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RESUMO 

 

A exposição da talidomida durante o desenvolvimento embrionário gera 

um conjunto de anomalias conhecido como Embriopatia da Talidomida (TE), 

caracterizado principalmente por malformações no coração e membros. Ainda 

hoje, os mecanismos de teratogenicidade da talidomida não estão 

completamente elucidados. Recentemente, o fator de transcrição TBX5 foi 

descrito como um alvo da talidomida. Além disso, uma interação entre TBX5 e 

outro fator de transcrição, HAND2, foi observada, sendo inibida na presença de 

talidomida. HAND2 é importante para o desenvolvimento do coração de 

membros. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o gene HAND2 e 

suas associações com a TE e buscar novos alvos para análises de 

susceptibilidade genética à embriopatia da talidomida. A partir de uma 

caracterização molecular in silico, HAND2 se mostrou um gene muito 

conservado, sendo a região 3’UTR a mais polimórfica do gene. A avaliação de 

uma variante, p.P51, encontrada no éxon 1 de três pessoas portadoras de TE 

mostrou que ela possui potencial de afetar ilhas CpG subjacentes. Contudo, 

análise de metilação em indivíduos com TE não indicou alteração nos padrões 

de metilação deste gene. Também, análises in silico indicaram que p.P51 pode 

alterar a estrutura do mRNA de HAND2. Para a seleção de novos alvos, 

realizamos análises de redes de interação proteína-proteína da interação entre 

HAND2 e TBX5 e malformações de coração e membros da TE. Observamos que 

a proteína EP300 foi um alvo relevante em todas as redes analisadas. Além 

disso, procurou-se por proteínas com domínio C2H2 que estariam envolvidas na 

interação de HAND2 e TBX5 e nas malformações de coração e membros da TE. 

Observamos cinco proteínas com domínio C2H2 nas redes de malformações de 

coração e de membros da TE. Nós também investigamos genes 

diferencialmente expressos em células tratadas com talidomida e observamos 

três genes com expressão diminuída e presente nas redes de malformação de 

coração e membros da TE; FANC2, ESCO2 e XRCC2. Neste estudo 

observamos a conservação do gene HAND2, além de caracterizar a variante 

p.51 observada em indivíduos com TE. Finalmente, elencamos novos alvos de 

interesse para serem futuramente estudados na teratogênese da talidomida.  
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ABSTRACT 

 

 Thalidomide exposure during development generates a set of anomalies 

known as Thalidomide Embryopathy (TE), characterized mainly by congenital 

anomalies in the heart and limbs. Even today, thalidomide's teratogenicity 

mechanisms are not fully understood. Recently, the transcription factor TBX5 was 

described as a target of thalidomide. Furthermore, an interaction between TBX5 

and another transcription factor, HAND2, was observed, being inhibited in the 

presence of thalidomide. HAND2 is important for the development of the limbs 

and heart. Thus, this study aimed to evaluate the HAND2 gene and its 

associations with TE and to search for new targets for analyzes of genetic 

susceptibility to TE. From in silico molecular characterization, HAND2 showed to 

be a very conserved gene, with the 3'UTR being the most polymorphic part. The 

evaluation of a variant, p.P51, found in exon 1 of three people with TE showed 

that it has the potential to affect CpG islands near the variant. However, 

methylation analysis in subjects with TE did not indicate changes in the 

methylation patterns of this gene. Also, in silico analyzes indicated that p.P51 can 

alter the structure of the HAND2 mRNA. For the selection of new targets, we 

performed analyzes of protein-protein interaction networks of the interaction 

between HAND2 and TBX5 and heart and limb malformations of TE. We 

observed that EP300 was a relevant target in all analyzed networks. In addition, 

we looked for proteins with a C2H2 domain that would be involved in the 

interaction of HAND2 and TBX5 and malformations of the heart and members of 

TE. We observed five proteins with a C2H2 domain in the networks of heart and 

limbs malformations of TE. We also investigated genes differentially expressed 

in cells treated with thalidomide and observed three genes with decreased 

expression and present in the networks of heart and limbs malformation of TE, 

FANC2, ESCO2, and XRCC2. In this study, we observed the conservation of the 

HAND2 gene in addition to characterizing a variant p.51 observed in individuals 

with TE. Finally, we list new targets of interest to be further studied in the 

thalidomide teratogenesis. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 TERATOGÊNESE 

 

O conhecimento de que agentes externos poderiam atravessar a placenta 

e causar danos ao embrião/feto em desenvolvimento surgiu na década de 40 

com o estudo de Gregg (1941), o qual observou o desenvolvimento de catarata 

em embriões/fetos expostos à rubéola. A partir desse estudo e com o avanço da 

ciência, percebeu-se que um número considerável de agentes tinha a 

capacidade de atravessar a placenta e levar a algum efeito ao embrião/feto em 

desenvolvimento, causando uma variedade de anomalias congênitas (Moore 

and T.V.N. Persaud 2000). 

Anomalias congênitas são alterações morfológicas, metabólicas, 

funcionais ou outras presentes no nascimento, podendo serem diagnosticadas 

pré-natalmente, ao nascimento ou depois (Moore and T.V.N. Persaud 2000; 

World Health Organization 2020a). Anomalias congênitas são a principal causa 

de mortalidade e morbidade no primeiro ano de vida e representam de 15% a 

39% das mortes infantis na América Latina (World Health Organization 2020b). 

As causas das anomalias congênitas se dividem em fatores genéticos e 

ambientais, ou ainda uma combinação destes, sendo que os fatores ambientais 

representam 10% do total das anomalias observadas (Moore and T.V.N. 

Persaud 2000; Brent 2001).  Os fatores ambientais que causam anomalias 

congênitas são conhecidos como teratógenos, os quais podem gerar 

anormalidades estruturais ou funcionais permanentes no embrião/feto que tenha 

sido exposto. (Moore and T.V.N. Persaud 2000). O processo pelo qual esses 

agentes podem perturbar o desenvolvimento de um embrião/feto é chamado de 

teratogênese (Gilbert-Barness 2010) e a ciência responsável por estudar as 

causas e mecanismos da teratogênese e teratógenos é conhecida como 

teratologia (“teratos”= monstro, “logos”=estudo), sendo o termo utilizado 

primeiramente por I.G. de Saint-Hillaire no século XIX (Ujházy et al. 2012). 

 O teratógeno pode levar a quatro principais desfechos, sendo eles a morte 

do concepto (abortamentos), anomalias congênitas, restrição de crescimento 

intrauterino e deficiências funcionais. Tais desfechos dependerão dos princípios 
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básicos da teratologia: período crítico do desenvolvimento; dose da exposição; 

e genótipo-materno fetal (Moore and T.V.N. Persaud 2000). O período crítico do 

desenvolvimento será o período no qual o agente possui efeitos no produto da 

gestação, sendo esse período denominado de janela de teratogênese. Além 

disso, o desfecho dependerá da dosagem usada da droga ou composto químico, 

sendo, no geral, quanto maior a dosagem maior a gravidade do desfecho. O 

background genético materno-fetal é considerado responsável pela variabilidade 

de fenótipos observados, e uma das razões que explicam o porquê nem todos 

os expostos apresentam os efeitos teratogênicos de medicamentos ou quaisquer 

outras exposições. Esses princípios de teratogênese foram estabelecidos e 

corroborados por vários agentes teratogênicos, mas, sem dúvidas, o principal 

teratógeno conhecido e que gerou conhecimentos sobre as bases da teratologia 

é a talidomida. 

 

 

1.2 TALIDOMIDA 
 

1.2.1 Histórico 

  

A talidomida (α-ftalimidoglutarimida) é um medicamento sintetizado na 

década de 50 na Alemanha Ocidental pela empresa Chemie Grünenthal. Foi 

inicialmente desenvolvida como um anticonvulsivante, contudo, foram 

identificados baixos resultados para esse efeito (Smithells and Newman 1992). 

Mais à frente foi identificado um efeito interessante de depressão do sistema 

nervoso central, sendo indicada como um potente e seguro sedativo, já que, ao 

contrário dos sedativos utilizados naquela época, altas doses da talidomida 

levavam a um quadro de sono profundo, sem risco de morte aos usuários 

(Smithells and Newman 1992; Shardein 1993; Kang and Ghassemzadeh 2018). 

A talidomida foi comercializada em mais de 46 países (Matthews and 

McCoy 2003). Interessantemente, nos Estados Unidos da América (EUA), a 

talidomida não foi aprovada para uso e portanto não foi comercializada devido a 
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preocupações a respeito de efeitos adversos irreversíveis de neuropatia 

periférica (Calabrese and Fleischer 2000). Ela passou a ser vendida combinada 

com outros fármacos com o intuito de tratar as mais diversas condições como 

asma, hipertensão e dor de cabeça, por exemplo (Smithells and Newman 1992). 

Além disso, ela também se mostrou eficaz em tratar doenças e comorbidades 

como doenças infecciosas, gastrite, hipertireoidismo, irritabilidade e enjoos (Lenz 

1988; Saldanha 1994). 

Estudos toxicológicos realizados na época não conseguiram definir a dose 

letal aguda (DL50) da talidomida, levando-a a ser considerada de uso 

extremamente seguro (SOMERS 1960).  Por esse motivo ela era vendida sem a 

necessidade de prescrição médica em diversos estabelecimentos, inclusive para 

gestantes como antiemético para tratar enjoos comuns no início da gravidez 

(Shardein 1993).  

Apesar da comprovada segurança toxicológica da talidomida, na época 

não era de rotina realizar estudos de toxicologia reprodutiva e do 

desenvolvimento para avaliar a segurança dos medicamentos para uso por 

gestantes. Assim, no início de 1960, começaram a surgir inúmeros relatos de 

crianças nascidas com anomalias congênitas raras e graves, especialmente de 

membros. Dois médicos, Dr. Lenz e Dr. McBride, independentemente sugeriram, 

em 1961, que a grande quantidade de crianças nascidas com tais malformações 

era devido ao uso indiscriminado da talidomida (McBride 1961; Lenz 1988). No 

final de 1961 a talidomida foi retirada do mercado mundial. Havendo uma 

subsequente queda dos números de nascimentos dessas crianças, foi então 

estabelecida a relação causal entre o uso da talidomida durante a gestação e o 

aparecimento de malformações congênitas nos conceptos (Figura 1).  
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Figura 1: Número de medicamentos à base de talidomida vendidos e casos de malformações 

ocorridos entre 1956-1964 na Alemanha. É possível observar o pico de vendas no ano de 1960 

e o pico de casos no ano de 1961 na Alemanha, decaindo os casos alguns meses após o 

banimento do medicamento. Fonte: Dados obtidos de Smithells and Newman 1992. 

 

Durante o período do uso indiscriminado da talidomida, estima-se que 

mais de dez mil crianças tenham sido afetadas pelo conjunto de anomalias 

congênitas causadas pelo fármaco, que ficaram conhecidas como embriopatia 

da talidomida (TE) (Lenz 1988; Kim and Scialli 2011). Esta época, em 

decorrência do grande número de caso, a história ficou conhecida como a 

tragédia da talidomida.  
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Apesar de ter sido retirada do mercado devido à sua potente ação 

teratogênica, em 1965, houve a descoberta acidental do efeito da talidomida no 

tratamento de uma condição denominada de Eritema Nodoso Hansênico (ENH) 

(Sheskin 1965). O ENH é uma complicação inflamatória da Hanseníase (Darlong 

et al. 2016). Além disso, foi observado que a talidomida, devido às propriedades 

anti-inflamatórias e antiangiogênicas, teria efeito no tratamento de outras 

condições como o mieloma múltiplo, doença do enxerto versus hospedeiro, lúpus 

eritematoso sistêmico e reações ulcerativas da síndrome da imunodeficiência 

adquirida (AIDS) (Sheskin 1965; Sauer et al. 2000; Rajkumar and Blood 2006; 

Vianna et al. 2011). Assim, após a descoberta de sua ação para tratamento de 

ENH, a talidomida voltou a ser comercializada. 

 

 

1.2.2 Talidomida no Brasil 
 

A talidomida chegou ao Brasil no final da década de 50 (Saldanha 1994). 

Após a associação entre o uso da talidomida e seus efeitos durante a gestação 

em 1961, levou algum tempo até que o Brasil acompanhasse o restante do 

mundo e retirasse a talidomida de circulação. Foi apenas em 1962 que ela foi 

retirada do mercado no Brasil, três anos antes de ela ser novamente recolocada 

para uso devido à sua função no tratamento de ENH em 1965 (Saldanha 1994; 

Oliveira et al. 1999). Pelo fato de o Brasil ser um país com alta prevalência de 

ENH e a talidomida ser utilizada para tratamento dessa condição no país, ela 

ainda é bastante utilizada, sendo responsável por 63% do motivo para 

dispensação do fármaco no Brasil (Sales Luiz Vianna et al. 2015). 

Apesar da dispensação da talidomida ter sido reiniciada logo após a 

descoberta se seus efeitos no tratamento de ENH em 1965, a primeira legislação 

de controle para o uso do medicamento no Brasil surgiu apenas em 2003. 

Atualmente, o uso e dispensação da talidomida são de responsabilidade da 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), conforme Lei 10.651 de 

2003, regulamentada pela Resolução da Diretoria Colegiada da ANVISA (RDC) 

n°11, 22 de março de 2011. No restante do mundo também existem leis restritas 
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para a dispensação e uso da talidomida. Nos EUA, por exemplo, existe o 

programa S.T.E.P.S (System for Thalidomide Education and Prescribing Safety 

in USA – Sistema para educação à talidomida e segurança na prescrição nos 

EUA). Esse programa regula o uso da talidomida para seu uso seguro. As 

mulheres que fazem uso da medicação devem utilizar contraceptivos e realizar 

testes de gravidez regularmente (Uhl et al. 2006).  

A demora na regulamentação da dispensação da talidomida pode ter sido 

o causador do fato de o Brasil ser o único país que relatou novos casos após a 

década de 60, sendo relatados seis casos nas década de 70, vinte casos em 80 

e seis casos em 90 (Castilla et al. 1996; Sales Luiz Vianna et al. 2016). Foram 

relatados três novos casos em 2005-2006 e dois casos em 2007 (Schuler-Faccini 

et al. 2007; Vianna et al. 2011). Mais recentemente, um boletim epidemiológico 

do Ministério da Saúde relatou cinco novos casos de 2011 a 2019 (Ministério da 

saúde 2021). No total, foram relatados 42 novos casos após a década de 60 no 

Brasil. 

 

 

1.2.3 Embriopatia da talidomida 

 

A embriopatia da talidomida (TE) é o nome dado ao conjunto de anomalias 

causadas no embrião/feto em decorrência do uso de talidomida durante o 

desenvolvimento embrionário. Essas malformações são consideradas raras e 

graves, sendo bilaterais e geralmente simétricas (Smithells and Newman 1992). 

As malformações causadas pela talidomida são observadas 

principalmente nos membros, coração, olhos e orelhas, podendo afetar outros 

órgãos. A principal anomalia da TE é a focomelia, que se caracteriza por 

encurtamento dos ossos longos dos membros com preservação das 

extremidades (Figura 2). Ainda nos membros, os achados mais observados são 

redução ou perda total de ossos longos. As anomalias ocorrem em uma ordem 

regular e pré-axial, iniciando pelo polegar, seguido pelo rádio, úmero e ulna, 

voltando à mão pelos dedos médio, anelar e mínimo. Pode ocorrer a preservação 
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dos dígitos ou amelia, que se caracteriza pela perda total do membro.  Além 

disso, pode ocorrer fusão de ossos e desenvolvimento anormal dos músculos, 

dificultando a movimentação do membro (Smithells and Newman 1992). 

 

 

 

Figura 2: Indivíduo portador de TE. É possível observar a focomelia nos membros superiores e 

inferiores. Fonte: Adaptado de Smithells and Newman 1992. 

 

Os membros superiores são mais comumente afetados quando 

comparados com os membros inferiores. Além disso, os membros inferiores tem 

a simetria bilateral menos marcada. Nos membros inferiores os ossos longos são 

mais afetados, iniciando pela extremidade superior do fêmur, no local de 

conexão com o quadril. A amelia em membros inferiores é extremamente rara 

(Smithells and Newman 1992). 

Seguido dos membros inferiores, a face é a mais afetada pela ação 

teratogênica da talidomida, em especial os olhos e as orelhas. São comumente 

observados problemas e inervação dos músculos oculares externos, músculos 

faciais e glândulas lacrimais, além de presença de fissura palatina, úvula bífida 

e atresia de coanas.  A bilateralidade não é normalmente observada em defeitos 
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faciais e as malformações oculares são muitas vezes observadas em conjunto 

com os defeitos de orelha (Smithells and Newman 1992). 

 Dentre os órgãos internos o mais afetado é o coração, podendo ser 

observados persistência do canal arterial, defeito do septo ventricular, defeito do 

septo atrial e estenose pulmonar, principalmente. Anomalias cardíacas cono-

truncais são observadas em afetados pela TE e associadas a óbitos desses 

casos (Smithells and Newman 1992). Defeitos em órgãos internos não são tão 

comumente observados em sobreviventes da TE a alta mortalidade. Foi descrito 

que em torno de 40% dos casos observados na década de 60 faleceram em 

decorrência das anomalias da TE (Tabela 1; Lenz 1988). 

 

Tabela 1: Número de casos, óbitos e percentual de mortes neonatais entre indivíduos 

diagnosticados com embriopatia da talidomida em diferentes países na década de 1960.  

Localização Número de 

casos 

Número de 

mortes 

% de mortes 

Suécia 153 66 43 

Hamburgo 121 46 38 

Canadá 116 41 35 

Nova Zelândia 25 9 36 

Total 415 162 39 

Fonte: Adaptado de Lenz 1988b. 

 

  É importante ressaltar que, a partir de relatos e avaliações de casos, 

estimou-se um período durante o desenvolvimento embrionário que parece ser 

mais suscetível à ação teratogênica do fármaco. Esse período é chamado de 

janela teratogênica. A janela teratogênica da talidomida encontra-se, 

aproximadamente, entre o 20° ao 34° dia pós fertilização, havendo períodos mais 

suscetíveis para cada órgão (Figura 3; Miller and Strömland 1999; Kim and Scialli 

2011). Nos períodos mais iniciais da gravidez, a exposição  à talidomida gera 

alterações em membros superiores e a anomalias faciais (Smithells and Newman 

1992).  Membros inferiores são afetados em período após os membros 

superiores. Apesar disso, exposições antes e depois da janela teratogênica já 
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foram associados com algumas alterações (James 1965; Kajii et al. 1973). 

Exposições antes do 20° dia pós fertilização foram associadas com 

abortamentos espontâneos em humanos. Dessa forma, parece não haver 

período seguro para a exposição à talidomida (Vargesson 2015). 

 

 

Figura 3: Janela de teratogênese da talidomida. Fonte: Vargesson 2015. 

 

 

1.2.4 Mecanismos de teratogênese 

 

 Diversas hipóteses de teratogênese da talidomida foram propostas com o 

passar dos anos, contudo o mecanismo ainda não está completamente 

elucidado. Algumas hipóteses sugeridas envolvem desde a acetilação de 

macromoléculas até a desregulação de receptores de adesão celular (Hansen 

and Harris 2004).  Dentre todas, as hipóteses mais bem aceitas e estudadas são 

relacionadas à indução de estresse oxidativo, ação antiangiogênica e ligação à 

proteína Cereblon (D’Amato et al. 1994; Parman et al. 1999; Ito et al. 2010). 

  Estudos observaram que o tratamento com talidomida leva à formação 

de espécies reativas de oxigênio (ROS) causando consequentemente estresse 

oxidativo às células (Parman et al. 1999; Hansen and Harris 2004). Foi 

observado que o tratamento de coelhos com talidomida levou à oxidação do 

DNA, sendo que essa oxidação voltava aos níveis normais após pré-tratamento 

com um agente de captura de radical livre (fenil-alfa-tetra-butil nitrona). Isso 
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mostrou que a talidomida gera a oxidação do DNA por meio da produção de ROS 

(Parman et al. 1999). Além disso, o tratamento com talidomida gerou 

malformações na prole semelhantes às observadas em humanos, incluindo 

focomelia. O fenótipo normal foi resgatado com o pré-tratamento com o agente 

de captura de radical livre (Parman et al. 1999). 

O fator nuclear Kappa B (NF-KB) foi relatado como alterado durante esse 

processo de produção de ROS após tratamento com talidomida. Após a 

exposição ao fármaco no broto do membro de coelhos, observou-se a diminuição 

da quantidade de NF-KB, a qual foi resgatada após o uso de agentes de captura 

de radical livre (N-acetilcisteína e fenil-alfa-tetra-butil nitrona) (Hansen et al. 

2002). Além disso, também observaram a diminuição da expressão de Fgf8 

(Fator de crescimento de fibroblasto 8), Fgf10 (Fator de crescimento de 

fibroblasto 10) e Twist, genes importantes durante o desenvolvimento de 

membros (Hansen et al. 2002). 

Além da produção de ROS, foi observada capacidade antiangiogênica da 

talidomida. O tratamento com talidomida em broto de membro de galinha indicou 

bloqueio no crescimento de novos vasos sanguíneos (Jurand 1966). Em coelhos, 

se observou a inibição da área vascularizada da córnea após tratamento com 

talidomida no local (D’Amato et al. 1994). Em embriões de zebrafish, a talidomida 

demonstrou possuir efeitos antiangiogênicos especialmente através da depleção 

de receptores do Fator de Crescimento Vascular Endotelial (VEGF; Yabu et al. 

2005).  

Um análogo sintético a um metabólito da talidomida, CPS49, foi 

administrado no broto do membros em embriões de galinha e foi observado um 

importante efeito antiangiogênico e perda de sinalização de fatores importantes 

para o desenvolvimento de membros como o Fator de Crescimento de 

Fibroblasto (FGF) e Sonic Hedgehog (Shh) (Therapontos et al. 2009). Além 

disso, os autores foram capazes de observar malformações nos membros que 

ocorreram em decorrência da perda de novos vasos em formação. Dessa forma, 

demonstraram que o potencial antiangiogênico levaria a defeitos nos membros. 

Ademais, em modelo de angiogênese em membrana do saco vitelínico do ovo 

de galinha, foi observado a inibição da angiogênese mediada por óxido nítrico 
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(NO) e inibição da formação de células endoteliais, corroborando o potencial 

antiangiogênico da talidomida (Tamilarasan et al. 2006).  

Dentre o mecanismo mais recentemente descrito está a identificação da 

proteína Cereblon (CRBN) como um alvo da talidomida no organismo (Ito et al. 

2010). CRBN faz parte de um complexo E3-ubiquitina ligase juntamente com as 

proteínas Cullin 4A (CUL4A) e Damaged DNA Binding Protein 1 (DDB1), 

formando o complexo CRL4CRBN. Foi relatado que a talidomida se liga à CRBN 

na porção C-terminal, região mais conservada da proteína. Também foi 

observado que essa ligação da talidomida ao complexo CRL4CRBN levava a 

diminuição da expressão de fgf8 e fgf10 em embriões de galinhas e zebrafish 

(Ito et al. 2010). 

A partir do reconhecimento da ligação talidomida-CRL4CRBN, foi observado 

que CRBN tem um papel na ação de fármacos imunomoduladores (IMiDs) no 

tratamento de Mieloma Múltiplo (Zhu et al. 2011). A talidomida possui 

propriedades imunomoduladoras, sendo incluída neste grupo de IMiDs (Haslett 

et al. 1998; Davies et al. 2001). A partir desses estudos, observou-se que uma 

vez que IMiDs se ligam ao complexo CRL4CRBN,  o complexo passava a 

ubiquitinar os fatores de transcrição Ikaros (IKZF1) e Aiolos (IKZF3) (Krönke et 

al. 2014; Lu et al. 2014). Outros substratos do complexo IMiDs-CRL4CRBN foram 

identificados (Krönke et al. 2015; An et al. 2017). A partir disso surgiu a hipótese 

de que a ligação de IMiDs, inclusive da talidomida, ao complexo CRL4CRBN 

através de CRBN induziria à ubiquitinação de novos substratos e sua 

subsequente degradação por proteossomo (Figura 4). Mais recentemente, novos 

substratos do complexo CRL4CRBN ligado à talidomida foram observados, 

incluindo o Fator de Transcrição do tipo Spalt 4 (SALL4 ) e outras proteínas com 

domínio dedo de zinco C2H2 (Donovan et al. 2018; Sievers et al. 2018). 

 



24 

 

 

Figura 4: Ligação de fármacos imunomoduladores ao complexo CRL4CRBN e potencias 

neosubstratos de ubiquitinação. IMiDs se ligam ao complexo CRL4CRBN através da proteína 

CRBN, tendo por consequência neosubstratos que serão ubiquitinado e degradados via 

proteossomo, afetando, por exemplo o Fator de Transcrição do tipo Spalt 4 (SALL4). IMiDs: 

fármacos imunomoduladores; Ub: ubiquitinação. Fonte: Adaptado de Gao et al. 2020. 

 

SALL4, um fator de transcrição com domínio dedo de zinco C2H2, foi 

relatado ser ubiquitinado pela complexo CRL4CRBN-talidomida no domínio dedo 

de zinco, assim como outros neosubstratos do complexo, mais especificamente 

Ikaros e ZFP91 (Matyskiela et al. 2018). Observou-se também a degradação de 

SALL4 após tratamento com talidomida em coelhos, sendo que a degradação foi 

inibida com o knockout de CRBN em células tronco pluripotente induzidas 

(células iPS). Além disso, a degradação de SALL4 também foi diminuída na 

presença de um inibidor de proteossomo, mostrando que o mecanismo de 

degradação ocorre de fato via proteossomo (Matyskiela et al. 2018). Outro 

estudo, o qual partiu de uma abordagem in vitro em células tronco embrionárias 

humanas (células hESC), observou que SALL4 encontrava-se com expressão 

diminuída após tratamento com talidomida e de seus análogos, pomalidomida e 

lenalidomida (Donovan et al. 2018). De maneira interessante, SALL4 é um fator 

de transcrição expresso durante o desenvolvimento, e variantes patogênicas no 

gene de mesmo nome que codifica SALL4 causam uma síndrome conhecida 

como síndrome de Okihiro ou síndrome de Anomalia Radial e Duane (Cox et al. 

2002). Esta síndrome possui diversos fenótipos semelhantes com os observados 
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na TE, desta forma a TE é conhecida como uma fenocópia da síndrome de 

Okihiro. 

Outras proteínas com domínio dedo de zinco C2H2 foram vistas serem 

neosubstratos do complexo CRL4CRBN na presença de talidomida. Um estudo 

observou seis proteínas que foram completamente degradadas na presença da 

talidomida, sendo elas IKZF3, CFP91, ZNF276, ZNF653, ZNF692 e ZNF827 

(Sievers et al. 2018). IKZF3 atua principalmente no sistema imune no 

desenvolvimento de linfócitos, enquanto o restante, em sua maioria, atua como 

ligador de DNA e regulação de expressão gênica. Interessantemente, ZNF276 

está associado com Anemia de Fanconi e ZNF653 com a síndrome de Okihiro, 

síndromes às quais a TE é considerada fenocópia. 

É importante notar que não necessariamente cada hipótese de 

mecanismo teratogênico exclui as demais postuladas. Sauer et al. (2000) 

mostrou que o processo de antiangiogênese produzido pela talidomida pode 

estar ligado à produção de ROS. Devido ao fato de a teratogênese da talidomida 

produzir uma grande variedade de fenótipos e afetar diversos sistemas, é mais 

provável que diversos fatores auxiliem nos mecanismos de sua teratogenicidade. 

Nesse sentido, muitas são as vias e genes-alvo estudados para explicar a TE. 

Uma das abordagens que tenta explicar os mecanismos de surgimento das 

anomalias se baseia na variabilidade genética como mecanismo de 

susceptibilidade e modificador de fenótipo.  

 

 

1.2.5 Suscetibilidade genética à Embriopatia da Talidomida 

 

Nem todos os indivíduos expostos à talidomida durante a janela 

teratogênica desenvolvem a TE. Estima-se que 20-50% das crianças expostas 

desenvolvem as malformações referentes à teratogênese da talidomida. Essa 

variação é decorrente da susceptibilidade genética materno-fetal (Cassina et al. 

2012; Vargesson and Fraga 2017). Desta forma, uma das maneiras de melhor 

compreender os mecanismos moleculares da teratogênese da talidomida é 
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identificando genes que influenciam na susceptibilidade ao desenvolvimento da 

TE. 

 São escassos os estudos realizados com o objetivo de identificar 

genes/variantes para a susceptibilidade da TE. O gene NOS3, o qual codifica a 

Enzima Óxido Nítrico Sintase Endotelial (eNOS), foi estudado em pessoas 

afetadas pela TE e se observou a presença de duas variantes, uma repetição 

em tandem de número variável (VNTR) no intron 4 e um polimorfismo no 

promotor, que em conjunto conferiam susceptibilidade genética à TE (Kowalski 

et al. 2016). No estudo, os indivíduos diagnosticados com TE apresentaram 

maior frequência do alelo que está relacionado a níveis menores de eNOS, o 

que potencialmente poderia ser um fator de risco adicional em um contexto de 

exposição a um antiangiogênico  (Vianna et al. 2013; Kowalski et al. 2016). 

Variantes em outros genes também foram avaliados, como PTGS2, VEGFA, 

FGF8, FGF10, BMP4, SHH, TP53, TP63 e TP73, porém os estudos não 

observaram diferença nas frequências dos genótipos entre indivíduos com TE e 

grupo controle (Kowalski et al. 2017; Gomes et al. 2018). Tais genes atuam em 

processos angiogênicos e de desenvolvimento embrionário, principalmente dos 

membros.  

 Dentre os genes que integram o complexo CRL4CRBN, CRBN, DDB1 e 

CUL4A foram sequenciados juntamente com os genes IKZF1 e IKZF3 em 

portadores da TE para avaliar o impacto das variantes na susceptibilidade e nos 

fenótipos da embriopatia (Kowalski et al. 2020). Foram observadas um total de 

145 variantes nos cinco genes avaliados, sendo que 7,5% das variantes estavam 

localizadas em regiões codificantes. Interessantemente, CRBN e IKZF1 tiveram 

a maior parte das variantes em região regulatória 3’UTR, sendo essa frequência 

estatisticamente diferente quando comparadas à frequência na população em 

geral.  Além disso, foram realizados estudos de predição funcional com as 

variantes identificadas. Vale ressaltar que 10 variantes observadas em CRBN 

causavam perturbação de sítios de ligação no local que codifica a cauda C-

terminal de Cereblon, responsável pela ligação da proteína à talidomida 

(Kowalski et al. 2020). Finalmente, variantes genéticas podem influenciar na 

variabilidade de fenótipos. Duas variantes em CRBN foram observadas estar 

associadas a determinados fenótipos. As variantes rs1045433 e rs1620675 
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foram associadas com malformações pré-axiais de membros e anormalidades 

neurológicas, respectivamente (Vianna et al. 2016; Kowalski et al. 2020). 

Dentre os genes já avaliados também estão ESCO2 (Establishment Of 

Sister Chromatid Cohesion N-Acetyltransferase 2), SALL4 e TBX5 (T-BOX 5), os 

quais estão associados a síndromes as quais TE é considerada uma fenocópia 

devido à similaridade de fenótipos (Gomes et al. 2019). Este estudo observou 

variantes nos três genes que estavam mais frequentes em indivíduos com TE do 

que na população em geral, sendo três variantes em ESCO2, em região intrônica 

e 3’UTR; duas em SALL4 em região exônica; e três em TBX5, em região intrônica 

e exônica (Gomes et al. 2019). 

 

 

1.3 TBX5 

TBX5 é um fator de transcrição com domínio T-box importante no 

desenvolvimento embrionário. Ele está expresso nos olhos, membros superiores 

e coração em embriões (Liberatore et al. 2000; Steimle and Moskowitz 2017). 

TBX5 está principalmente envolvido na formação do sistema cardiovascular, 

sendo um dos primeiros fatores a ser associado com anomalias cardíacas 

congênitas (Clowes et al. 2014). TBX5 expressa-se, no coração, no epicárdio, 

miocárdio e endocárdio, estando também expresso na parede das câmaras 

cardíacas, com expressão mais significativa nos átrios de embriões em 

desenvolvimento (Hatcher et al. 2000). Desta forma, ele atua na formação das 

câmaras cardíacas e na regulação do desenvolvimento atrial e de septo cardíaco 

(Clowes et al. 2014).  

 Estudos em camundongos observaram que o knockout de Tbx5 levava a 

morte da prole ainda in utero, sendo observadas diversas anomalias cardíacas 

e total ausência dos brotos dos membros superiores (Bruneau et al. 2001). Isso 

aponta que Tbx5 teria um papel imprescindível no início da formação dos brotos 

dos membros. 
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 Foi demonstrado que TBX5 atua regulando positivamente e 

negativamente em diversos alvos, como por exemplo NPPA (Peptídeo 

Natriurético A), um marcador de diferenciação de câmara cardíaca (Bruneau et 

al. 2001; Steimle and Moskowitz 2017) (Figura 5). Além disso, atua interagindo 

com diversos outros fatores de transcrição importantes no desenvolvimento 

cardíaco, como Proteína Ligadora de GATA 4 (GATA4), NK2 Homeobox 5 

(NKX2-5) e Fator Potenciador de Miócito 2C (MEF2C; Steimle and Moskowitz 

2017). 

 

Figura 5: Regulação positiva e negativa de TBX5. A. Atuação de TBX5 na regulação positiva de 

alvos no DNA de forma sinérgica a outros fatores, como GATA4 e NKX2-5. B. Regulação 

negativa, de fechamento da cromatina através da interação com outros alvos, como SALL4. 

Tbx5: T-BOX 5; GATA4: Proteína Ligadora de GATA 4; NKX2-5: NK2 Homeobox 5; Sall4: Fator 

de Transcrição do tipo Spalt 4. Fonte: Steimle and Moskowitz 2017. 

  

O gene de TBX5, que leva o mesmo nome que a proteína, está localizado 

no cromossomo 12 e em fita reversa. Alterações no gene TBX5 são causadoras 

de uma síndrome conhecida como Holt-Oram. A síndrome de Holt-Oram se 

caracteriza por uma doença autossômica dominante rara em que em torno de 

70% dos afetados possuem variantes patogênicas em heterozigose em TBX5. 

Ademais, 85% dos indivíduos desenvolvem a doença devido a variantes 

patogênicas de novo em TBX5 (McDermott et al. 1993).  
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As principais características observadas em indivíduos com a síndrome 

de Holt-Oram são defeitos cardíacos e de membros superiores. Os defeitos 

cardíacos se caracterizam principalmente por defeitos de septo e de condução, 

já os defeitos de membros são observadas especialmente anomalias pré-axiais 

(Steimle and Moskowitz 2017). Muitas das anomalias observadas são similares 

às observadas na TE, desta forma, a TE é conhecida como uma fenocópia da 

síndrome de Holt-Oram, sendo a principal diferença entre as malformações a 

possibilidade de os defeitos serem unilaterais na síndrome de Holt-Oram, 

diferente da TE, na qual os defeitos observados são bilaterais (Basson et al. 1997). 

Ademais, TBX5 também foi visto ser um alvo da talidomida. Além disso, 

foi observada que uma interação entre TBX5 e outro fator de transcrição HAND2 

(Heart and Neural Crest Derivatives Expressed 2) era inibida em até 80% na 

presença do medicamento (Khalil et al. 2017). 

 

 

1.4. HAND2 

 

Heart and Neural Crest Derivatives Expressed 2 (HAND2) é um fator de 

transcrição parte do grupo basic Helix-loop-helix (bHLH), da família Twist e 

subfamília Hand (Figura 6; Tamura et al. 2014). Esse fator é muito importante 

durante o desenvolvimento embrionário, sendo necessário para a formação 

normal do sistema cardiovascular e dos membros (Srivastava et al. 1995; Dai 

and Cserjesi 2002). 
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Figura 6 – Árvore demonstrando as famílias de fatores de transcrição bHLH. Nota-se que HAND2 

(Heart and Neural Crest Derivatives Expressed 2) faz parte da família Twist e mais 

especificamente da subfamília Hand. Fonte: Tamura et al. 2014. 

 

Proteínas da família bHLH são muito conservadas evolutivamente, 

estando presentes desde leveduras até humanos (Atchley and Fitch 1997). 

Possuem domínios muito conservados de ligação ao DNA e interação proteína-

proteína. O motivo no DNA ao qual se ligam é conhecido como E-box e possui a 

sequência consenso CANNTG. Esse motivo é encontrado em grandes 

quantidades no genoma e as duas bases do meio permitem maior especificidade 

de ligação para cada grupo dentro da família bHLH (Atchley and Fitch 1997).  

A ligação de fatores bHLH depende da dimerização deste fatores com 

outros da mesma família (Dai and Cserjesi 2002). HAND2 foi visto se dimerizar 

com HAND1, que faz parte da mesma subfamília (Figura 6), formando um 

heterodímero. Além disso, HAND2 também pode formar um homodímero in vitro, 

porém foi observado que o homodímero de HAND2 não é funcional in vivo (Firulli 

et al. 2000; Dai and Cserjesi 2002). Ademais, foi observado in vivo que HAND2 

forma heterodímero com proteínas-E a fim de regular a expressão gênica (Dai 

and Cserjesi 2002). O mesmo estudo mostrou que o heterodímero HAND2 com 

a proteína E12 se ligava preferencialmente ao motivo E-box CATCTG. 
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Alterações em HAND2 já foram associadas com anormalidades do 

sistema cardiovascular. A deleção de Hand2 em camundongos resulta em 

letalidade embrionária por falência cardíaca (Srivastava et al. 1997; Yamagishi 

et al. 2000). Ainda em camundongos-nulo para Hand2, foi observado a ausência 

do ventrículo direito com formação incorreta do ventrículo esquerdo (Yamagishi 

et al. 2000). Além disso, foi observado um sistema vascular defeituoso, 

sugerindo participação de Hand2 na formação da vasculatura e angiogênese. Os 

defeitos na vasculatura foram parecidos com os observados em modelos nulos 

para VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) (Yamagishi et al. 2000).  

HAND2 regula diversos fatores importantes no desenvolvimento, além de 

ser regulado por GATA4, um fator de transcrição dedo de zinco importante na 

formação do coração (Zeisberg et al. 2005). Camundongos knockout para Gata4 

apresentaram fenótipos similares aos camundongos knockout para Hand2, como 

hipoplasia do ventrículo direito. Além disso, relata-se que o knockout  de Gata4 

diminui a expressão de Hand2 (Zeisberg et al. 2005). Ainda no coração, HAND2 

faz a regulação de VEGF (Yamagishi et al. 2000). Ademais, variantes 

patogênicas em HAND2 foram associadas com anomalias cardiovasculares, 

como tetralogia de Fallot (Lu et al. 2016; Khalil et al. 2017). 

HAND2 também atua na formação dos membros, sendo expresso no 

mesoderma lateral do embrião, no local onde surgirá o brotamento do membro 

superior e parte posterior do broto superior (Srivastava et al. 1995; Charité et al. 

2000; Tamura et al. 2014). Foi observado que HAND2 realiza a regulação de 

GLI3 (Gli Family zinc finger 3)  durante a formação dos membros (Figura 7; 

Yamagishi et al. 2000), além de outros fatores, como ativação de TBX3 e TBX2 

e repressão de TBX18 (Osterwalder et al. 2014). 

HAND2 possui expressão, durante o desenvolvimento embrionário, no 

coração e membros, estando expresso também na decídua (tecido 

extraembrionário), células da crista neural cardíaca, ventrículo direito, trato de 

saída ventricular, pericárdio, células da crista neural cranial, glândula adrenal e 

estômago (Srivastava et al. 1995; Charité et al. 2000; Tamura et al. 2014). 
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Figura 7: Esquema de regulações durante o desenvolvimento do broto do membro. É possível 

observar a interação entre Hand2 (Heart and Neural Crest Derivatives Expressed 2) e Gli3 (Gli 

Family zinc finger 3) durante a formação inicial do broto do membro e de Hand2 com outros 

fatores durante o crescimento do broto. Fonte: Adaptado de Tamura et al. 2014. 

 

 

1.4.1 HAND2, TBX5 e talidomida 

 

 Mais recentemente, um novo alvo de ligação da talidomida foi descrito. 

Khalil et al. (2017) descreveu uma nova ligação entre TBX5 e talidomida. Essa 

ligação ocorre no domínio T-box da proteína, mesmo local pelo qual essa se liga 

a seus alvos no DNA. Desta forma, foi sugerido que a ligação da talidomida à 

TBX5 impediria suas funções normais no organismo. Além disso, o estudo 

descreveu uma nova interação entre os dois fatores de transcrição TBX5 e 

HAND2. Os autores observaram que após a exposição de talidomida essa 

interação era inibida em 80%.  

 Apesar de ter sido o primeiro estudo identificando uma interação direta 

entre os dois fatores de transcrição, HAND2 e TBX5 já são conhecidos por serem 

importantes durante o desenvolvimento embrionário, principalmente da 

formação do sistema cardiovascular e dos membros. Outra interação 

documentada entre os HAND2 e TBX5 foi em conjunto com mais duas proteínas, 
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MEF2C e GATA-4, conjunto o qual foi capaz de reprogramar fibroblastos a 

cardiomiócitos in vitro (Song et al. 2012). 

 Essa interação entre HAND2 e TBX5 pode ser importante para o 

desenvolvimento correto dos membros e coração, já que os fatores de 

transcrição estão associados à formação normal das duas estruturas 

separadamente. Desta forma, a inibição da interação entre HAND2 e TBX5 

poderia afetar a formação adequada do coração e membros, podendo estar 

associados às malformações observadas após exposição à talidomida nesses 

dois órgãos. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Mesmo mais de 60 anos após a constatação do potencial teratogênico da 

talidomida e de crianças ainda nascendo com TE, não se conhece por completo 

os mecanismos pelos quais o fármaco é capaz de gerar as malformações 

observadas na embriopatia. Mais recentemente, um estudo descreveu uma 

interação entre dois fatores de transcrição importantes para o desenvolvimento, 

principalmente do coração e membros, sendo eles TBX5 e HAND2. O mesmo 

estudo observou que na presença de talidomida essa interação estava quase 

completamente inibida, levantando a hipótese de participação desses dois 

fatores na TE. 

Levando em consideração que nem todos os expostos à talidomida 

durante o desenvolvimento irão desenvolver a TE e apenas uma porcentagem 

realmente é afetada, a variabilidade genética em genes relevantes para 

desenvolvimento de membros e coração podem ser explorados. TBX5 já foi 

avaliado para suscetibilidade genética à TE. Neste sentido, a avaliação de 

HAND2 pode fornecer dados interessantes sobre os efeitos teratogênicos da 

talidomida, inclusive a partir da caracterização de variantes identificadas. Além 

disso, levando em consideração que os alvos de suscetibilidade genética e de 

teratogenicidade da talidomida ainda não estão completamente descritos, 

estudos de bioinformática que avaliam amplamente as redes de interação nas 

quais a talidomida pode estar atuando durante o desenvolvimento podem ser 

uma forma de identificar novos alvos a serem estudados explorados na 

suscetibilidade genética à TE e seus mecanismos de ação.  

A recente descoberta de HAND2 sendo afetado pela talidomida nos dá 

pistas para investigá-lo como alvo e também as cascatas possivelmente 

afetadas, podendo inclusive identificar novos alvos para suscetibilidade. Dessa 

forma, avaliar o gene molecularmente, bem como suas interações, ajudaria a 

compreender melhor os mecanismos de teratogênese da talidomida. Portanto, a 

caracterização de variantes observadas em indivíduos portadores de TE e a 

seleção de novos genes de interesse para estudos de suscetibilidade genética à 

TE são importantes para ajudar a preencher as lacunas da teratogenicidade da 

talidomida.  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo geral 

 

 Avaliar o gene HAND2 e suas possíveis associações com a embriopatia 

da talidomida e selecionar novos alvos para análises de susceptibilidade 

genética à embriopatia da talidomida a partir de estudos in silico. 

 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

A. Realizar a caracterização molecular do gene HAND2 por meio de 

ferramentas de bioinformática. 

B. Predizer os efeitos da variante rs59621536 do gene HAND2 no mRNA por 

meio de ferramentas in silico. 

C. Avaliar os efeitos da variante rs59621536 de HAND2 na metilação do 

gene em indivíduos com TE. 

D. Investigar as vias de conexão/sinalização nas quais HAND2 e TBX5 estão 

envolvidas para entender sua ação nas anomalias observadas na TE e 

selecionar genes de interesse para serem avaliados na susceptibilidade 

genética à TE por meio de ferramentas de bioinformática e biologia de 

sistemas. 
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Abstract 

HAND2 is a transcription factor important for embryonic development, being 

required for limbs and cardiovascular system development. Thalidomide is a drug 

responsible to a spectrum of congenital anomalies known as Thalidomide 

Embryopathy (TE), which includes mainly limb, eye, and heart defects.  Recently, 

a study observed an interaction between HAND2 and TBX5, which was inhibited 

in the presence of Thalidomide. The aim of this study was to evaluate and 

characterize HAND2 gene and to evaluate its variability in a sample of TE 

individuals. HAND2 was evaluated in 35 individuals with TE. DNA from TE 

subjects was extracted from saliva samples and PCR was performed for 

amplification and Sanger sequencing of HAND2 gene. Sequencing analyses of 

HAND2 coding sequence showed only one variant. This is a synonymous variant 

p.P51 (rs59621536) in exon 1 and was found in 3 individuals. As result, through 

in silico evaluation, HAND2 was observed to be very conserved, being the 3’UTR 

the most polymorphic region of the gene. Next, in silico analyses classified the 

variant as neutral, without alteration in splicing sites and miRNA sites. In silico 

predictions pointed to alteration of two CpG islands adjacent to the variant; 

however, we did not observe any alterations on the methylation pattern of HAND2 

gene in the TE individuals. In addition, alteration of the binding site of MeCP2, a 

nuclear protein involved in DNA methylation, was predicted along with alteration 

in HAND2 mRNA structure.  In conclusion, our study was not able to associate 

HAND2 to genetic susceptibility to TE. However, we observed one variant in three 

individuals which was predicted to alter mRNA structure and methylation 

patterns. Furthermore, we observed that HAND2 is a well conserved gene. 

Further studies with a larger sample should be performed to evaluate the role of 

the variant in cardiac outcomes. 

 

 

Keywords:  HAND2; Polymorphism; Teratogenesis; Thalidomide
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Abstract 

Background: Thalidomide is a well-known teratogen that causes the thalidomide 

embryopathy (TE), which consists in malformations especially in the heart and 

limbs. Its mechanism of teratogenicity is still not fully elucidated. Recently, a new 

target of thalidomide was described, TBX5, and was observed a new interaction 

between HAND2 and TBX5 that is disrupted in the presence of thalidomide. 

Therefore, our study aimed to select new genes of interest, through systems 

biology approaches evaluating HAND2 and TBX5 interaction and heart and limbs 

malformations of TE, which could play a role in the TE teratogenesis.  

Methods: The genes and proteins were selected through TF2DNA, REACTOME, 

Human Phenotype Ontology and InterPro databases. The networks were 

assembled using STRING © database v11.0. Network analysis were performed 

in Cytoscape © software v.3.7.1 and R v3.6.2. 

Results: We constructed a network for HAND2 and TBX5 interaction (Mater 

Network); a network for heart and limbs malformations of TE (Cardiac and Limbs 

network, respectively); and two joined networks Mater/Cardiac and Mater/Limbs 

network. We observed that EP300 protein seemed to be important in all the 

networks. We also looked for proteins containing C2H2 domain in the assembled 

networks that could be marked for degradation in the presence of thalidomide. 

ZIC3, GLI1, GLI3, ZNF148 and PRDM16 were the ones present in both heart an 

limbs malformations of TE networks. Furthermore, we investigated gene 

differentially expressed after treatment with thalidomide, and observed three 

genes, FANCB, ESCO2 and XRCC2, to be downregulated and present in Cardiac 

and Limbs networks. 

Conclusions: Our study was able to point to different new proteins and genes to 

be further evaluated in the TE teratogenicity. We used different strategies, and 

selected specially EP300, which was important in all the analyzed networks, as 

a good candidate to be further studied in TE teratogenicity.  

 

Ketwords: HAND2; TBX5; Systems biology; thalidomide embryopathy; 

teratogenesis.  
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4. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Essa dissertação teve como objetivo principal avaliar o papel do gene 

HAND2 na TE, através da caracterização molecular do gene e de seu envolvimento 

da TE. Avaliamos o papel do gene na suscetibilidade genética à embriopatia. 

Caracterizamos in silico a variante p.P51 observada em indivíduos portadores da 

TE. Finalmente, selecionamos novos alvos de interesse considerando a interação 

entre HAND2 e TBX5, a qual é inibida na presença da talidomida, e inserimos esta 

interação no contexto das malformações de coração e de membros compatíveis 

com a TE.  

A caracterização molecular de HAND2 nos mostrou que ele é um gene muito 

bem conservado, tendo poucas variantes presentes em sua sequência e um 

número menor ainda quando consideramos apenas variantes polimórficas. A 

caracterização revelou que a maior parte das variantes não são localizadas em 

regiões codificantes. A região mais polimórfica observada foi a região 3’UTR. A alta 

conservação do gene era de certa forma esperada, considerando que HAND2 é um 

gene de desenvolvimento, os quais são, em sua maioria, bem conservados 

evolutivamente (Voth et al. 2009). Além disso, o grupo bHLH, ao qual HAND2 faz 

parte, também é um grupo conservado, sendo bem conservado desde leveduras 

até humanos (Atchley and Fitch 1997).  

Mutações em HAND2 são associadas a doenças cardiovasculares. A 

variante p.L47P (rs1553974835) foi observada em um homem com tetralogia de 

Fallot (Lu et al. 2016), enquanto a variante p.G202V foi identificada em cinco 

indivíduos que possuíam tetralogia de Fallot, coarctação da aorta e estenose 

aórtica (Khalil et al. 2017). Ademais, um estudo associou uma variante missense 

com casos familiares de defeito do septo ventricular e estenose pulmonar (Sun et 

al. 2016). No nosso estudo, observamos a presença de uma variante polimórfica 

sinônima, p.P51 (rs59621536), em indivíduos com TE. No entanto, não foi possível 

associar a variante a fenótipos específicos da TE, provavelmente devido à 

escassez de dados dos indivíduos assim como o tamanho amostral avaliado. 

Contudo, a caracterização funcional in silico mostrou que a variante apresenta a 
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capacidade de alterar ilhas CpGs localizadas próximas à variante, além de alterar 

o sítio de ligação de uma proteína com capacidade de reconhecer regiões 

metiladas, MeCP2. Isso sugere que a variante pode ter efeitos epigenéticos. Apesar 

disso, não observamos alterações nos padrões de metilação em indivíduos com 

TE. Isso não exclui a possibilidade de modificações epigenéticas pela variante que 

possam estar associadas com outras anomalias cardíacas que não as observada 

na TE. Além disso, é importante ressaltar que padrões de metilação são tecido e 

tempo específicas (Reik et al. 2001), podendo ser a razão de não termos 

observados alterações epigenéticas em nossa amostra de saliva de indivíduos 

portadores da TE. 

A partir da caracterização funcional in silico da variante p.P51 também foi 

possível observar que ela leva à alteração na estrutura do mRNA de HAND2.  A 

variante leva à modificação de um grampo no mRNA com a adição de uma alça 

interna. Alterações deste tipo são desestabilizadoras da sequência e são 

conhecidas por permitirem a ligação de sítios de miRNA (Zhao et al. 2005). No 

entanto, não observamos nenhuma alteração de sítios de ligação de miRNA na 

presença da variante p.P51. Não localizamos estudos descrevendo sítios de 

miRNA no local da variante ou possíveis consequências da alteração da estrutura 

do mRNA de HAND2. Mais estudos são necessários para avaliar se essa alteração 

na estrutura afeta a estabilidade do mRNA ou a tradução da proteína.  

De acordo com as análises realizadas, é possível observar que apesar da 

variante p.P51 não ter apresentado papel na suscetibilidade genética à TE, não se 

pode excluir sua participação na susceptibilidade ao aparecimento de outras 

malformações ou até mesmo condições de aparecimento tardio. Mais estudos são 

necessários para averiguar esta hipótese. Além disso, também deve-se levar em 

consideração o potencial epigenético e de alteração do mRNA da variante p.P51 

em HAND2. 

Poucos genes têm sido avaliados para suscetibilidade genética à TE. Desta 

forma, torna-se importante a seleção de novos genes de interesse para estudar seu 

possível papel na suscetibilidade genética à TE. Além disso, os mecanismos 

moleculares de teratogenicidade da talidomida não estão completamente 
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elucidados, tornando-se necessário a seleção de novas proteínas de interesse para 

estudos de mecanismo. Desta forma, buscamos selecionar novos alvos de 

interesse para estudos na TE através de diversas abordagens, utilizando a biologia 

de sistemas como método. A partir da interação de HAND2 e TBX5, avaliamos as 

malformações de coração e de membros compatíveis com as observadas na TE, 

buscando pelas proteínas importantes para manter as conexões da rede, além de 

proteínas que possuem domínio C2H2 e genes diferencialmente expressos após 

tratamento com talidomida. Vale lembrar que proteínas com domínio C2H2 foram 

observadas como neosubstratos do complexo CRL4CRBN quando ligado à 

talidomida, levando a marcação destas proteínas para degradação (Matyskiela et 

al. 2018; Sievers et al. 2018). Este, portanto, é um provável mecanismo que pode 

explicar como ocorre as alterações de expressão gênica causadas pela talidomida. 

Avaliando a rede de interação entre HAND2 e TBX5 observamos que as 

proteínas UBB, JUN e TCF4 foram as proteínas mais importantes para manter as 

conexões. O gene UBB codifica uma proteína ubiquitina que faz parte da mesma 

cascata de ubiquitinação de Cereblon (Wiborg et al. 1985; Scheffner et al. 1995; Ito 

et al. 2010). Além disso, JUN já foi visto ser ubiquitinado e degradado por Cereblon 

(Meng and Xia 2011; Yang et al. 2018). Já TCF4 faz parte do grupo bHLH de 

proteínas, mesmo grupo de HAND2, sendo que ele atua em conjunto com outras 

proteínas bHLH no desenvolvimento do esqueleto (Ah Cho and Dressler 1998; Dai 

and Cserjesi 2002; Forrest et al. 2014).   

Já para as redes de malformações de coração e membros (Redes Cardiac 

e Limbs, respectivamente) foi principalmente EP300 que apareceu como 

importante nas duas redes. A rede de interação de HAND2 e TBX5 (Rede Mater) 

foi conectada às redes de malformações de coração (Rede Cardiac) e de membros 

(Rede Limbs) formando duas novas redes, uma com interação de HAND2 e TBX5 

e malformação de coração (Rede Mater/Cardiac) e outra com interação de HAND2 

e TBX5 e malformação de membros (Rede Mater/Limbs). Para manter a conexão 

entre a interação de HAND2 e TBX5 com tanto as malformações de coração quanto 

com as de membros de TE, foram importantes as proteínas EP300, SRCAP, 

FANCM e TBX5. Interessantemente, EP300 apareceu como importante em todas 

as redes analisadas. 
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Foi relatado que EP300 teria um papel relevante durante o desenvolvimento, 

principalmente para proliferação celular (Yao et al. 1998). Também foram 

observadas malformações cardiovasculares associadas à letalidade em 

camundongos nocaute para p300. Interessantemente, também observou-se 

letalidade em torno de 40% dos embriões humanos expostos à talidomida, isso 

devido a anormalidades graves nos órgãos internos, especialmente no coração 

(Lenz 1988; Smithells and Newman 1992; Vargesson 2009). Além disso, EP300 é 

associada com a síndrome de Rubinstein-Taybi, que causa anormalidade faciais, 

restrição de crescimento, entre outras anormalidades (Vargesson 2009; Fergelot et 

al. 2016). Malformações cardiovasculares, como defeitos do septo ventricular e 

estenose pulmonar, já foram descritas em indivíduos com a síndrome de Rubistein-

Taybi. Anomalias faciais, de esqueleto e as anomalias cardiovasculares citadas são 

também observadas em indivíduos com TE (Smithells and Newman 1992; Fergelot 

et al. 2016).  

Além de EP300 estar associado a fenótipos semelhantes com os observados 

na TE, a proteína p300, em conjunto com CBP (CREBB binding protein), foi vista 

realizar a acetilação de um alvo (Glutamina Sintetase) do complexo CRL4CRBN, 

permitindo o reconhecimento deste alvo pelo complexo. CBP/p300 funcionam como 

acetiltransferases de histonas e co-fatores de transcrição. Desta forma, CBP/p300 

realiza a acetilação de um domínio de lisina KxxK, localizado na proteína Glutamina 

Sintetase, que quando acetilado se liga ao domínio carboxi-terminal de CRBN, 

mesmo domínio ao qual IMiDs se ligam. Ademais, essa ligação de IMiDs à CRBN 

promoveu uma maior interação entre CRBN e o domínio KxxK acetilado da 

Glutamina Sintetase (Nguyen et al. 2016). Desta forma, p300 poderia estar atuando 

nas acetilações de domínios KxxK, os quais são reconhecidos pelo complexo 

CRL4CRBN-IMiDs. 

SRCAP e FANCM também foram importantes para manter a conexão entre 

a interação de HAND2 e TBX5 tanto com as malformações de coração quanto com 

as de membros de TE. Mutações no gene de SRCAP estão associadas com a 

síndrome de Floating-Harbor, que é caracterizada por anormalidades craniofaciais, 

atraso de crescimento ósseo, entre outros (Nikkel et al. 2013). Ademais, um caso 

de síndrome de Floating-Harbor foi relatado estar acompanhado de uma 
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anormalidade cardiovascular, a cardiomiopatia dilatada (Hou et al. 2021). No caso 

de FANCM, ele está relacionado à anemia de Fanconi, que pode apresentar um 

conjunto diverso de malformações, incluindo anormalidades cardiovasculares, 

malformações faciais, do polegar e rádio, entre outras (Titus et al. 2009; Soulier 

2011). Devido às similaridades das malformações da TE com a anemia de Fanconi, 

elas são consideradas fenocópias. 

Vale ressaltar que MeCP2, proteína a qual o sítio de ligação em HAND2 foi 

predito ser perdido a presença da variante p.P51, foi visto ser importante na rede 

de conexão entre a rede de interação de HAND2 e TBX5 e a rede de malformações 

de membros. MeCP2 é uma proteína nuclear com domínio ligador de metil-CpG. 

Ela realiza o reconhecimento e ligação à ilhas CpGs e remodelamento da cromatina 

(Bienvenu and Chelly 2006). Mutações em MeCP2 estão associadas com a 

síndrome de Rett, síndrome na qual a maior parte das mortes está relacionada a 

disfunções cardíacas (Hara et al. 2015). Além disso, desregulação da expressão 

de MeCP2 causa malformações cardíacas e esqueléticas em camundongos 

(Alvarez-Saavedra et al. 2010). A expressão de MeCP2 foi relatada ser necessária 

para a formação normal do coração (Alvarez-Saavedra et al. 2010; Hara et al. 2015) 

e a sua desregulação foi associada com malformações cardíacas e esqueléticas 

em camundongos (Alvarez-Saavedra et al. 2010). Ademais, MeCP2 parece regular 

a expressão cardíaca adulta e embriônicas de alguns fatores de transcrição 

importantes no desenvolvimento cardiovascular, como TBX5, o qual possui sítios 

de ligação para MeCP2, os quais a ligação de MeCP2 leva à diminuição da 

expressão de TBX5 (Hara et al. 2015). 

Com relação às análises de proteínas com domínio C2H2, observamos três 

proteínas na rede de interação de HAND2 e TBX5. As proteínas BCL6, ZNF133 e 

ZNF281 podem representar alvos do complexo CRL4CRBN-talidomida na rede de 

interação entre HAND2 e TBX5 por possuírem o domínio C2H2. Dentre as 

malformações de coração e de membros compatíveis com a TE, nós observamos 

cinco proteínas com domínio C2H2 em comum entre as duas redes: ZIC3, GLI1, 

GLI3, PRDM16 e ZNF148. Essas proteínas seriam neosubstratos que se afetados 

pelo complexo CRL4CRBN-talidomida poderiam explicar o surgimento das 

malformações de coração e membros ao mesmo tempo. 
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Ademais, analisamos genes diferencialmente expressos em células tratadas 

com talidomida. Observamos sete genes diferencialmente expressos, sendo que 

três estavam presentes tanto na rede de malformações de coração quanto na rede 

de malformação de membros da TE. Os genes FANCB, ESCO2 e XRCC2 estavam 

com expressão menor após o tratamento com talidomida. Interessantemente, 

mutações em ESCO2 são associadas com a síndrome de Roberts, a qual a TE é 

considerada uma fenocópia (Vega et al. 2005). Além disso, FANCB, assim como 

FANCM, está relacionada a anemia de Fanconi, que como já mencionado, a TE 

também é considerada uma fenocópia devido às similaridades de fenótipos (Titus 

et al. 2009).  

As ferramentas de biologia de sistemas nos permitiram avaliar as redes de 

interação proteína-proteína de forma mais ampla, indo em busca de alvos 

importantes na manutenção dessas. Isso nos permitiu selecionar tais proteínas 

buscando também entender como elas se encaixariam no contexto da teratogênese 

da talidomida. Muitas estavam envolvidas com desenvolvimento embrionário e 

também com fenocópias da TE. Tal avaliação ampla das redes de interação torna-

se importante já que a teratogênese da talidomida afeta diversos órgãos. Dessa 

forma, é mais provável que diversos alvos estejam sendo afetados e participem dos 

efeitos observados na TE. É importante salientar que os dados obtidos através da 

biologia de sistema podem e devem ser validados com estudos experimentais in 

vitro e in vivo. EP300, assim como os alvos da Anemia de Fanconi, FANCM e 

FANCB, tornaram-se alvos interessantes de estudo, sendo necessária a avaliação 

dos mesmos na suscetibilidade genética à TE assim como nos mecanismos de 

teratogênese da talidomida. 

É importante salientar que mesmo não observando um papel de HAND2 na 

suscetibilidade genética à TE, isso não exclui o papel de HAND2 nos mecanismos 

de teratogênese da talidomida. Isso, pois, algumas proteínas que sabidamente 

atuam nos mecanismos de teratogênese da talidomida não tiveram papel na 

suscetibilidade genética, como foi o caso para VEGFA, FGF8 e FGF10 (Kowalski 

et al. 2017; Gomes et al. 2018). HAND2, além de seu papel demonstrado a partir 

da inibição de sua interação com TBX5 pela talidomida, que faz com que alvos 

deste complexo não sejam regulados na presença do medicamento, pode estar 



123 

 

atuando no mecanismo de antiangiogênese da talidomida. HAND2 já foi visto atuar 

em processo de angiogênese e desenvolvimento vascular (Yamagishi et al. 2000). 

Além disso, fenótipos resultantes do nocaute de HAND2 foram muito similares aos 

observados para o nocaute de VEGF (Yamagishi et al. 2000). VEGF sabidamente 

atua nos efeitos de antiangiogênese da talidomida, já que foram observados efeitos 

antiangiogênicos especialmente através da depleção de receptores de VEGF 

(Yabu et al. 2005). Além disso, HAND2 atua regulando VEGF no desenvolvimento 

do coração (Yamagishi et al. 2000). Portanto, HAND2 poderia atuar nos 

mecanismos de teratogênese da talidomida via processo de antiangiogênese 

através de VEGF. 

Como limitações do estudo podemos citar a não avaliação da predição de 

alteração do mRNA de HAND2 pela variante p.P51 em indivíduos afetados pela TE. 

Fomos capazes de analisar a predição feita da metilação, porém não analisamos a 

predição de alteração da estrutura do mRNA. Dessa forma, não sabemos se essa 

alteração estaria modificando os níveis de expressão de HAND2 ou até auxiliando 

no provável papel de HAND2 na teratogênese da talidomida. Além disso, na 

seleção de novos genes alvos para estudos de suscetibilidade genética à TE, 

tivemos como principal limitação a escassez de dados relacionados à exposição da 

talidomida em humanos. Existe apenas um estudo avaliando a expressão após 

exposição a talidomida em humanos, sendo esta exposição em células (Schwartz 

et al. 2015). Dessa forma, necessitamos partir de dados de banco de dados e 

literatura para construir o fluxo de hipóteses e ao final validar os achados com dados 

de expressão.  

 Em conclusão, a partir dos resultados obtidos foi possível cumprir com os 

objetivos propostos dessa dissertação. Realizamos a caracterização molecular in 

silico do gene HAND2 observando a alta conservação do gene. Avaliamos o gene 

HAND2 nos indivíduos com TE e identificamos a variante p.P51 (rs59621536). Ao 

avaliar o impacto dessa variante, observamos o potencial de alteração na metilação 

do gene HAND2 em indivíduos portadores da TE. No entanto, tal impacto não foi 

identificado quando avaliamos os padrões de metilação naqueles contendo a 

variante p.P51 comparado aos que não apresentam. Avaliamos os efeitos da 

variante p.P51 no mRNA do gene HAND2 por meio de ferramentas in silico e 
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observamos a alteração da estrutura do mRNA na presença da variante, por uma 

adição de uma alça interna em um grampo. E por fim, selecionamos genes de 

interesse para serem avaliados na susceptibilidade genética à TE por meio de 

ferramentas de bioinformática e biologia de sistemas, observando principalmente 

EP300 como um bom candidato a estudos de suscetibilidade genética à TE.   
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A B S T R A C T

The recognition of molecular mechanisms of a teratogen can provide insights to understand its embryopathy,
and later to plan strategies for the prevention of new exposures. In this context, experimental research is the
most invested approach. Despite its relevance, these assays require financial and time investment. Hence, the
evaluation of such mechanisms through systems biology rise as an alternative for this conventional metho-
dology. Systems biology is an integrative field that connects experimental and computational analyses, assem-
bling interaction networks between genes, proteins, and even teratogens. It is a valid strategy to generate new
hypotheses, that can later be confirmed in experimental assays. Here, we present a literature review of the
application of systems biology in embryo development and teratogenesis studies. We provide a glance at the data
available in public databases, and evaluate common mechanisms between different teratogens. Finally, we
discuss the advantages of using this strategy in future teratogenesis researches.

1. Background

The identification of a human teratogen is a complex and multi-
disciplinary process [1]. Nevertheless, the identification of the mole-
cular mechanisms of a teratogen can be even more challenging. Basic
research is only the first step to the understanding of these molecular
mechanisms. However, the benefits after years of research might be
translated to (1) the identification of susceptibility biomarkers, i.e. a
genetic variant that provides information regarding the risk of ex-
posure; (2) the implantation of prevention strategies, and (3) the pur-
suit for safe alternatives when in exposure.

The recognition of an embryopathy is extremely relevant in this
scenario. It is clear that a phenotypic manifestation is the reflex of the
teratogenic properties [2]. From a genetic approach, the impact of
teratogens in the embryo is the downstream effect of the deregulation
of one or more signaling pathways, which are involved on the

embryonic development. However, studies in teratogenesis field can be
difficult, since there are limitations that include ethical and financial
barriers regarding the use of animal models, and the knowledge that the
results encountered cannot be simply extrapolated to humans [3,4].
Hence, the study of the gene ontologies (GO), which are the biological
processes in which these genes are involved, have helped in the re-
cognition of the role of these signaling pathways in the embryopathy
[5–7]. As an alternative, the rise of bioinformatic studies in this “big
data” era can also be helpful in teratogenesis studies.

Systems biology is a branch of bioinformatics, and is based on the
concept that the organism must be studied as a whole [8]. This notion is
important in the identification of molecular mechanisms of teratogen-
esis in humans. Hence, here we intend to demonstrate the importance
of assembling systems biology networks in embryology and teratology
studies. We present a literature review of previous researches that were
based upon this approach, and provide the data available in public
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databases. Finally, we discuss the importance of consolidating systems
biology researches in teratogenesis.

2. A glance at systems biology

According to the Institute of Systems Biology, this field is based
upon the understanding that the whole is bigger than the sum of the
parts [9].Systems biology integrates experimental data through com-
putational methodologies to understand how the molecular compo-
nents of an organism interact in different scales [10], i.e. gene-gene,
gene-protein, gene-drug.

Biological networks are the center of the systems biology researches
[11,12]. Networks can be mistakenly thought as a simple graphic il-
lustration when they actually area representation of the experimental
prior knowledge for that biological process [11,13]. Networks are
composed by nodes, which represent the components, and edges, that
refer to the interactions between the nodes [14]. Edges can connect
nodes of different classes i.e. gene-protein, protein-drug; hence, when
studying a teratogenic process, both the teratogen and the proteins/
genes deregulated by the exposure agent are considered nodes. The
teratogen can affect the network, disrupting or modifying edges. Fig. 1
schematizes a network affected by a teratogen.

Computational modeling of experimental data can generate new
hypotheses, by network inference and simulations [15]. In this context,
a quantitative (gene expression) or even a logical model (phenotype
ontology) can be used in this inference [11]. These models can be used
for evaluation of the normal embryo development, and then it is pos-
sible to add a factor of interference responsible for a deregulation in this
normal process (which will lead to the occurrence of a congenital
anomaly). In most cases, researchers aim to identify genes that are
mutated and cause congenital anomalies of genetic etiology. Here, the
factor of interference to be added will always be a teratogen.

One of the main attempts in the field is the Virtual Embryo Project.
It was proposed in 2008, by United States Environmental Protection
Agency, as a research program [16]. The project aimed to develop a

computational model of the mammalian embryo that could be used to
(1) understand the risk of environmental chemicals on development
and (2) to predict the impact of a chemical in the embryo by modeling
development toxicity pathways and its genetic-cellular networks [16].
It aligns with other screening assays, including systems biology ones,
such as ACToR and ToxCast™. The main results of the Virtual Embryo
project regarding teratogenic exposure will be further presented.
However, this robust, large-scale type of analysis is not always avail-
able, especially because of the costs of developing this type of project.

In this context, an alternative that can be used is a friendly online
resource. STITCH database integrates data on protein-protein, protein-
chemical and chemical-chemical interaction [17,18]. STITCH (http://
stitch-db.org) was developed by the European Molecular Biology La-
boratory (EMBL) and can be used in pharmacology, toxicology or ter-
atology researches.

3. Methods

Literature research was performed in PubMed (National Library of
Medicine, NLM, USA), using the terms “embryo AND development” OR
“teratogen*” OR “birth defect” AND “systems” AND “biology”. The
term “teratogen” was later substituted by the name of the molecule,
according to the list provided by Mazzu-Nascimento et al. [19]. De-
tailed number of publications encountered for each teratogen is avail-
able in Supplementary Table 1. Articles were read, and only the ones
that included experimental data provided by systems biology were in-
cluded in this review; experiments only evaluating therapeutic me-
chanisms or evaluation in adult cells or models were also ignored in this
research.

From these data, generation of networks was executed in STRING
(http://string-db.org) and STITCH (http://stitch-db.org) databases
(EMBL). Networks were assembled using a medium confidence level of
0.400 (default); aiming to obtain only experimental data, textmining
interactions were excluded from the analysis. The most enriched
ontologies, according to STITCH database analysis, were annotated and

Fig. 1. Scheme representing a network and its main elements.
Legend: The scheme presents a representative network, showing the main graphical demonstrations of the “nodes” and the “edges”, and what are the possibilities of a
teratogen disrupt or affect this network.
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evaluated.
Network gathering was performed with DyNet app in Cytoscape

v.3.6.1, using default parameters. Common proteins between different
teratogens were annotated. The functions of these proteins were eval-
uated in GeneCards database [20].

All data here presented was generated from public online databases,
which are in accordance with the ethical principles of its institutions.

We present below an integrated view of the literature research,
comprising the main results for the teratogens that both (1) presented
published research in systems biology and (2) could be assembled in
networks provided in STITCH database. Furthermore, we present data
regarding Zika virus congenital syndrome because of its current re-
levance in the teratogenesis field. We also present the main findings in
the Virtual Embryo Project regarding teratogenic exposure.

4. Networking the embryo development

Systems biology field have studied networks involved in organs and
systems development, helping to understand the interactions between
developmental genes and proteins. Literature research demonstrated
studies published in this field mainly including evaluation on the ner-
vous system, eye development, and heart development [21–27]. Other
researchers approached networks of development genes, such as Sox
genes, without restricting to only one organ or system [28]. Here we
present the main findings encountered for embryonic development
evaluation through systems biology, with a main focus on cardiac
system development, which is, by far, the most studied in this field
[24].

Some recent researches have discussed the need to use systems
biology to understand eye development [21,22]. According to the au-
thors, there is a great number of genes involved in the process, however
it lacks of organized signaling pathways data to understand how these
genes interact during the embryonic development [21,22]. The main
genes identified in this process are Bmp4, Bmp7, Hes1, Pax6, Sox1, Sox2,
Sox11, Oct1, Prox1, Pitx3, and Six3.

Sox family members, including Sox5, Sox6, and Sox9, have been
recently studied in systems biology [28]. These genes were evaluated in
mouse embryos (stage E13.5). A network analysis demonstrated these
genes interact with Tgfb2, Tle3, and Fbxl18, providing the recognition of
new Sox genes targets during skeleton development and chondrogenesis
[28].

Nervous system development has also been approached through
systems biology methods. Autism especially has been evaluated, mainly
due to its complex nature [23,29]. According to literature review, after
network assembling, sixteen biologic processes were suggested to be
associated to autism, including neurogenesis and neuron development
[23,29]. From this evaluation, RAC1 must be highlighted as a sig-
nificant candidate for the understanding of autism [23,29]; this gene
might have a role in neuropathologic events, probably because of its
neuroimmune interaction with other molecules [23,29].

4.1. Cardiovascular system development

Systems biology has been mainly applied in embryology especially
regarding the heart development and the cardiac congenital anomalies
[24,25,30,31]. The huge interest in cardiovascular system development
might be related to the heart early embryogenesis; the heart is the first
organ to be completely formed, and the congenital cardiopathies are
one of the most common observed defects [32,33]. Furthermore, ex-
perimental research in heart development is challenging; the rat is the
main animal model of choice, although a high number of animals is
needed, once the number of cardiomyocytes available for studying is
scarce [24]. The high cost of in vivo studies, added to the ethical di-
lemma of using an elevated number of animals, justifies the rising in-
terest on systems biology.

A study comprising systems biology and heart development has
evaluated genetic risk factors and protein functional convergence [26].
Nineteen processes related to the heart development were analyzed,
which included “transcriptional regulation”, “BMP signaling pathway”,
and “focal adhesion”. Interaction networks were assembled combining
the processes and the risk factors [26]. Some genes were recognized in
multiple processes, whilst other had not been previously associated to
congenital cardiopathy. The latter comprises CCND2, FOXM1, IGFBP5,
PCSK6, PLCB1, TWIST1, and TMOD1 [26]. These results provide new
targets to be further studied. Fig. 2 demonstrates how some of these
proteins interact in processes such as “cardiomyocyte differentiation”
(red), “cardiac muscle tissue development” (blue) and “heart develop-
ment” (green).

The levels of gene expression in the cardiac tissue are also used in
systems biology studies. In mice heart samples, hypertrophy and car-
diac insufficiency were associated to developmental genes such as

Fig. 2. Interaction network including the main proteins involved in heart de-
velopment, according to the literature review. (For interpretation of the refer-
ences to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of
this article.).
Legend: Colors represent Gene Ontologies (GO) for biological processes: “car-
diomyocyte differentiation” (red), “cardiac muscle tissue development” (blue)
and “heart development” (green). Edges thickness represent the confidence
level for the interaction (higher levels of confidence have thicker edges). All
data presented was experimentally validated.
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MRPS5, NPPA, and MYH7B, which have been shown to be altered in
these conditions [27]. Other approach evaluated the interaction of
genes differentially methylated and Fallot tetralogy, a condition that
comprises the four major congenital heart malformations [24]. This
study led to the identification of TDGF1, GATA6, and PDGFRA as the
main candidates for Fallot tetralogy occurrence [25].

These results demonstrate how systems biology can help in the
understanding of embryonic development and in the occurrence of
congenital anomalies of genetic etiology. A similar approach can be
used in the investigation of congenital anomalies caused by teratogens.

5. The main findings in the virtual embryo project

Within the research program it was built a predictive model to
identify chemicals with potential developmental toxicity; the interac-
tion between the chemical and the biological systems is one of the
controlling factors of a chemical capacity to disrupt normal embry-
ogenesis [34]. Based on a high-throughput screening (HTS), they were
able to link cellular targets and pathways with specific endpoint toxicity
through systems biology tools. It was observed that fetal weight re-
duction (FWR) was associated to cranial malformations through in-
flammatory response in the rabbit embryos [34]. Prenatal loss (PNL) in
rats was associated with FWR through blood vessel development, his-
tone phosphorylation, Ras signaling, migration and apoptosis pathways
[34]. They also demonstrated xenobiotic metabolism role in develop-
mental toxicity [34].

Using in vitro HTS and animal studies database, Leung et al. studied
developmental toxicity of the male reproductive system [35]. They
observed chemicals target nuclear receptors, vascular remodeling pro-
teins, cytochrome P450s and GPCRs (G-protein-coupled receptors), as
well as estrogen and androgen receptors [35]. They were also able to
associate peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs), retinoic
acid receptors (RARs) and retinoid X receptors (RXRs) with develop-
mental regulation; and GPCRs with neural signaling, inflammation and
angiogenesis [35].

6. Teratogens are network deregulators

According to Wilson (1959), the third principle of teratology sus-
tains "Teratogenic Agents Act in Specific Ways (Mechanisms) on
Developing Cells and Tissues to Initiate Sequences of Abnormal
Developmental Events (Pathogenesis)" [36,37]. At the time of this de-
finition, the knowledge on teratology was very limited, but soon to be
worldwide diffused with Thalidomide Embryopathy recognition in
1961 [38,39]. Despite the growing interest on teratogenic exposure,
many difficulties have been encountered in the complete establishment
of its molecular mechanisms.

Presently, the most common mechanisms of teratogenic actions are:
(1) hyperacetilation of histones; (2) cholesterol imbalance; (3) altera-
tions in folate pathway; (4) retinoic acid imbalance; (5) endocrine
disruption; (6) vascular disruption; and (7) induction of oxidative stress
[40]. Other specific signaling pathways, however, can be severely af-
fected by teratogenic exposure. It is not completely comprehended
whether all these mechanisms are interconnected and how they inter-
fere in the normal embryonic development. Two main approaches have
been used to try to answer these inquiries: Adverse Outcome Pathway
(AOP) studies and systems biology strategies.

Adverse Outcome Pathway (AOP) is a concept that represents a link
between a direct molecular initiating event and a relevant adverse ef-
fect [41]. AOPs usually comprise a series of sequential events, in dif-
ferent biological levels of organization [42]; the relationships between
the different levels can be obtained from different approaches, such as
in vitro, in vivo, or even using computational resources [41]. However, it
must be highlighted AOPs are not systems biology models [43], al-
though it can be affirmed the fields have a similar aim: to link the
molecular mechanisms to a final outcome (phenotype).

The main differences between both approaches are (1) AOPs do not
intend to be molecularly detailed [43]; and (2) it is a challenge to
translate AOPs into a mathematical model [44], whilst systems biology
lies on it [11]. Despite their differences, both approaches have been
combined recently, generating AOP networks, based on the AOP fra-
mework and different scales of interaction [45,46]. This combination
could be very useful in teratogenesis in order to provide a better un-
derstanding of teratogenic mechanisms.

Regarding our literature research, only “thalidomide”, “retinoic
acid”, “alcohol” and “tobacco” presented more than ten published ar-
ticles evaluating its teratogenesis through systems biology
(Supplementary Table 1); however, a network with “tobacco” could not
be assembled in STITCH. A summary of the main results for all the other
teratogens which presented both a network assembly and literature
data regarding teratogenic molecular mechanisms is presented in se-
quence.

6.1. Thalidomide

Thalidomide was released in the market as a safe, effective drug,
without the application of any teratogenic studies [47,48]. More than
ten thousand babies were born affected by Thalidomide Embryopathy
before its teratogenesis property was discovered [38,39]; this tragedy
led to many modifications in the law enforcements applied to new
drug’s researches and releases, bringing into focus the importance of
teratogenesis tests before any drug is released in the market as safe for
pregnant women consumption [49]. Thalidomide Embryopathy is well
characterized, causing especially limb defects, although this teratogen
can affect almost every organ and system [48,50]. Despite that, many
doubts still surround thalidomide, especially regarding its molecular
mechanisms of action.

Systems biology approaches, however, represent a good strategy for
this teratogen for two main reasons: (1) thalidomide has a primary
target of interaction, which is Cereblon protein [51]; (2) thalidomide is
a phenocopy of at least three genetic syndromes (Roberts, Holt-Oram,
and Okihiro syndromes) that also cause limb defects [2], making it
possible to evaluate the teratogen together with different phenotype
ontologies.

Our group performed the only study that has evaluated thalidomide
in a network interaction context in humans [52]. After a literature re-
view of thalidomide antiangiogenic property, all the genes and proteins
that had been shown to be experimentally affected by the drug were
included in this network [52]. This analysis provided the identification
of NOS3 and CTNNB1 genes as the main components of this network
[52], bringing new insights to the researches on thalidomide’s mole-
cular mechanisms.

According to STITCH database, thirty-three proteins interact di-
rectly with thalidomide (Fig. 3A). These proteins are mainly related to
thalidomide’s immunomodulatory and anti-inflammatory properties; it
is important to highlight the presence of Cereblon, cytochrome-P450
proteins (which are responsible for its metabolization), and the fibro-
blast growth factor FGF2 (bFGF).

6.2. Bisphenol A

Exposure to bisphenol A (BPA) at high concentrations during em-
bryonic development results in teratogenic responses including: cra-
niofacial abnormalities and edema and, at lower concentrations, be-
havioral impairments [53,54].

Saili et al. have investigated global gene expression changes in
zebrafish exposed to a dosage of 0.1μM or 80μM of BPA [55]. They
demonstrated that, at 0.1 μM of BPA exposure, downregulated genes
were of ERK/MAPK and tight junction signaling pathways, both im-
portant to maintain nervous system function [55]. In addition, 14/54
biological functions significantly affected were related to nervous
system development [55]. The authors also identified several canonical
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Fig. 3. STITCH networks for (A) thalidomide, (B) bisphenol A, (C) cocaine, (D) propylthiouracil, (E) isotretinoin, (F) ethanol (main interactions), (G) ethanol
(complete), and (H) valproate. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.).
Legend: Teratogens are represented in red. Only protein-teratogen direct interactions are presented in the network. Edges thickness represent the confidence level for
the interaction (higher levels of confidence have thicker edges). All data presented was experimentally validated.
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pathways and biological functions related to embryonic development
impacted by 80 μM of BPA exposure [55].

We have found that seventy-four proteins interact with BPA in
STITCH analysis (Fig. 3B). GO analysis demonstrated these proteins are
mainly related to “cell response to chemical stimulus” and “organ and
system development”, what demonstrates this teratogen may affect
different organs and systems. Other ontologies demonstrate a sig-
nificant enrichment in endocrine and reproductive systems impairment,
what is in agreement with data regarding BPA teratogenesis.

6.3. Cocaine

Cocaine use during pregnancy causes maternal hypertension, vaso-
constriction, and decreased uterine blood flow, leading to impaired
nutrient and oxygen delivery for the fetus [56]. In addition, studies
indicate maternal exposure to cocaine may significantly increase cell
death in the fetal nervous system, what may interfere in brain devel-
opment [57,58].

Novikova et al. employed a microarray profiling analysis in order to
examine differential gene expression, using samples of the cerebral wall
of cocaine-exposed mice fetuses [59]. They demonstrated the affected
genes represent multiple pathways of apoptosis regulation and more
than three quarters of these genes have large proapoptotic activity [59].
Therefore, the study suggests that chronic cocaine exposure may in-
fluence in cell survival by affecting a wide range of apoptosis-regulating
mechanisms [59].

The network generated in STITCH presented 98 proteins connected
to cocaine (Fig. 3C). Ontology analyses demonstrated many of these
proteins related with cell signaling, signal transduction, and many
neurologic processes, such as brain development. Some proteins were
involved in the notorious ontologies such as cholinergic receptors
(CHRM2, CHRNA1, CHRNA4, CHRNA7, CHRNB1, CHRND) and the
dopamine receptor D2 (DRD2).

6.4. Propylthiouracil (PTU)

Benavides et al. investigated the teratogenic effects of PTU during
mice embryogenesis [60]. According to the study, PTU exposure during
critical periods of embryogenesis causes neural tube and cardiac ab-
normalities [60]. PTU altered cytoskeleton remodeling and keratin fi-
laments signaling pathways; thus, potential teratogenic mechanisms
may be related to these pathways once they play a role in the organi-
zation of the cytoskeleton, in the morphogenesis of the epithelium, and
in neuronal survival [60].

Only eight proteins were identified when including PTU in STITCH
database (Fig. 3D), hence few ontologies were enriched. However, it is
possible to observe these proteins are involved with oxidative stress,
hormone biosynthesis and metabolism.

6.5. Retinoic acid

Retinoic acid (RA) is considered one of the most potent teratogens in
humans [3]; its embryopathy includes limb, craniofacial, and cardiac
anomalies [61].

Berenguer et al. treated mouse embryos with RA and identified new
candidate genes and pathways that could be involved in craniofacial
development, which could lead to the observed craniofacial anomalies
[62]. They also demonstrated that RA exposure may alter some cellular
metabolic networks such as glycolysis and gluconeogenesis, as well as
the insulin signaling pathway and the hypoxic pathway [62].

Isotretinoin molecule, which the chemical form of RA used in many
dermatologic conditions, was available in STITCH for the obtention of
PPI networks. Nine proteins were connected to isotretinoin (Fig. 3E),
mainly related to epithelial tissue development and involved in the
cardiovascular system. Ontologies for “hormonal and inorganic sub-
stances response” were enriched.

An AOP network centered around RA was performed by Tonk et al.
[63]. The authors collected a list of genes affected by RA perturbation
and observed their perturbation across the different levels of organi-
zation [63]. The approach driven here, regarding a systems biology
network assemble and discussion, provided a set of different genes
when comparing to the AOP analysis; i.e. metabolization was re-
presented through Cyp26 family genes in the latter, whilst STITCH
pointed to a role from CYP3A4 (Fig. 3E). These differences highlight the
concept that both methods are important to understand the molecular
mechanisms of teratogenic action, however they can be very con-
trasting.

6.6. Alcohol

Alcohol use during pregnancy can disturb neurodevelopment and
lead to a variety of severe morphological, cognitive and behavioral
disabilities known as fetal alcohol spectrum disorders (FASDs) [64,65].
The cognitive and behavioral changes observed are dose-dependent and
are related to the period of exposure [65].

Kleiber et al. investigated the timing effects of ethanol administra-
tion in mice; neurodevelopmental time of exposure represented the
three human gestational trimesters [66]. The study demonstrated that
ethanol treatment affects biological activities according to the time of
exposure: cell proliferation (first trimester), cell migration, differ-
entiation and morphology (second trimester) and neurotransmission
(third trimester) [66]. They also suggested that, although ethanol alters
expression of different genes, according to the exposure moment, many
of these are functionally related [66].

STITCH provided a PPI network of 190 proteins and ethanol. In
order to provide a better visualization, Fig. 3F presents the 50 more
centralized proteins. The complete network is available in Fig. 3G. The
main ontologies encountered were related to oxidative stress and
transmembrane transportation. Neurodevelopment proteins were also
enriched.

6.7. Valproic acid

Valproic acid (VPA) is a known teratogen that induces especially
neural tube defects and craniofacial anomalies [67]. Mainly used as an
anticonvulsant, recently it was discovered that VPA is also a histone
deacetylase (HDAC) inhibitor, hence this teratogen is a deregulator of
the epigenetic mechanisms [68].

Karén et al. investigated the effects of VPA in pericytes proliferation,
viability, migration and differentiation [69]. The study demonstrated
HDAC inhibition through VPA affects microvascular pericytes, in-
hibiting their migration and differentiation [69]. Exposure to VPA also
altered the expression of angiogenesis-related genes, what was already
expected given the relevance of the pericytes in this process [69].

Valproate molecule was available in STITCH for network construc-
tion. The results provided a network with 44 proteins (Fig. 3H). En-
riched ontologies mainly associated to molecular functions, such as
catalytic activity and transmembrane transportation.

7. Gathering networks (and teratogens)

It is known that many teratogens share similar molecular mechan-
isms, once biochemical pathways can respond distinctly to different
agents [70]. Based on this concept, we questioned whether the net-
works assembled in the present study, for the teratogens that also had
studies evaluating systems biology (alcohol, BPA, cocaine, PTU, RA,
thalidomide, and VPA) could be interconnected.

With the exception of PTU, the networks of the other six teratogens
could be assembled into one (Fig. 4). Thalidomide and isotretinoin, two
of the most known teratogens [50,71], are represented really close;
both interact with CYP3A4, a cytochrome P450 protein. Considering
only the teratogens here evaluated, alcohol and cocaine share the
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higher number of targets; these two recreational chemicals have em-
bryopathies with characteristic neurodevelopmental disorders.

Proteins ESR1, AKT1, and CASP3 are interaction targets of different
chemicals. These proteins were evaluated in GeneCards database.
Estrogen receptor 1 (ESR1) is essential for sexual development, re-
productive function, and other tissues such as bones. AKT serine-kinase
1 (AKT1) is an oncogene of the PIK3 pathway; in the developing ner-
vous system, AKT1 acts as a critical mediator of growth-factor induced
neuronal survival. Caspase 3 (CASP3) interacts with four teratogens:
retinoic acid, thalidomide, alcohol, and valproic acid. CASP3 plays a
central role in cell apoptosis, a mechanism that has been previously
demonstrated be induced to these chemicals teratogens [72–75]. Pre-
vious studies demonstrated the correct balance between pro-apoptotic
and cell-survival mechanisms might be determinant to the outcome of a
teratogenic exposure, leading to: the occurrence of the embryopathy,
embryo/fetal death or normal development [76]. All these analyses
demonstrate the systems biology results are according to the biological
processes involved in the embryopathies studied.

In a different approach, non-teratogenic drugs were added to the
comparative network assembled. Folic acid, azithromycin, liothyronine,
levothyroxine and pyridoxine were added to the networks of the ter-
atogens listed above (Supplementary File 1). In this new assemble, PTU
was connected to the main network; pyridoxine was the only chemical
that did not share interacting proteins with the other drugs evaluated.

Some important concepts must be highlighted when integrating
teratogens and non-teratogens in a single network. First, similar target
proteins and mechanisms of action are shared by both classes of drugs.
This is an expected result once the chemicals act on similar signaling
pathways, i.e. ethanol and folic acid act on neurodevelopment, the first
disrupting and the latter stimulating it. Second, comparison of systems
biology networks must be evaluated together with a strong research
hypothesis, combined with centrality metrics for statistical purposes;
i.e., PTU, an endocrine disruptor, is connected to the same proteins as
levothyroxine and liothyronine, although the hormones network is
more centralized. The direction of the protein-drug interactions must
also be well characterized to comprehend their molecular mechanisms;
however, this data was not available and networks were treated as
undirected. Finally, STITCH presents drug-protein interactions not only
during the embryonic development. Hence, processes that are more
relevant in the adult organism or in the therapeutic response are also
well represented in the networks provided by the tool; i.e. thalidomide
and azithromycin both act on immune system proteins. Despite thali-
domide being a potent immunomodulator, researches indicate this
property is more strongly correlated to its therapeutic effect than its

teratogenic one.

8. What can we learn from zika virus, a new human teratogen?

STITCH tool provides only protein-protein and protein-drug inter-
actions, hence non-chemical teratogens networks were not available for
comparison. The only non-chemical teratogen with data on systems
biology was Zika virus (ZIKV). In order to demonstrate systems biology
studies can be applied to a wide range of teratogens, not necessarily
only the chemical ones. In order to provide a different view of systems
biology in teratogenesis, literature review regarding ZIKV teratogenesis
and systems biology is presented in sequence.

ZIKV is a very recent teratogen; hence, its molecular mechanisms
are not very well comprehended, but they have always been accessed
by recent advanced bioinformatics and systems biology tools. This was
not possible when the teratogenic potential of i.e., thalidomide or al-
cohol, was discovered. Research strategies in Congenital Syndrome by
Zika (CSZ) usually combine genomics and systems biology in the at-
tempt to understand the neurodevelopmental disorders of the affected
children. Regarding the infection, these approaches originate faster and
large-scale results. Hence, has been discovered integrating systems
biology and CSZ in the last few years.

Moni & Lio used systems biology to better understand the simila-
rities and differences between differentially expressed genes after ZIKV
infection, when compared to other infections, i.e., yellow fever, dengue,
chikungunya, or the Guillain-Barré syndrome [77]. Comprising seven
different datasets of human-cells in vitro studies, the authors con-
structed and analyzed gene networks and ontologies regarding biolo-
gical processes and signaling pathways; it was observed that ZIKV in-
fection resembles dengue fever regarding the expression of genes
involved on the infectious process and in the symptomatology [77].

The identification of new targets for antivirals is also very important
in ZIKV researches. This was the aim for the research of Tiwari et al.
and they encountered genes associated to changes in the adaptative
immune system, angiogenesis and host metabolic processes [78]. In a
similar analysis, genes related to histones were identified in clusters
[7]. The recognition of an impact on epigenetic mechanisms was also
evidenced in a study that identified altered methylation of neural genes;
the authors evaluated ZIKV infection in an brain organoid model [79].

CSZ molecular mechanisms are being widely evaluated in the big
data era. It is obvious that this approach is a much faster hypothesis
generator than the conventional methods used in the past. From in-
teraction networks it is possible to extract data regarding the infection,
the individual immune response and teratogenesis itself. With this

Fig. 4. Assemble of the protein-teratogen net-
works generated by STITCH. (For interpreta-
tion of the references to colour in this figure
legend, the reader is referred to the web ver-
sion of this article.).
Legend: White nodes: proteins interacting with
only one teratogen; Pink and red nodes: pro-
teins interacting with two or more teratogens;
Green nodes: teratogens, which are PTU, tha-
lidomide, isotretinoin, alcohol, cocaine, and
valproate. Network assembling was generated
in DyNet (Cytoscape app) from STITCH tool
data. All data presented is experimentally va-
lidated.
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approach, it is more likely to elucidate the complex etiology of CSZ in a
much shorter time, and also to provide future evaluation on antivirals
and vaccines that are still to be developed.

9. Concluding remarks

Here we presented the findings in literature regarding systems
biology and teratogenesis. We searched for more than forty teratogens
known to affect humans, and observed the number of researches in this
area is very scarce. Zika virus was the only non-chemical teratogen with
systems biology studies available, an indication of how this approach
can be much more explored.

Our network demonstrations already suggested many proteins that
can be further explored in order to understand their role in the origi-
nated embryopathy. Retinoic acid is a classic teratogen, however only
nine proteins are known to interact with the drug. Some of these targets
include important proteins for the development of the cardiovascular
system; once cardiac defects are observed in retinoic acid embryopathy
[71], these proteins could help in the understanding of the cause of
these anomalies.

We could also demonstrate many teratogens share common inter-
action proteins; hence, it is possible to suggest common molecular
mechanisms between the chemicals here evaluated. Caspase 3, an im-
portant protein to apoptosis, was identified in the networks of four
teratogens. Thalidomide, alcohol and valproic acid have demonstrated
to act inducing apoptosis [72–75], although further studies are neces-
sary to understand their specific effect on Caspase 3. The role of the
protein could be evaluated not only in each embryopathy separately,
but also comparing the common effects between those drugs, and even
on studies of genetic susceptibility.

Clearly a computational method can never substitute experimental
and epidemiological studies. However, here we present a cheap hy-
pothesis generator alternative for teratogenic studies. Much time and
effort can be saved if researches are focused in a specific, biologically
relevant target, a strategy that can be later tested in experimental
models.

Systems biology is an integrative field that aims to evaluate the
organism as a whole, complex being, a feature that can be thoroughly
studied through the simplest interaction between its components.
Withal, teratogenesis refers to the whole impact of a simple molecule in
a complex organism. It is feasible to understand how these two fields
can be much more integrated in the future, and how much advantage
can be taken from this interaction.
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