercorrência ou dano, resultante da pesquisa, o participante 
receberá todo o atendimento necessário, sem nenhum custo pessoal.  

Os dados coletados durante a pesquisa serão sempre tratados confidencialmente. 
Os resultados serão apresentados de forma conjunta, sem a identificação dos 
participantes, ou seja, os nomes não aparecerão na publicação dos resultados.  

Caso você tenha dúvidas, poderá entrar em contato com a pesquisadora 
responsável Dra. Fernanda Sales Luiz Vianna pelo telefone [51-33598008] ou com a 
pesquisadora Dra. Lavínia Schüler-Faccini pelo telefone [51-33089826] ou com o Comitê 
de Ética em Pesquisa do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA), pelo telefone (51) 
33597640, ou no 2º andar do HCPA, sala 2227, de segunda à sexta, das 8h às 17h. 

Com relação às amostras biológicas armazenadas  
(    ) Autorizo o armazenamento do material biológico para pesquisas futuras. 
(    ) Não autorizo o armazenamento do material biológico para pesquisas futuras. 
Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e seu 

responsável e outra para os pesquisadores.  
 
 
        

____________________________________   
Nome do participante da pesquisa:  
 
 
____________________________________ 
Nome do responsável  
 
 
____________________________________          
Assinatura 
 
 
____________________________________ 
Nome do pesquisador que aplicou o Termo   
 
 
___________________________________          
Assinatura 
 
 
Local e Data: _________________________ 

Rubrica do responsável ______                        Rubrica do pesquisador ________           Página 2 de 2 

 



130 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - CONTROLES  

HCPA-GPPG nº 2017-0619; Plataforma Brasil CAAE nº 78735817.9.1001.5327 

Título do Projeto: IDENTIFICAÇÃO DE FATORES GENÉTICOS E EPIGENÉTICOS 
ASSOCIADOS À TERATOGÊNESE DO VÍRUS ZIKA 

 
A criança pela qual você é responsável está sendo convidada a participar de uma 

pesquisa cujo objetivo é entender se existem alterações genéticas (no DNA) que estão 
envolvidos na ocorrência de alterações no bebê (microcefalia e outras) após a exposição 
da mãe durante a gravidez ao vírus do Zika.  Esta pesquisa está sendo realizada pelo 
Sistema Nacional de Informações sobre Agentes Teratogênicos e Serviço de Genética 
Médica do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA).   

Recentemente foi descoberto que a infecção do vírus da Zika durante a gestação 
pode causar microcefalia (tamanho da cabeça menor que o usual para a idade) e outras 
alterações nos bebês. No entanto, nem todos os bebês apresentam essas alterações, 
sendo que algumas variantes genéticas (modificações no DNA) podem estar associadas 
à ocorrência ou não das alterações nas crianças. O objetivo dessa pesquisa é investigar 
se variantes genéticas comuns (que existem em diversas pessoas da população) podem 
estar associadas ao aparecimento da microcefalia e outras anomalias nas crianças que 
foram expostas à Zika durante a gestação. A criança pela qual você é responsável está 
sendo convidada porque foi exposta ao vírus da Zika a gravidez, mas não apresentou 
nenhuma alteração relacionada ao Zika. Este grupo de crianças é chamado de grupo 
controle e será comparado às crianças que apresentaram anomalias associadas à Zika. 

Se você concordar com a participação na pesquisa, será realizada uma coleta de 
uma pequena quantidade de sangue do bebê (4 mL, equivalente a uma colher de chá). 
Nessa amostra serão avaliadas diferentes regiões do DNA. Também serão aplicados 
questionários com perguntas socioeconômicas e relacionadas à história familiar e da 
gestação, além de serem realizadas avaliações de medidas de peso, altura e tamanho da 
cabeça do bebê e exames físico, oftalmológico e neurológico. Caso estas informações e 
exames já tenham sido realizados em uma avaliação anterior da criança, nós acessaremos 
essas informações diretamente dos registros, caso você autorize. 

O material biológico coletado será armazenado de forma codificada. Após a 
realização das análises previstas neste projeto, as amostras serão armazenadas. Este 
material, além de ser utilizado neste estudo, poderá ser utilizado em outros estudos futuros 
do nosso grupo. Neste caso, um novo projeto de pesquisa será submetido para apreciação 
do Comitê de Ética em Pesquisa e você será chamado para reconsentir com o uso do 
material. 

Não são conhecidos riscos pela participação na pesquisa, no entanto podem 
ocorrer desconfortos associados à coleta de sangue, como dor e mancha roxa (hematoma) 
no local da coleta. Caso o bebê esteja muito desconfortável com a coleta, encontraremos 
um outro momento para realização. 
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Este estudo não trará benefícios diretos ao participante, entretanto, auxiliará na 
compreensão dos mecanismos que o vírus Zika usa para causar as alterações 
observadas, e ainda, se aplicável, os resultados poderão ajudar a gerar informações que 
auxiliem na escolha de alternativas terapêuticas que visem diminuir o impacto das 
alterações neurológicas a longo prazo provocadas pelo vírus. 

A participação na pesquisa é totalmente voluntária, ou seja, não é obrigatória. Caso 
você decida não autorizar a participação, ou ainda, retirar a autorização após a assinatura 
desse Termo, não haverá nenhum prejuízo ao atendimento que o participante da pesquisa 
recebe ou possa vir a receber na instituição.  

Não está previsto nenhum tipo de pagamento pela participação na pesquisa e não 
haverá nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.  

Caso ocorra alguma intercorrência ou dano, resultante da pesquisa, o  participante 
receberá todo o atendimento necessário, sem nenhum custo pessoal.  

Os dados coletados durante a pesquisa serão sempre tratados confidencialmente. 
Os resultados serão apresentados de forma conjunta, sem a identificação dos 
participantes, ou seja, os nomes não aparecerão na publicação dos resultados.  

Caso você tenha dúvidas, poderá entrar em contato com a pesquisadora 
responsável Dra. Fernanda Sales Luiz Vianna pelo telefone [51-33598008] ou com a 
pesquisadora Dra. Lavínia Schüler-Faccini pelo telefone [51-33089826] ou com o Comitê 
de Ética em Pesquisa do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA), pelo telefone (51) 
33597640, ou no 2º andar do HCPA, sala 2227, de segunda à sexta, das 8h às 17h. 

Com relação às amostras biológicas armazenadas  
(    ) Autorizo o armazenamento do material biológico para pesquisas futuras. 
(    ) Não autorizo o armazenamento do material biológico para pesquisas futuras. 
Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e seu 

responsável e outra para os pesquisadores.   
 
 

____________________________________   
Nome do participante da pesquisa:  
 
____________________________________ 
Nome do responsável  

 
____________________________________          
Assinatura 

 
____________________________________ 
Nome do pesquisador que aplicou o Termo   
 
___________________________________          
Assinatura 
 
Local e Data: _________________________ 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

Exoma – Síndrome Congênita por Zika Vírus 
 
HCPA-GPPG nº 2019-0295; Plataforma Brasil CAAE nº 12846719.8.3001.5347 

 
Título do Projeto: ANÁLISES GENÔMICAS ABRANGENTES NA SÍNDROME CONGÊNITA 
POR ZIKA VÍRUS 

 
A criança pela qual você é responsável está sendo convidada a participar de uma 

pesquisa cujo objetivo é entender se existem variantes genéticas (no DNA) que estão envolvidas 
na ocorrência de alterações no bebê (como por exemplo, a microcefalia) após a exposição da 
mãe durante a gravidez ao Zika vírus. Esta pesquisa está sendo realizada pelo Sistema Nacional 
de Informações sobre Agentes Teratogênicos e Serviço de Genética Médica do Hospital de 
Clínicas de Porto Alegre (HCPA) e pelo Programa de Pós-Graduação em Genética e Biologia 
Molecular. A criança pela qual você é responsável está sendo convidada a participar deste novo 
projeto porque já participa de outro projeto de pesquisa do nosso grupo chamado “Identificação 
de fatores genéticos e epigenéticos associados à teratogênese do Zika vírus” (CAAE: 
78735817.9.1001.5327). 

Recentemente foi descoberto que a infecção do Zika vírus durante a gestação pode 
causar microcefalia (tamanho da cabeça menor que o usual para a idade) e outras alterações 
nos bebês. No entanto, nem todos os bebês que foram expostos apresentam essas alterações, 
sendo que algumas variantes genéticas (modificações no DNA) podem estar associadas à 
ocorrência ou não das características observadas nas crianças (como a microcefalia). O objetivo 
dessa pesquisa é investigar se variantes genéticas podem estar relacionadas ao aparecimento 
da microcefalia e outras anomalias nas crianças que foram expostas ao Zika vírus durante a 
gestação. A criança pela qual você é responsável está sendo convidada a participar deste novo 
projeto porque há comprovação ou suspeita de que ela tenha sido exposta ao Zika vírus na 
gravidez.  

Se você concordar com a participação nesta pesquisa, nós usaremos a amostra de DNA 
já coletada no projeto anterior e que está armazenada no laboratório de pesquisa. Essa amostra 
de DNA será estudada através de sequenciamento e a análise de exoma. Esse é um exame no 
qual todas as regiões do DNA que produzem proteínas são analisadas. Proteínas são substâncias 
das células encarregadas de executar todas as funções responsáveis pela manutenção da vida 
das células, por exemplo, defesa do organismo, respiração celular, atividades de hormônios, 
degradação de nutrientes, e todas as demais funções responsáveis pela manutenção do corpo.  

O sequenciamento de exoma, já mencionado acima, é uma técnica que permite que se 
conheça o DNA da pessoa, ou seja, se existem ou não variantes genéticas na pessoa que são 
diferentes da maioria da população. Essa técnica de sequenciamento será feita fora do Brasil, na 
Universidade da Califórnia, nos Estados Unidos ou na Grécia, mas a interpretação dos resultados 
da técnica, ou seja, a análise das variantes que forem encontradas, será feita pelos 
pesquisadores brasileiros que fazem parte desta pesquisa. As informações do DNA do 
participante serão comparadas com as características clínicas das crianças expostas ao Zika 
vírus. Assim, tanto informações coletadas na pesquisa anterior quanto informações do prontuário 
da criança, caso estejam disponíveis, serão verificadas.  
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Como esta é uma pesquisa que investiga de maneira ampla o DNA do participante, existe 

a possibilidade de que alguma variante genética de risco seja identificada na amostra de DNA da 
criança que você é responsável. Uma variante genética de risco significa uma alteração no DNA 
da pessoa que aumenta a chance de desenvolver alguma doença. Essa alteração no DNA pode 
mudar o formato ou a função de uma proteína importante para o corpo ou a quantidade desta 
proteína no corpo e por isso a pessoa que tem essa variante pode desenvolver uma determinada 
doença ao longo da vida, ou seja, pode não apresentar nenhuma doença agora, mas no futuro.  

O tipo e local da alteração no DNA é que irá determinar qual será o tipo doença que a 
pessoa poderá ter. Esta doença pode ser uma doença leve ou mais grave que possui tratamento 
e cura, ou pode ser uma doença mais grave que tem tratamento, mas não tem cura. Ou ainda, 
uma doença mais grave para a qual não existe tratamento ou cura. Além disso, podem existir 
alterações no DNA que não estão associadas à doença nenhuma, mas que podem ser 
identificadas por meio deste exame.  

Assim, existem diferentes possíveis riscos associados à participação na pesquisa e 
relacionados às alterações identificadas no DNA, desde reconhecimento do risco de doenças 
previamente não identificadas quanto alterações genéticas que não se sabe quais são as 
repercussões. Caso você tenha interesse em receber as informações genéticas, nós iremos 
oferecer aconselhamento genético para melhor esclarecimento das repercussões das alterações 
no DNA na saúde da criança e familiares. Caso uma variante de risco seja identificada, nós 
encaminharemos a criança para consultas e atendimento especializado. 

Em relação aos outros potenciais riscos e desconfortos associados com a participação 
nesta pesquisa, podemos citar a quebra acidental do anonimato dos dados do participante da 
pesquisa, entretanto, os pesquisadores responsáveis por esta pesquisa e sua equipe se 
comprometem em garantir a integridade e não violação dos documentos com informações dos 
pacientes, bem como assegurar a confidencialidade de todos os dados coletados do participante 
e seu responsável, apresentando os resultados sem identificação dos indivíduos. 

A participação na pesquisa pode não trazer nenhum beneficio direto ao participante, mas 
ainda assim o estudo poderá trazer benefícios indiretos, uma vez que auxiliará no melhor 
entendimento de como o Zika vírus causa as malformações e alterações observadas nos bebês 
expostos ao vírus. A pesquisa pode também trazer beneficio direto ao participante se for 
identificada um risco genético de doenças; neste caso, o participante poderá ser encaminhado 
para acompanhamento médico especializado. Você também poderá mudar de ideia em receber 
ou não as informações genéticas em qualquer momento da pesquisa. 

A fim de proteger os participantes da pesquisa e seus responsáveis contra qualquer tipo 
de discriminação ou estigmatização salientamos que todas as informações pessoais (inclusive 
fotografias, caso estejam disponíveis) ou relacionadas à saúde do paciente serão mantidas sob 
confidencialidade, não sendo de forma alguma divulgadas pela equipe desta pesquisa. 

A participação na pesquisa é totalmente voluntária, ou seja, não é obrigatória. Caso você 
decida não autorizar a participação, ou ainda, retirar a autorização após a assinatura desse 
Termo, não haverá nenhum prejuízo ao atendimento que o participante da pesquisa recebe ou 
possa vir a receber em qualquer instituição vinculada ao estudo. Além disso, caso você deseje 
retirar a autorização sobre a nossa guarda dos dados genéticos do participante, os quais serão 
armazenados em bancos de dados, você deverá solicitar tal retirada por escrito e assinar. Essa 
solicitação pode ser feita a qualquer tempo, sem prejuízo ao participante da pesquisa, com 
validade a partir da data de comunicação da decisão. Neste caso, todas as amostras biológicas 
(exemplo: sangue do paciente) serão devolvidas a você ou destruídas, caso prefira. 
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Não está previsto nenhum tipo de pagamento pela participação na pesquisa e não haverá 
nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos, todas as eventuais despesas tidas 
com a pesquisa serão de responsabilidade do pesquisador responsável ou patrocinador, isto é, 
o participante da pesquisa e seu acompanhante não arcarão com nenhum custo referente a 
procedimentos e/ou exames do estudo.  

Caso ocorra alguma intercorrência ou dano, resultante da pesquisa, o participante 
receberá todo o atendimento necessário, sem nenhum custo pessoal. O participante tem o direito 
à indenização em caso de dano decorrente da participação na pesquisa.  

Os dados coletados durante a pesquisa serão sempre tratados confidencialmente. Os 
resultados serão apresentados de forma conjunta, sem a identificação dos participantes, ou seja, 
os nomes não aparecerão na publicação dos resultados.  

Caso você tenha dúvidas, poderá entrar em contato com a pesquisadora responsável Dra. 
Fernanda Sales Luiz Vianna pelo telefone 51-33598008 ou com a pesquisadora Dra. Lavínia 
Schüler-Faccini pelo telefone 51-33089826. Você também pode entrar em contato com o Comitê 
de Ética em Pesquisa (CEP). O CEP é um colegiado interdisciplinar e independente, de 
relevância pública, de caráter consultivo, deliberativo e educativo, criado para defender os 
interesses dos participantes da pesquisa em sua integridade e dignidade e para contribuir no 
desenvolvimento da pesquisa dentro de padrões éticos. O Comitê de Ética em Pesquisa do 
Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA) pode ser contatado pelo telefone (51) 33597640 de 
segunda à sexta, das 8h às 17h; ou pelo e-mail cep@hcpa.edu.br; ou no 2º andar do HCPA, Rua 
Ramiro Barcelos 2.350, sala 2229, Bairro Santa Cecília - CEP: 90035-903, Porto Alegre - RS. 
Você também poderá entrar em contato com a Comissão Nacional de Ética em Pesquisa 
(CONEP), que é uma instância colegiada, de natureza consultiva, deliberativa, normativa, 
educativa e independente, vinculada ao Conselho Nacional de Saúde/MS.  A Comissão Nacional 
de Ética em Pesquisa pode ser contatado pelo telefone (61) 3315-5877, ou no endereço: CONEP 
SRTV 701, Via W 5 Norte - Edifício PO 700, 3º andar – Asa Norte - CEP: 70719-000, Brasília-DF.  

Após a realização das análises previstas neste projeto, as informações genéticas do 
participante ficarão armazenadas de forma codificada e somente os pesquisadores terão acesso 
a essas informações. Estas informações, além de serem utilizadas neste estudo, poderão ser 
utilizadas em outros estudos futuros do nosso grupo. Neste caso, um novo projeto de pesquisa 
será submetido para apreciação do Comitê de Ética em Pesquisa e você poderá ser chamado 
para reconsentir com o uso das informações. 
 
Com relação às amostras biológicas armazenadas  
(    ) Autorizo o armazenamento do material biológico para pesquisas futuras. 
(    ) Não autorizo o armazenamento do material biológico para pesquisas futuras. 
 
Com relação aos resultados da analise genética: 
(     ) Não quero ter acesso a nenhuma informação genética. 
(    ) Quero ser informado caso seja encontrada alguma variante no DNA da criança que já foi 
associada a doenças que se manifestam antes dos 18 anos de idade e que possuem tratamento;  
(    ) Quero ser informado caso seja encontrada alguma variante no DNA da criança que já foi 
associada a doenças que se manifestam após os 18 anos, ou seja, na idade adulta, e possuem 
tratamento;  
(   ) Quero ser informado sobre qualquer variante de risco, independente do efeito, ou seja, 
incluindo variantes associadas a doenças sem tratamento e/ou cura. 
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Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e seu responsável e outra 
para os pesquisadores.  
 
 
 
____________________________________   
Nome do participante da pesquisa:  
 
 
____________________________________ 
Nome do responsável  
 
 
____________________________________          
Assinatura 
 
 
____________________________________ 
Nome do pesquisador que aplicou o Termo   
 
 
____________________________________          
Assinatura 
 
 
Local e Data: _________________________ 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
Exoma – Controle 

HCPA-GPPG 2019-0295; Plataforma Brasil CAAE nº 12846719.8.3001.5347 

Título do Projeto: ANÁLISES GENÔMICAS ABRANGENTES NA SÍNDROME CONGÊNITA 
POR ZIKA VÍRUS 
 

A criança pela qual você é responsável está sendo convidada a participar de uma 

pesquisa cujo objetivo é entender se existem variantes genéticas (no DNA) que estão envolvidas 

na ocorrência de alterações no bebê (como por exemplo, a microcefalia) após a exposição da 

mãe durante a gravidez ao Zika vírus. Esta pesquisa está sendo realizada pelo Sistema Nacional 

de Informações sobre Agentes Teratogênicos e Serviço de Genética Médica do Hospital de 

Clínicas de Porto Alegre (HCPA) e pelo Programa de Pós-Graduação em Genética e Biologia 

Molecular. A criança pela qual você é responsável está sendo convidada a participar deste novo 

projeto porque já participa de outro projeto de pesquisa do nosso grupo chamado “Identificação 

de fatores genéticos e epigenéticos associados à teratogênese do Zika vírus” (CAAE: 

78735817.9.1001.5327). 
Recentemente foi descoberto que a infecção do Zika vírus durante a gestação pode 

causar microcefalia (tamanho da cabeça menor que o usual para a idade) e outras alterações nos 

bebês. No entanto, nem todos os bebês que foram expostos apresentam essas alterações, sendo 

que algumas variantes genéticas (modificações no DNA) podem estar associadas à ocorrência 

ou não das características observadas nas crianças (como a microcefalia). O objetivo dessa 

pesquisa é investigar se variantes genéticas podem estar relacionadas ao aparecimento da 

microcefalia e outras anomalias nas crianças que foram expostas ao Zika vírus durante a 

gestação. A criança pela qual você é responsável está sendo convidada a participar deste novo 

projeto porque há comprovação ou suspeita de que ela tenha sido exposta ao Zika vírus na 

gravidez, mas ela NÃO apresenta alterações depois da exposição ao Zika vírus.  
Se você concordar com a participação nesta pesquisa, nós usaremos a amostra de DNA 

já coletada no projeto anterior e que está armazenada no laboratório de pesquisa. Essa amostra 

de DNA será estudada através de sequenciamento e a análise de exoma. Esse é um exame no 

qual todas as regiões do DNA que produzem proteínas são analisadas. Proteínas são substâncias 

das células encarregadas de executar todas as funções responsáveis pela manutenção da vida 

das células, por exemplo, defesa do organismo, respiração celular, atividades de hormônios, 

degradação de nutrientes, e todas as demais funções responsáveis pela manutenção do corpo.  
O sequenciamento de exoma, já mencionado acima, é uma técnica que permite que se 

conheça o DNA da pessoa, ou seja, se existem ou não variantes genéticas na pessoa que são 

diferentes da maioria da população. Essa técnica de sequenciamento será feita fora do Brasil, na 

Universidade da Califórnia, nos Estados Unidos ou na Grécia, mas a interpretação dos resultados 

da técnica, ou seja, a análise das variantes que forem encontradas, será feita pelos 

pesquisadores brasileiros que fazem parte desta pesquisa. As informações do DNA do 

participante serão comparadas com as características clínicas das crianças expostas ao Zika 

vírus. Assim, tanto informações coletadas na pesquisa anterior quanto informações do prontuário 

da criança, caso estejam disponíveis, serão verificadas.  
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Como esta é uma pesquisa que investiga de maneira ampla o DNA do participante, existe 

a possibilidade de que alguma variante genética de risco seja identificada na amostra de DNA da 

criança que você é responsável. Uma variante genética de risco significa uma alteração no DNA 

da pessoa que aumenta a chance de desenvolver alguma doença. Essa alteração no DNA pode 

mudar o formato ou a função de uma proteína importante para o corpo ou a quantidade desta 

proteína no corpo e por isso a pessoa que tem essa variante pode desenvolver uma determinada 

doença ao longo da vida, ou seja, pode não apresentar nenhuma doença agora, mas sim no 

futuro.  
O tipo e local da alteração no DNA é que irá determinar qual será o tipo doença que a 

pessoa poderá ter. Esta doença pode ser uma doença leve ou mais grave que possui tratamento 

e cura, ou pode ser uma doença mais grave que tem tratamento, mas não tem cura. Ou ainda, 

uma doença mais grave para a qual não existe tratamento ou cura. Além disso, podem existir 

alterações no DNA que não estão associadas à doença nenhuma, mas que podem ser 

identificadas por meio deste exame.  
Assim, existem diferentes possíveis riscos associados à participação na pesquisa e 

relacionados às alterações identificadas no DNA, desde reconhecimento do risco de doenças 

previamente não identificadas quanto alterações genéticas que não se sabe quais são as 

repercussões. Caso você tenha interesse em receber as informações genéticas, nós iremos 

oferecer aconselhamento genético para melhor esclarecimento das repercussões das alterações 

no DNA na saúde da criança e familiares. Caso uma variante de risco seja identificada, nós 

encaminharemos a criança para consultas e atendimento especializado. 
Em relação aos outros potenciais riscos e desconfortos associados com a participação 

nesta pesquisa, podemos citar a quebra acidental do anonimato dos dados do participante da 

pesquisa, entretanto, os pesquisadores responsáveis por esta pesquisa e sua equipe se 

comprometem em garantir a integridade e não violação dos documentos com informações dos 

pacientes, bem como assegurar a confidencialidade de todos os dados coletados do participante 

e seu responsável, apresentando os resultados sem identificação dos indivíduos. 

A participação na pesquisa pode não trazer nenhum beneficio direto ao participante, mas 

ainda assim o estudo poderá trazer benefícios indiretos, uma vez que auxiliará no melhor 

entendimento de como o Zika vírus causa as malformações e alterações observadas nos bebês 

expostos ao vírus. A pesquisa pode também trazer beneficio direto ao participante se for 

identificada um risco genético de doenças; neste caso, o participante poderá ser encaminhado 

para acompanhamento médico especializado. Você também poderá mudar de ideia em receber 

ou não as informações genéticas em qualquer momento da pesquisa. 
A fim de proteger os participantes da pesquisa e seus responsáveis contra qualquer tipo 

de discriminação ou estigmatização salientamos que todas as informações pessoais (inclusive 

fotografias, caso estejam disponíveis) ou relacionadas à saúde do paciente serão mantidas sob 

confidencialidade, não sendo de forma alguma divulgadas pela equipe desta pesquisa. 
A participação na pesquisa é totalmente voluntária, ou seja, não é obrigatória. Caso você 

decida não autorizar a participação, ou ainda, retirar a autorização após a assinatura desse 

Termo, não haverá nenhum prejuízo ao atendimento que o participante da pesquisa recebe ou 

possa vir a receber em qualquer instituição vinculada ao estudo. Além disso, caso você deseje 

retirar a autorização sobre a nossa guarda dos dados genéticos do participante, os quais serão 
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armazenados em bancos de dados, você deverá solicitar tal retirada por escrito e assinar. Essa 

solicitação pode ser feita a qualquer tempo, sem prejuízo ao participante da pesquisa, com 

validade a partir da data de comunicação da decisão. Neste caso, todas as amostras biológicas 

(exemplo: sangue do paciente) serão devolvidas a você ou destruídas, caso prefira. 
Não está previsto nenhum tipo de pagamento pela participação na pesquisa e não haverá 

nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos, todas as eventuais despesas tidas 

com a pesquisa serão de responsabilidade do pesquisador responsável ou patrocinador, isto é, 

o participante da pesquisa e seu acompanhante não arcarão com nenhum custo referente a 

procedimentos e/ou exames do estudo. 
Caso ocorra alguma intercorrência ou dano, resultante da pesquisa, o participante 

receberá todo o atendimento necessário, sem nenhum custo pessoal. O participante tem o direito 

à indenização em caso de dano decorrente da participação na pesquisa.  
Os dados coletados durante a pesquisa serão sempre tratados confidencialmente. Os 

resultados serão apresentados de forma conjunta, sem a identificação dos participantes, ou seja, 

os nomes não aparecerão na publicação dos resultados.  
Caso você tenha dúvidas, poderá entrar em contato com a pesquisadora responsável Dra. 

Fernanda Sales Luiz Vianna pelo telefone 51-33598008 ou com a pesquisadora Dra. Lavínia 
Schüler-Faccini pelo telefone 51-33089826. Você também pode entrar em contato com o Comitê 
de Ética em Pesquisa (CEP). O CEP é um colegiado interdisciplinar e independente, de 
relevância pública, de caráter consultivo, deliberativo e educativo, criado para defender os 
interesses dos participantes da pesquisa em sua integridade e dignidade e para contribuir no 
desenvolvimento da pesquisa dentro de padrões éticos. O Comitê de Ética em Pesquisa do 
Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA) pode ser contatado pelo telefone (51) 33597640 de 
segunda à sexta, das 8h às 17h; ou pelo e-mail cep@hcpa.edu.br; ou no 2º andar do HCPA, Rua 
Ramiro Barcelos 2.350, sala 2229, Bairro Santa Cecília - CEP: 90035-903, Porto Alegre - RS. 
Você também poderá entrar em contato com a Comissão Nacional de Ética em Pesquisa 
(CONEP), que é uma instância colegiada, de natureza consultiva, deliberativa, normativa, 
educativa e independente, vinculada ao Conselho Nacional de Saúde/MS.  A Comissão Nacional 
de Ética em Pesquisa pode ser contatado pelo telefone (61) 3315-5877, ou no endereço: CONEP 
SRTV 701, Via W 5 Norte - Edifício PO 700, 3º andar – Asa Norte - CEP: 70719-000, Brasília-DF.  

 

Após a realização das análises previstas neste projeto, as informações genéticas do 

participante ficarão armazenadas de forma codificada e somente os pesquisadores terão acesso 

a essas informações. Estas informações, além de serem utilizadas neste estudo, poderão ser 

utilizadas em outros estudos futuros do nosso grupo. Neste caso, um novo projeto de pesquisa 

será submetido para apreciação do Comitê de Ética em Pesquisa e você poderá ser chamado 

para reconsentir com o uso das informações. 
 

Com relação às amostras biológicas armazenadas  
(    ) Autorizo o armazenamento do material biológico para pesquisas futuras. 
(    ) Não autorizo o armazenamento do material biológico para pesquisas futuras. 
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Com relação aos resultados da analise genética: 
(     ) Não quero ter acesso a nenhuma informação genética. 
(    ) Quero ser informado caso seja encontrada alguma variante no DNA da criança que já foi 

associada a doenças que se manifestam antes dos 18 anos de idade e que possuem tratamento;  
(  ) Quero que a informação sobre alguma variante no DNA da criança que já foi associada a 

doenças que se manifestam após os 18 anos, ou seja, na idade adulta, e possuem tratamento, 

seja armazenada e disponibilizada ao indivíduo (atualmente criança) depois que complete 

maioridade, caso ele deseje;  
(    ) Quero que a informação sobre qualquer variante de risco, independente do efeito, ou seja, 

incluindo variantes associadas a doenças sem tratamento e/ou cura seja armazenada e 

disponibilizada ao indivíduo (atualmente criança) depois que complete maioridade, caso ele 

deseje. 
 

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e seu responsável e outra 

para os pesquisadores.  
 

 

____________________________________   
Nome do participante da pesquisa:  
 

 

____________________________________ 
Nome do responsável  
 

 

____________________________________          
Assinatura 
 

 

____________________________________ 
Nome do pesquisador que aplicou o Termo   
 

 

____________________________________          
Assinatura 
 

 

Local e Data: _________________________ 
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Questionário 1: 
CARACTERIZAÇÃO DO FENÓTIPO DA EMBRIOPATIA POR ZIKA VÍRUS/ZIKA CONGÊNITA 

ROTEIRO DE EXAME CLÍNICO-DISMORFOLÓGICO E NEUROLÓGICO + PROTOCOLO DE EXAMES 

Identificação do Caso – Número ____________ – CARTÃO SUS: 

Nome do RN/Paciente: 

Data de Nascimento: Hora: 

Local de Nascimento (Cidade/UF):  

Nome da Mãe: Idade: Mãe ________anos   /   Pai ________anos 

Endereço: 

Local de Moradia (Cidade/UF): CEP: 

Telefone: (    ) Email: 

Serviço de atendimento para aplicação do Protocolo / Nº Prontuário: 

Data de atendimento: Médico Examinador: 

História Familiar 

Consanguinidade 
01. Sim (grau) 
02. Não     

03. Indefinida 
________________ 

Malformações 
01. Sim (descrever) 
02. Não     
03. Indefinida 
Quem: 
O quê/onde: 

Microcefalia 
01. Sim (quem) 
02. Não     

03. Indefinida 
Quem: 

Doenças Genéticas 
01. Sim (descrever) 
02. Não     

03. Indefinida 
Quem/quais: 

Abortos 
01. Sim (descrever) 
02. Não     
03. Indefinida 
________________ 

Morte Neo/Precoce 
01. Sim (quê/onde)     
02. Não     
03. Indefinido 
________________ 

História Perinatal 

Mãe: G____P____A____ DUM: Idade Gestacional ao nascer (semanas/dias): 

Para cada gestação > Idade, sexo, saúde: 

Dados de Pré-Natal (número de consultas, local, alterações, exames etc.): 

Medicações, Vitaminas, Ferro, Folato etc., se houve (qual, quando, por quê, etc): 

Sorologias na gestação: 

Ultrassonografias na gestação: 

Diagnósticos no Pré-Natal, se houve: 

Contato com teratógenos [se houve] 

Álcool 
01. Sim (descrever) 
02. Não     
03. Indefinido 
O quê/quanto/quando: 

Drogas 
01. Sim (descrever) 
02. Não     
03. Indefinido 
O quê/quanto/quando: 

Tabaco/Fumo 
01. Sim (descrever) 
02. Não     
03. Indefinido 
O quê/quanto/quando: 

Agrotóxicos 
01. Sim (descrever) 
02. Não     
03. Indefinido 
O quê/quanto/quando: 

Químicos/Poluentes 
01. Sim (quê, quando) 
02. Não     
03. Indefinido 
O quê/quanto/quando: 

Radiação (Ocupacional, 
Exame ou Acidente) 
01. Sim (descrever)     
02. Não     
03. Indefinido 
O quê/quanto/quando: 

Gravidez, Parto e Puerpério 

Febre 
01. Sim (descrever) 
02. Não     
03. Indefinida 
________________ 

Rash/Exantema 
01. Sim (quê, quando) 
02. Não     
03. Indefinido 
________________ 

Prurido 
01. Sim (quê, quando) 
02. Não     
03. Indefinida 
________________ 

Hiperemia conjuntival 
01. Sim (quando) 
02. Não     
03. Indefinido 

Artralgia 
01. Sim (quê, quando) 
02. Não     
03. Indefinida 
_______________ 

Infecções na gravidez 
01. Sim (quê, quando) 
02. Não     
03. Indefinida 
________________ 

Mãe vacinada para febre 
amarela: 
01. Sim (quando) 
02. Não     
03. Indefinido 
________________ 

Mãe teve na gravidez: 
01. Dengue 
02. Chikungunya 
03. Febre amarela 
04. Outra Arbovirose: 
_________________ 

Bebê mexeu no útero: 
01. Antes dos 5m 
02. Após 5m 
03. Pouco 
04. _____________ 

Parto – Tipo: 
01. Normal 
02. Cesárea 
03. Fórceps 
________________ 

Apgar: 
1’:_______ 
5’:_______ 
Outros: 
________________ 

Destino: 
01. Alojamento 
02. Berçário 
03. UTI 
________________ 

Antropometria ao nascer (24 a 48h DE VIDA) 

Idade Gestacional: 
 
 

              s           d 
 
percentil: _______ 

Ao nascer: 
 
Peso: 

_____________ g 
 

percentil: _______ 

Estatura (cm): 
 
 
                , 
 
percentil: _______ 

Perímetro cefálico (cm): 
 
 
                , 
 
percentil: _______ 

Perímetro torácico (cm): 
 
                    , 
 

Relação PC/PT: 
_____:_____ 

Comprimento Vértice-
Cóccix: 

_____:_____ 
 

Relação PC/VC: 
_____:_____ 

ATENÇÃO: Anexar a esta ficha o TCLE, Heredograma, Documentação Fotográfica, Vídeos e Exames 
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CARACTERIZAÇÃO DO FENÓTIPO DA EMBRIOPATIA POR ZIKA – FORMULÁRIO DE RASTREAMENTO 
Nome do RN/Paciente: 

Data de Nascimento: Serviço/Prontuário: 

Nome da Mãe: Identificação do Caso – Número ____________ 

Antropometria no exame físico dismorfológico posterior ao nascimento 

Exame físico em: 
 
Data 
____/____/______ 
 
Idade atual: 
 

Peso: 
 

_____________ g 
 

 
Percentil: ______ 

Estatura (cm): 
 
 
                , 
 
Percentil: ______ 

Perímetro cefálico (cm): 
 
                , 
 
Percentil: ______ 
 
Microcefalia: 
(  ) Sim  /  (  ) Não 

 
PC Pai: _______ cm 
Percentil: ______ 
 
PC Mãe: _______ cm 
Percentil: ______ 

Perímetro torácico (cm): 
 
                ,           
 

Percentil: ______ 
 
 

  Data Data Data Data 

Exames Clínicos Variáveis   
 

 

Dismorfológicos 

1 PC em centímetros (z score)     

2 Desproporção craniofacial     

3 Fronte estreita com depressão frontal bilateral     

4 Retração bitemporal     

5 Posterior slooping do frontal     

6 Ponta Occipital     

7 Ponta Temporal/Temporais proeminentes     

8 Suturas palpáveis ou cavalgadas     

9 Excesso de pele em couro cabeludo     

10 Excesso de pele fronte     

11 Excesso de pele em nuca     

12 Pescoço curto     

13 Padrão anormal de desenvolvimento do cabelo     

14 Upsweep frontal do cabelo     

15            Redemoinho: número _____ / posição __________     

16            Outro:     

17 Implantação de cabelo na fronte: (  ) normal / (  ) baixa / (  ) alta     

18 Implantação de cabelo na nuca: (  ) normal / (  ) baixa / (  ) alta     

19 Pálpebras superiores com aspecto edemaciado     

20 Epicanto     

21 Sinofre     

22 Cílios longos     

23 Estrabismo     

24 Nistagmo     

25 Ptose palpebral     

26 Microftalmia     

27 Filtro longo/apagado     

28 Lábio superior fino     

29 Ausência de frênulo lingual     

30 Hipertrofia alveolar     

31 Retrognatia     

32 Nevus (vasculares) em face     

33 Excesso de pele em dorso     

34 Fóveas: (   ) punho/ (   ) cotovelo/ (   ) ombro/ (   ) quadril/ (   ) joelho     

35 Mãos com contratura     

36 Camptodactilia     

37 Polegar cortical     

38 Index cortical     

39 Pregas palmares profundas     

40 “Pads” (   ) dedos das mãos/ (   ) dedos dos pés     

41 Pés tortos:     

42 Artrogripose: (   ) distal / (   ) generalizada     

43 Pterigium     

44 Hérnia umbilical     

45 Outros dismorfismos:      

      

Outros  TORCHS Negativo     
 Infecção por Zika:  (  )IgM / (   ) IgG (  ) PCR / Mãe:  (  )IgM / (   ) IgG (  ) Mãe gravida  PCR (      ) __________   
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CARACTERIZAÇÃO DO FENÓTIPO DA EMBRIOPATIA POR ZIKA – FORMULÁRIO DE RASTREAMENTO 

Nome do RN/Paciente: 

Data de Nascimento: Serviço/Prontuário: 

Nome da Mãe: Identificação do Caso – Número ____________ 

AVALIAÇÃO OFTALMOLÓGICA 

Exames Clínicos Variáveis Sim Não 
Não 

observad
o 

 

Neurossensoriais 

46 Fixa o olhar/ acompanha ao examinador     

47 Responde a sons     

48 Alteração de Fundoscopia/Oftalmológica/Visão     

49 Alteração auditiva (EOA, BERA etc)     

50 Outros:     

Olhos – Exame realizado por (   ) Dismorfologista   /   (   ) Oftalmologista 

Fissura palpebral (cm) Fissura palpebral (cm): 
 
OD: _______cm 
Percentil: ______ 
OE: _______ cm                    
Percentil: ______ 

Inspeção 
01. Normal    
02. Microftalmia 
03. Exoftalmia 
04. Assimetria 
________________ 

Motricidade ocular 
01. Normal 
02. Nistagmo 
________________ 
03. Estrabismo 
________________ 

Distância Intercantal 
Externa 
 (cm):  
 
                , 
 
Percentil: ______ 

Distância Intercantal 
Interna 
 (cm): 
 
                , 
 
Percentil: ______ 

Sobrancelhas 
01. Normais 
02. Ausentes 
03. Espessas 
04. Sinofre 
05. Medial Ascendente 

Pálpebra 
01. Normal 
02. Ptose 
03. Epicanto 
04. Telecanto 
05. _____________ 

Conjuntivas 
01. Normal AO 
02. Alterado OD 
03. Alterado OE 
________________ 
________________ 

Esclera 
01. Normal AO 
02. Alterado OD 
03. Alterado OE 
________________ 
________________ 

Córnea 
01. Normal AO 
02. Alterado OD 
03. Alterado OE 
________________ 
________________ 

Íris 
01. Normal AO 
02. Alterado OD 
03. Alterado OE 
________________ 
________________ 

Pupilas 
01. Normal 
02. Anisocoria 
03. Outra 
(descrever) 
________________ 

Reflexo Pupilar/ 
Fotomotor 
01. Normal/Simétrico 
02. Alterado 
(descrever) 
________________ 

Distância Interpupilar 
 (cm): 
 
                , 
 
Percentil: ______ 

Alteração de distância 
interpupilar 
01. Não 
02.Hipotelorismo 
03. Hipertelorismo 
04. Indefinida 

Teste do Olhinho/ 
Reflexo Vermelho 
01. Presente AO 
02. Ausente OD  
03. Ausente OE 
04. Ausente AO 
____________________ 

Catarata 
01. Não 
02. Sim, OD 
03. Sim OE 
04. Sim, AO 
________________ 

Fundoscopia OD 
Retina 
01. Normal    
02. Alterada 
03. Não realizada 
________________ 

Fundoscopia OD 
Nervo Óptico 
01. Normal    
02. Pálido 
03. Atrofiado 
04. Não realizada 

Fundoscopia OE 
Retina 
01. Normal    
02. Alterada 
03. Não realizada 
________________ 

Fundoscopia OE 
Nervo Óptico 
01. Normal    
02. Pálido 
03. Atrofiado 
04. Não realizada 

Outros achados: 
Se realizou Mapeamento 
de Retina, descrever na 
página 6. 
 

Observação: 
Se exame feito por 
Dismorfologista, pedir 
Avaliação Oftalmológica 
(pág. 6). 

OUTROS EXAMES (RN) REALIZADO DATA DO EXAME RESULTADO 

AVALIAÇÃO 
OFTALMOLÓGICA 

01.Sim 
02.Não 
03.Inaplicável ____/____/______ 

01. Normal Bilateral             02. Alterada 
 
OD: _____________________________________________ 
 
OE: _____________________________________________              

MAPEAMENTO DE RETINA 01.Sim 
02.Não 
03.Inaplicável ____/____/______ 

01. Normal Bilateral             02. Alterada 
 
OD: _____________________________________________ 
 
OE: _____________________________________________ 

TESTE DA ORELHINHA (EOA) 01.Sim 
02.Não 
03.Inaplicável 

____/____/______ 
01. Normal               02. Alterada 
Se alterada, especifique:_______________________________________  
________________________________________________              

BERA 01.Sim 
02.Não 
03.Inaplicável 

____/____/______ 
01. Normal               02. Alterada 
Se alterada, especifique:_______________________________________  
________________________________________________              
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CARACTERIZAÇÃO DO FENÓTIPO DA EMBRIOPATIA POR ZIKA – FORMULÁRIO DE RASTREAMENTO  
Nome do RN/Paciente: 

Data de Nascimento: Serviço/Prontuário: 

Nome da Mãe: Identificação do Caso – Número ____________ 

Roteiro de Exame Neurológico (Gherpelli, RevMed SP 2003) 

Impressão Geral, Contato, Movimentação, Tono 

Estado Comportamental durante o 
Exame 
01. Sono quieto 
02. Sono ativo 
03. Despertar quieto 
04. Despertar ativo 
05. Choro 

Padrão geral de comportamento 
01. Adequado 
02. Apático 
03. Irritado 
_____________________________
_______ 

Choro 
01. Normal (com timbre variável, 
responde a dor)   
02. Monótono ou agudo 
03. Forte e irritado 
04. Entrecortado 
05. Outro: ___________ 

Irritabilidade 
01. Normal  
02. Diminuída 
03. Aumentada (Hiperexcitável) 
________________ 

Interação ou Contato visual 
01. Sem contato 
02. Pobre 
03. Fixa e segue a face do 
examinador 
04. Fixa e segue objetos 

Outros achados: 

Postura 
01. Normal  
02. MMII em Tesoura 
03. Opistótono 
04._______________ 

Tônus 
01. Normal  
02. Hipotonia 
03. Hipertonia Espástica 
04. Hipertonia Distônica 

Equilíbrio (até 4º mês)/ 
Sustenção Cefálica 
01. Apresenta  
02. Não apresenta 
__________________ 

Equilíbrio à Marcha (se o lactente já 
anda) 
01. Ainda não anda 
02. Marcha normal 
03. Marcha atáxica 
04. Outra: ____________ 

Força nos MMSS: 
Manobra do Cachecol (resistência 
à) 
01. Normal 
02. Diminuída 
03. Aumentada 

Força nos MMII: 
Manobra do Rechaço 
(resistência à) 
01. Normal 
02. Diminuída 
03. Aumentada 

Paralisia (onde) 
01. Não 
02. Sim 
________________ 

Atividade ou Movimentação 
Espontânea 
01. Ativo 
02. Hipoativo 
03. Hiperativo ou Agitado 

Reatividade ou Movimentação 
Provocada 
01. Reativo 
02. Hiporreativo 
03.Hiperreativo ou Hiperexcitável 

Movimentos Anormais 
01. Mastigatórios 
02. Tremores  
03. Mioclonias 
04. Distonias 
05. Coréia 
06. Balismo 

Liberação Piramidal/ Extra-
piramidal 
01. Ausente 
02. Clonus MMSS 
03. Clonus MMII 
04. _______________ 

Convulsões 
01. Não 
02. Sim (descreva) 
__________________ 
Tratamento: (  )Sim  / (  )Não 
________________ 

Reflexos Primitivos – Do Moro à Marcha são obrigatórios (0 para Ausente ou Arreflexia, 1 Diminuído/alteração tônica sem evidenciar a postura do reflexo, 2 Normal/postura apropriada do reflexo, 3 Vivo/resposta mais 
exagerada que o normal/postura pronunciada e com tempo prolongado do reflexo,  4 Exaltado ou Hiperreflexia/resposta obrigatória impossibilitando inibir o reflexo por um mínimo de 30 segundos/patológico) 

Moro: Sucção: Voracidade: RTCA: Cutâneo-Plantar: 
01. Extensão/Babinski 
02. Flexão 

Reflexo da Marcha: 
 
Obs.: (  ) Em tesoura 

Preensão  
Palmar: 

Babkin: Gallant: 
 

Preensão 
Plantar: 

Extensão  
Cruzada: 

Apoio 
Plantar: 

Outros (se aplicáveis) RTL 
Prono: 

RTL  
Supino: 

Endireitamento Global (>2m): Landau I  
(>3m): 

Landau II 
(>3m): 

Reflexos Profundos ou ROT (0 para Ausente ou Arreflexia, 1 Diminuído, 2 Normal, 3 Vivo, 4 Exaltado ou Hiperreflexia) 

Lado Direito Bicipital: Estilorradial: Patelar: Aquileu:  

Lado Esquerdo Bicipital: Estilorradial: Patelar: Aquileu:  

Nervos Cranianos (Manobras/Respostas) - Obs.: Nervo Craniano I (N. Olfatório) – Não avaliado. 

II [N. Óptico à Fundoscopia] 
01. Normal Bilateral 
02. Alterado  (D)  /  (E) 
03. Alterado Bilateral 
04. _________________ 

II, III 
Fotorreação pupilar 
01. Normal 
02. Alterada 
____________________ 

III, IV, VI 
Mov. Extraoculares 
01. Normais 
02. Alterados 
____________________ 

V 
Reflexo corneano 
01. Normal 
02. Alterado 
____________________ 

V 
Retirada à picada/dor 
01. Normal 
02. Alterada 
____________________ 

VII 
Expressão facial/assimetria 
01. Normal 
02. Alterada 
03. Paralisia   (D)  /  (E) 

VIII 
Piscar ao som/ruído alto 
01. Normal 
02. Alterado 
____________________ 

V, VII, XII 
Sugar 
01. Normal 
02. Alterado 
____________________ 

IX, X, XII 
Deglutir 
01. Normal 
02. Alterado 
03. Disfagia/Engasgo 
____________________ 

IX, X 
Vomitar 
01. Normal 
02. Alterado 
____________________ 

XI 
Força / Contraturas ECM 
01. Normal 
02. Alterada 
____________________ 

XII 
Fasciculação da língua 
01. Normal 
02. Alterada 
____________________ 

Exames Clínicos Variáveis Sim Não 
Não 

observado 
 

Neurológicos 

 Hipoatividade motora     

 Hipertonia/opistótono     

 Hiperreflexia/clous     

 Mao fechada/Polegar cortical     

 Hipotonia axial ao sentar depois do 6º mês     

 Irritabilidade/hiperexcitabilidade     

 Choro excessivo/entrecortado     

 Inconsolabilidade     

 Pouco alerta / Pouco contato com examinador     

 Atraso de desenvolvimento neuropsicomotor significativo (-2m Crono)     

Neurossensoriais 

 Fixa o olhar/ acampanha ao examinador     

 Responde a sons     

 Alteração de Fundoscopia/Oftalmológica/Visão     

 Alteração auditiva (EOA, BERA etc)     

Neuroimagem 

 Calcificação     

 Padrão giral simplificado     

 Dismorfismo ou assimetria ventricular     

 Excesso de Líquor ventricular (dilatação)  /  Excesso de Líquorextra-axial     

 Alteração do corpo caloso     

 Alteração do cerebelo     

 Alteração de Substância Branca     

Outros 
 TORCHS Negativo     

 Infecção por Zika:  (  )IgM / (  ) PCR  //  (  ) Mãe grávida  (  ) RN __________     
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CARACTERIZAÇÃO DO FENÓTIPO DA EMBRIOPATIA POR ZIKA – FORMULÁRIO DE RASTREAMENTO  

Nome do RN/Paciente: 

Data de Nascimento: Serviço/Prontuário: 

Nome da Mãe: Identificação do Caso – Número ____________ 

EXAMES COMPLEMENTARES DO RN 

EXAMES IMAGEM (RN) REALIZADA DATA DO EXAME RESULTADO 

USG TRANSFONTANELA  01. Sim   
02. Não   
03. Inaplicável 

____/____/______ 

01. Normal               02. Padrão giral simplificado 
03. Calcificações      04. Atrofia cerebral   
05. Ventriculomegalia 
06. Calcificação de suturas cranianas 
07. Outras _______________________________________________ 
________________________________________________ 
08. Sem informação 

TOMOGRAFIA CRANIANA 01.Sim 
02.Não 
03.Inaplicável 

____/____/______ 

01. Normal               02. Padrão giral simplificado 
03. Calcificações      04. Atrofia cerebral   
05. Ventriculomegalia 
06. Calcificação de suturas cranianas 
07. Outras _______________________________________________ 
________________________________________________ 
08. Sem informação 

RESSONÂNCIA MAGNÉTICA 
CRANIANA  

01.Sim 
02.Não 
03.Inaplicável 

____/____/______ 

01. Normal               02. Padrão giral simplificado 
03. Calcificações      04. Atrofia cerebral   
05. Ventriculomegalia 
06. Calcificação de suturas cranianas 
07. Outras _______________________________________________ 
________________________________________________ 
08. Sem informação 

USG ABDOMINAL  
 

01.Sim 
02.Não 
03.Inaplicável 

____/____/______ 

01. Normal               02. Alterada 
Se alterada, 
especifique:_______________________________________ 
 
Se medida disponível: 
Baço – tamanho longitudinal: _______cm 

ECOCARDIOGRAMA 01.Sim 
02.Não 
03.Inaplicável 

____/____/______ 

01. Normal               02. Alterada 
Se alterada, 
especifique:_______________________________________  
________________________________________________              

OUTROS EXAMES (RN) REALIZADO DATA DO EXAME RESULTADO 

AVALIAÇÃO OFTALMOLÓGICA 01.Sim 
02.Não 
03.Inaplicável ____/____/______ 

01. Normal Bilateral             02. Alterada 
 
OD: _____________________________________________ 
 
OE: _____________________________________________              

MAPEAMENTO DE RETINA 01.Sim 
02.Não 
03.Inaplicável 

____/____/______ 

01. Normal Bilateral             02. Alterada 
 
OD: _____________________________________________ 
 
OE: _____________________________________________ 
 

TESTE DA ORELHINHA (EOA) 01.Sim 
02.Não 
03.Inaplicável 

____/____/______ 

01. Normal               02. Alterada 
Se alterada, 
especifique:_______________________________________  
________________________________________________              

BERA 01.Sim 
02.Não 
03.Inaplicável 

____/____/______ 

01. Normal               02. Alterada 
Se alterada, 
especifique:_______________________________________  
________________________________________________              
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Questionário 2: 
  

Nome do responsável:  

Nome do RN/paciente: 

Data da entrevista: __ __ / __ __ / __ __ 

Entrevistador (a):  

Telefone fixo: (    )                                      Celular: (    ) 

E-mail:  

DADOS GERAIS 

Cor ou etnia  

       Declarada    (1) branca      (2) preta     (3) amarela     (4) parda  (5) indígena 

       Observada   (1) branca      (2) preta     (3) amarela     (4) parda  (5) indígena 

Qual seu grau de escolaridade?  

(   ) não alfabetizado                                      (   ) ensino fundamental incompleto 

(   ) ensino fundamental completo                 (   ) ensino médio incompleto 

(   ) ensino médio completo                           (   ) ensino superior incompleto 

(   ) ensino superior completo 

Qual é a sua profissão?  

Qual é a sua ocupação?  

Quantas pessoas moram com você? (incluindo filhos, irmãos, parentes, amigos, etc) 

Somando a sua renda com a renda das pessoas que moram com você, quanto é, 
aproximadamente, a renda familiar mensal? 

(   ) Até 1 salário mínimo (até R$937,00)            

(   ) De 1 a 3 salários mínimos (R$937,00 até R$2811,00) 

(   ) De 3 a 6 salários mínimos (R$2811,00 até R$5622,00)     

(   ) De 6 a 9 salários mínimos (R$5622,00 até R$8433,00) 

(   ) De 9 a 12 salários mínimos (R$8433,00 até R$11244,00)   

(   ) Mais de 12 salários mínimos (mais de R$11244,00) 
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Produção científica adicional durante o doutorado 
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