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RESUMO 

 

 Após a epidemia de casos de infecção por Zika vírus (ZIKV) e o subsequente 

aumento abrupto no número de crianças nascendo com microcefalia, a associação entre a 

exposição à infecção durante a gestação e o desenvolvimento dessas anomalias congênitas 

foi estabelecida. Assim, em 2016, o ZIKV foi definido como novo teratógeno humano, sendo 

o causador da Síndrome Congênita por ZIKV (SCZ). Apesar de muitos estudos terem sido 

realizados visando elucidar os mecanismos de ação do ZIKV, ainda há muitas perguntas sem 

resposta. Portanto, existe a necessidade do estabelecimento de modelos experimentais que 

sirvam como ferramenta para a maior compreensão dos mecanismos teratogênicos do vírus. 

Neste contexto, os embriões de galinha são uma excelente alternativa como como modelo 

experimental principalmente por apresentarem fácil manipulação e baixo custo. Dessa 

forma, o objetivo desse trabalho foi estabelecer um modelo experimental para a SCZ 

utilizando embriões de galinha. Para tanto, primeiramente foi realizada uma avaliação do 

efeito de diferentes doses virais de ZIKV para a seleção daquela ideal, ou seja, capaz de 

gerar malformações, porém sem causar altas taxas de mortalidade. A avaliação completa dos 

fenótipos relacionados ao desenvolvimento encefálico também foi realizada. Em seguida 

foram conduzidos experimentos de acompanhamento fenotípico dos embriões durante cinco 

dias após a infecção. A infecção viral foi realizada através de aplicação do vírus sobre o 

embrião nos estágios iniciais de desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC). 

Embriões que foram expostos a infecção por ZIKV apresentaram maior taxa mortalidade, 

tamanho encefálico reduzido e maior taxa de malformações de SNC, seguindo um padrão 

dose-dependente. As malformações se tornaram mais evidentes no quarto dia após a 

infecção, mesmo tempo em que se observou um pico na carga viral. O estabelecimento desse 

novo modelo experimental utilizando embriões de galinha possibilita a realização de novos 

estudos visando compreender os mecanismos moleculares envolvidos na ação teratogênica 

do ZIKV. Além disso, esse modelo experimental terá uma contribuição importante para o 

desenvolvimento de estratégias de prevenção e resgate dos fenótipos causados pela 

exposição ao vírus, sendo possível testar o potencial preventivo de substâncias 

farmacológicas conhecidas ou em desenvolvimento. 

Palavras-chave: anomalias congênitas, síndrome congênita por ZIKV, embriões, 

malformações do sistema nervoso central, microcefalia 
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ABSTRACT 

 After the epidemy of Zika virus (ZIKV) and the following abrupt increase in the 

number of children born with microcephaly, the association between the exposure to the 

infection during pregnancy and the development of these malformations was established. 

Consequently, in 2016, ZIKV was identified as new human teratogen, being the causative 

agent of the Congenital ZIKV Syndrome (CZS). Despite there are many studies trying to 

better understand the mechanism related to CZS, there are still unanswered questions. 

Therefore, there is a need of establishing experimental models to be used as tools to a better 

understanding of the ZIKV teratogenic mechanisms. In this context, chicken embryos are an 

excellent alternative as experimental model, since they are easy to manipulate and cheap. 

Hence, the aim of this work was to establish an experimental model for CZS using chicken 

embryos. For that, firstly an evaluation of different ZIKV viral doses was performed to select 

the best dose, capable to induce to malformations without generating high rates of embryo 

mortality. A complete evaluation of the phenotypes after the exposure to ZIKV was also 

conducted. Then, phenotype follow-up was performed during five days post-infection. The 

viral infection was performed by applying the virus over the embryo in the initial stages of 

central nervous system (CNS) development. Embryos exposed to ZIKV infection presented 

high mortality rate, reduced brain size and a higher rate of CNS malformations, following a 

dose-dependent pattern. The malformations became more evident by day the fourth post-

infection, at the same day when the ZIKV reached the peak of replication. By the 

establishment of this new experimental model for CZS using chicken embryos, other studies 

aiming to understand the molecular mechanisms involved in the ZIKV teratogenic action 

can be performed. Furthermore, this experimental model will contribute to the development 

of prevention and rescue approaches to the malformations caused by the exposure to ZIKV. 

Therefore, it will be possible to test the preventive potential of pharmacological substances 

already known or in development. 

Keywords: congenital anomalies, congenital zikv syndrome, embryos, central nervous 

system malformations, microcephaly 
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1.1. Teratogênese 

 

 As anomalias congênitas (AC) podem ser classificadas como alterações estruturais 

ou funcionais presentes ao nascimento, podendo ser diagnosticadas durante o período pré-

natal, logo após o nascimento ou ainda mais tarde (Christianson et al., 2006; WHO, 2020a). 

Em termos populacionais, existe um risco de 3% para ocorrência de AC (Kalter and 

Warkany, 1983). De acordo com dados da Organização Mundial da Saúde, na América 

Latina as AC são responsáveis por cerca de 19 a 39% das mortes de crianças durante a 

primeira infância (WHO, 2020b). 

 A etiologia das AC muitas vezes é desconhecida, e grande parte é definida como 

sendo de causa multifatorial, representando cerca de 50 a 75% dos casos (Brent, 2001; WHO, 

2020a). Os casos em que se conhecem a causa da AC normalmente estão relacionados a 

anomalias cromossômicas, doenças monogênicas e a fatores ambientais. Condições 

maternas e exposição a agentes teratogênicos representam grande parte dos fatores 

ambientais, responsáveis por cerca de 10% dos casos das AC (Brent, 2001). 

 A ciência responsável por estudar e entender os mecanismos envolvidos nos efeitos 

dos agentes teratogênicos em sistemas em desenvolvimento, como células germinativas, 

embriões e fetos é a teratologia (do grego teratos logos, 

 (Ujhazy et al., 2012). Os agentes teratogênicos são aqueles 

capazes de interferir no desenvolvimento embrionário, podendo levar a AC (Dicke, 1989). 

Diferentes agentes podem ser classificados como teratogênicos, sendo eles condições 

maternas, drogas ilícitas e lícitas, medicamentos e infecções congênitas e outros agentes 

biológicos, assim como agentes físicos (Brent, 2001; Fraga et al., 2016; Vargesson and 

Fraga, 2017; Moore et al, 2019; Tabela 1). 
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Tabela 1. Principais Agentes Teratogênicos.

Classes Agentes 
Teratogênicos

Exemplos Fenótipos Relacionados Referências

Condições 
Maternas 

 

 

Obesidade 

 

Macrossomia, restrição de 
crescimento fetal, morte fetal 

tardia e defeitos de fechamento 
de tudo neural 

Andreasen et al., 2004 

Norman et al., 2011 

Hipertermia Defeitos de fechamento de 
tubo neural, malformações 

cardíacas e fendas orais 

Dreier et al., 2014 

 Epilepsia Abortamento, hemorragia pré e 
pós-parto, hipertensão, 
nascimento prematuro e 

restrição de crescimento fetal  

Viale et al., 2015 

Drogas Ilícitas Cocaína Nascimento prematuro, 
restrição de crescimento fetal e 
impactos no desenvolvimento 

cognitivo 

Gouin et al., 2011 

Cain et al., 2013 

Drogas Lícitas Tabaco Aumento do risco de 
abortamento, redução do 

crescimento fetal e anomalias 
placentárias 

 

Marufu et al., 2015 

Gould et al., 2020 

 Álcool TEAF e SAF, caracterizada por 
déficit cognitivo, redução de 

peso e crescimento, redução da 
circunferência encefálica e 

fenótipos faciais característicos 

Nayak and Murthy, 2008 

Dejong et al., 2019 

Oei et al., 2020 

Medicamentos Isotretinoína Hidrocefalia, microcefalia, 
microtia ou ausência de 

orelhas, fendas orais, 
malformações cardíacas 

Benke et al., 1984 

et al., 2020 

 Ácido valpróico Meningomielocele, 
malformações cardíacas, 
fendas orais, hipospadia, 

polidactilia, craniossinostose e 
impactos no desenvolvimento 

cognitivo 

Diav-Citrin et al., 2008 

Ornoy et al., 2009 

Jentink et al., 2010 
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Abreviaturas: TEAF: Transtornos do Espectro Alcoólico Fetal; SAF: Síndrome Alcoólica 

Fetal; SNC: Sistema Nervoso Central. 

 

Continuação 

 Misoprostol Malformações de SNC, 
musculoesqueléticas, 

urogenitais, cardiovascular e de 
membros e Síndrome de 

Mobius, caracterizada pela 
paralisia fácil congênita 

Pastuszak et al., 1998 

Vargas et al., 2000 

Opaleye et al., 2010 

Agentes 
Biológicos 

 

Toxoplasmose Hidrocefalia, microcefalia, 
abortamentos, natimortos, 

perda auditiva, coriorretinite e 
impactos no desenvolvimento 

cognitivo 

Jones et al., 2001 

Kieffer and Wallon, 2013 

Fallahi et al., 2018 

 

 
 

 

 

 

 

Rubéola Síndrome Congênita por 
Rubéola, caracterizada por 

cegueira, catarata, 
microftalmia, 

hepatoesplenomegalia, 
malformações cardíacas, 

impactos no desenvolvimento 
cognitivo e no 

neurodesenvolvimento 

Yazigi et al., 2017 

Kaushik et al., 2018 

George et al., 2019 

 

 

 

Citomegalovírus Perda auditiva e impactos no 
neurodesenvolvimento 

Chiopris et al., 2020 

Martinez-Gomez et al., 
2020 

 Herpes vírus Lesões cutâneas, queratite e 
impactos no 

neurodesenvolvimento 

Fa et al., 2020 

Agentes 
Físicos 

 
 

 

Radiação 
Ionizante 

Microcefalia, 
comprometimento cognitivo e 
redução de crescimento se a 
exposição ocorrer antes da 
implantação embrionária 

Gilbert-Barness, 2010 

Vargesson and Fraga, 
2017 
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 Os primeiros relatos da teratologia surgiram a partir da publicação de Hale, em 1935. 

Neste estudo, o autor utilizou porcas grávidas que foram alimentadas com uma dieta 

deficiente em vitamina A. Os resultados evidenciaram a influência da dieta materna no 

desenvolvimento das crias, uma vez que os filhotes das porcas nasceram com um conjunto 

de malformações, sendo a mais evidente delas a cegueira congênita causada pela ausênca 

dos olhos (Hale, 1935). Esses achados foram também confirmados por Josef Warkany em 

1946 usando ratas grávidas, demonstrando que condições maternas podem afetar o 

desenvolvimento (Warkany and Schrafenberger, 1946). Alguns anos após a publicação dos 

experimentos de Hale, relatos de casos de crianças com catarata congênita nascidas de mães 

que tiveram rubéola durante a gestação também foram fundamentais para a demonstração 

de que fatores ambientais poderiam interferir no desenvolvimento dos embriões e fetos. Até 

aquele momento se pensava que a placenta funcionava como uma barreira capaz de evitar 

qualquer dano de origem externa ao concepto (Gregg, 1941). 

Um outro marco na história da teratogênese foi a descoberta do efeito teratogênico 

da talidomida no início da década de 1960. A exposição à talidomida durante o período pré-

natal é capaz de induzir a uma série de malformações, caracterizando a Embriopatia da 

Talidomida. Essas malformações características abrangem principalmente os membros, 

coração, olhos, ouvidos e órgãos internos (Smithelis and Newman, 1992; Vargesson, 2009; 

Vianna et al., 2013; Vargesson, 2015; Kowalski et al., 2015; Fraga et al., 2016; Vargesson, 

2019). A conhecida tragédia da talidomida teve implicações muito importantes em relação 

ao desenvolvimento de novas medicações, ensinando na prática a importância da avaliação 

prévia dos possíveis efeitos teratogênicos de um determinado medicamento através de testes 

de toxicologia reprodutiva e toxicologia do desenvolvimento em mais de um modelo animal 

antes do início dos estudos clínicos. Além disso, a partir da tragédia da talidomida, criaram-

se sistemas de vigilância e de informação no mundo todo (Vargesson, 2013; Vargesson, 

2015). 

A partir dessas primeiras observações relacionadas com efeitos teratogênicos, 

algumas premissas foram propostas por James Wilson em 1949 e publicadas definitivamente 

como os seis princípios da teratologia em 1973 (Wilson, 1973). As principais premissas 

postuladas por Wilson que descrevem os fatores responsáveis por influenciar no efeito 

teratogênico da exposição a um determinado agente estão relacionadas (a) ao estágio de 

desenvolvimento do concepto no momento da exposição ao agente teratogênico, (b) à 
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relação entre a dose de exposição e o efeito observado, (c) ao mecanismo específico 

apresentado por cada agente, (d) à natureza do agente e a importância da heterogeneidade 

genética, ou seja do genótipo materno-fetal para a definição do efeito da exposição. Portanto, 

o efeito da exposição durante a gestação a um determinando agente teratogênico depende de 

diferentes fatores. Dessa forma, observa-se uma variedade de desfechos nos conceptos como 

morte intrauterina, defeitos de desenvolvimento, redução do crescimento fetal, distúrbios 

funcionais, incluindo a possível ausência de efeitos teratogênicos (Moore et al., 2019).  

 Nos anos 1990 foram definidos sete critérios para a identificação de novos agentes 

teratogênicos (Shepard, 1994). Dentre esses critérios estão: a exposição ao agente em 

momentos críticos do desenvolvimento, a apresentação de evidências epidemiológicas, 

descrição detalhadas de casos clínicos, uma exposição ambiental rara relacionada a uma 

malformação igualmente rara e a presença de um sentindo biológico por trás dessas 

associações. Outro critério sugerido pelo autor é a comprovação da teratogenicidade do 

agente utilizando estudos in vivo, que embora não essencial, é fundamental para auxiliar no 

entendimento dos processos e mecanismos de teratogênese de agente teratogênicos 

conhecidos e para avaliar potencias riscos de substâncias cujo potencial teratogênico ainda 

é desconhecido. A partir da demonstração do potencial teratogênico de determinado agente 

e da confirmação dos achados em humanos em um ambiente controlado é possível 

compreender seus mecanismos de ação. 

 

1.2.Teratogênese Experimental 

 

A avaliação e/ou comprovação do potencial teratogênico de determinado agente é 

apenas uma das atribuições da teratogênese experimental. Através de estudos in vivo e 

também in vitro, é possível compreender o potencial teratogênico de novas substâncias e de 

agentes infecciosos, além de serem fundamentais para a determinação dos mecanismos de 

teratogênese implicados. A determinação dos mecanismos relacionados as AC causadas pela 

exposição a determinado agente teratogênico é essencial para a compreensão de todo o 

processo de teratogênese, bem como para desenvolver estratégias preventivas. Portanto, a 

teratogênese experimental possui várias implicações, podendo ser elas voltadas para a 

compreensão e confirmação de risco previamente observado, para a avaliação de potenciais 

riscos ainda desconhecidos, incluindo a avaliação do potencial teratogênico de fármacos e 
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para definição dos mecanismos envolvidos nos efeitos teratogênicos de um determinado 

agente (Vargesson and Fraga, 2017). 

Por razões éticas, a avaliação de teratogênese em humanos é realizada apenas de 

maneira observacional. Neste contexto, os modelos animais são essenciais para a condução 

de intervenções experimentais e avaliações de desfechos. Esses modelos são fonte principal 

de conhecimento sobre o potencial teratogênico de muitos agentes, que posteriormente pode 

ser extrapolado para os humanos (Vargesson and Fraga, 2017). 

No desenvolvimento de fármacos, os estudos em toxicologia reprodutiva e do 

desenvolvimento necessitam utilizar duas espécies de modelos experimentais, sendo uma 

delas alternativa aos roedores, já que a sensibilidade a determinados agentes teratogênicos 

varia muito entre diferentes espécies, como observado nos experimentos com talidomida 

(Wilson, 1973; Janer et al., 2008; Vargesson, 2013; Vargesson, 2015). Os animais mais 

utilizados como modelos experimentais para a avaliação do potencial teratogênico de 

fármacos e também para compreender os mecanismos que levam às malformações são 

embriões de zebrafish, galinha, roedores, porcos, porcos da índia, coelhos e primatas não 

humanos (Janer et al., 2008; Therapontos et al., 2009; Ema et al., 2010; Ito et al., 2010; 

Cassina et al., 2012; Mahony et al., 2013, Beedie et al., 2015, 2016a, 2016b, 2017; Macedo 

et al., 2015; Cugola et al., 2016; Darbellay et al., 2017). A partir do estabelecimento de 

modelos experimentais em diferentes espécies, foi possível observar e definir os efeitos 

fenotípicos de determinados agentes teratogênicos (Tabela 2). 

A definição da espécie animal a ser utilizada como modelo experimental para cada 

estudo é baseada em diferentes aspectos, como o tempo de desenvolvimento, acessibilidade 

aos órgãos e estruturas potencialmente afetados e suscetibilidade da espécie ao agente 

teratogênico (Cassina et al., 2012). Além disso, aspectos relacionados a manutenção, 

facilidade de manipulação e limitações éticas também são considerados. Como a 

sensibilidade a cada agente teratogênico varia de acordo com as espécies, a escolha do 

modelo experimental animal deve levar em consideração a utilização de animais que são 

sensíveis aos efeitos teratogênicos do agente que será avaliado. Por exemplo, a sensibilidade 

à talidomida varia de acordo com a espécie, sendo os roedores menos sensíveis aos efeitos 

teratogênicos do fármaco, ao contrário dos embriões de galinha (Janer et al., 2008; 

Vargesson, 2015). 
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Abreviaturas: PNH: Primatas não-humanos; SAF: Síndrome Alcoólica Fetal. 

 

 A utilização de animais vertebrados não mamíferos para experimentos relacionados 

a teratogênese experimental como embriões de zebrafish e de galinha é uma excelente 

alternativa. Além de minimizar o uso de mamíferos, que normalmente necessitam de uma 

estrutura mais complexa de cuidado animal, apresentam uma manipulação simplificada em 

relação a outros animais de maior porte e possuem o desenvolvimento semelhante ao dos 

Tabela 2. Exemplos de teratógenos cujos estudos em animais demonstram anomalias 
congênitas semelhantes às observadas em humanos.  

Agente 
Teratogênico 

Espécies  Fenótipos Relacionados Referências 

Talidomida e 
seus análogos 

Embriões de 
zebrafish, galinha, 
PNH e roedores 

Defeitos de membros Therapontos et al., 
2009: Ema et al., 

2010: Ito et al., 2010: 
Vargesson, 2019 

 

Ácido 
Valpróico 

 

 

 

Ácido 
Retinóico 

 

 

 

Cádmio 

 

 

 

 

Álcool 

 

 

Embriões de 
zebrafish, galinha e 

roedores 

 
 

 

Embriões de 
galinha 

 

 

Embriões de 
galinha, zebrafish e 

roedores 

 

 

Embriões de 
galinha 

Redução de crescimento, 
malformações cardíacas, 

de formação de tubo 
neural e defeitos de 

membros 

 

 

Malformações Oculares 

 

 

 

Defeitos de membros e 
malformações cardíacas e 

de formação de tubo 
neural 

 

 

Malformações 
características de SAF 

  

Whitsle et al., 2002; 
Gilbert-Barness, 

2010 

 

 

Hyatt et al., 1992; 
Vargesson and Fraga, 

2017 

 

 

Cullinane et al., 
2009; Yamamoto et 
al., 2012; Vargesson 

and Fraga, 2017 

 

Smith, 2008; Ali 
Laghari et al., 2015 
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mamíferos, tornando possível a extrapolação dos achados em animais para humanos 

(Vargesson and Fraga, 2017). 

Assim como em estudos observacionais realizados com humanos, a ética é 

fundamental e rege os princípios de uso dos animais como modelos experimentais para os 

estudos de teratogênese experimental. Para tanto, o Centro Nacional de Reutilização, 

Refinamento e Redução do Uso de Animais na Pesquisa (National Center for Replacement, 

Refinement and Reduction of Animals in Research, em inglês- NC3Rs; www.nc3rs.org.uk/) 

foi criado, executando o conceito dos 3Rs: substituição (replacement), redução (reduction) 

e refinamento (refinement) do uso de animais, primeiramente estabelecidos por Russell and 

Burch em 1959.  

A substituição está relacionada a utilização de outros modelos sempre que possível, 

buscando acelerar o desenvolvimento de novas tecnologias que possibilitem a redução do 

uso de animais. Já a redução de uso procura selecionar métodos que minimizem o número 

de animais envolvidos nos experimentos, buscando utilizar o menor número possível 

necessário para que o estudo seja replicável e robusto, o que pode ser realizado através de 

um desenho experimental adequado e um estudo piloto capaz de estimar o menor n amostral 

necessário (Russell and Burch, 1959). 

 Por fim, o refinamento do uso está relacionado com a minimização do sofrimento 

dos animais e a preocupação com a qualidade de vida dos mesmos. Dessa forma, respeitando 

todos princípios e com a aprovação de um Comitê de Ética, os estudos de teratogênese 

experimental utilizando animais como modelos experimentais podem ser realizados de 

forma adequada.  

 

1.3. Embriões de galinha e seu uso na teratogênese experimental 

  

 Nos últimos 50 anos, os estudos com embriões de galinha (Gallus gallus) 

contribuíram muito para o avanço dos conhecimentos relacionados a biologia do 

desenvolvimento (Stern, 2004). Este modelo tem sido muito importante para a compreensão 

de mecanismos no desenvolvimento de órgãos e sistemas, como por exemplo de membros e 

sistema nervoso central (SNC) (Tickle et al., 1975; Vargesson et al., 1997; Lewandoski et 

al., 2000; Stern, 2004; Davey and Tickle, 2007; Towers and Tickle, 2009; Vergara and 

Canto-Soler, 2012; Mahony and Vargesson, 2013). São também um modelo muito utilizado 
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para estudos relacionados a virologia e teratogênese experimental, como para a avaliação do 

potencial teratogênico de fármacos em desenvolvimento (Beedie et al., 2016a; Dong and 

Liang, 2018). Além disso, são modelos interessantes para estudos com agentes teratogênicos 

que tenham efeitos no desenvolvimento do SNC, como por exemplo o ZIKV, já que 

apresentam um desenvolvimento de SNC correlato ao dos humanos (Wallis et al., 2004; 

Stern, 2004). 

A utilização de embriões de galinha como modelo experimental está baseada nas 

inúmeras vantagens que esse modelo animal apresenta. Além da facilidade de manipulação 

e de manutenção, a visualização in vivo proporciona o acompanhamento direto do 

desenvolvimento dos embriões (Davey and Tickle, 2007; Vergara and Canto-Soler, 2012; 

Bjornstad et al., 2015). O embrião apresenta um tamanho ideal que permite sua visualização 

macroscópica e não possui influência do metabolismo materno, já que ocorre in ovo, o que 

também é interessante em termo éticos, já que não é necessário o sacrifício materno para a 

avaliação dos desfechos. Portanto, os embriões de galinha, além de serem muito importantes 

e efetivos para estudos com biologia do desenvolvimento e teratogênese experimental, 

também se enquadram no conceito dos 3Rs antes mencionado (Beedie et al., 2017; 

Vargesson and Fraga, 2017; Davey et al., 2018). 

No que se refere as características de desenvolvimento embrionário, entre a 

fertilização e a eclosão do ovo são necessários apenas 21 dias. Nos três primeiros dias 

ocorrem a gastrulação, neurulação, o início da histogênese e em seguida se inicia a formação 

dos brotos dos membros e outros órgãos como olhos e cérebro (Hamburger and Hamilton, 

1951; Davey et al., 2018; Vilches-Moure, 2019).  O estagiamento dos embriões de galinha 

se baseia na escala desenvolvida por Hamburguer and Hamilton (1951), elaborada de acordo 

com importantes marcos do desenvolvimento desses animais. Os estágios facilitam a 

comparação dos períodos de desenvolvimento dos embriões de galinha e dos humanos, 

tornando possível a extrapolação dos achados nesses modelos animais para outras espécies.  

Outra razão que evidencia a relevância deste modelo é que o genoma das galinhas, 

que foi o primeiro genoma de animais amnióticos não-mamíferos sequenciado 

(Internacional Chicken Genome Sequencing Consortium, 2004), compartilha um nível de 

complexidade transcricional similar ao do genoma dos humanos, apesar de apresentarem um 

número menor de genes (Cheng and Burt, 2018). Por outro lado, parte das limitações 

envolvidas no uso de embriões de galinha como modelo experimental estão relacionadas a 
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manipulação genética desses animais. Devido à dificuldade de acesso ao embrião nos 

primeiros estágios de fertilização e desenvolvimento, ainda com o ovo dentro da galinha, a 

utilização de técnicas como knockout de genes específicos através de recombinação 

homóloga se torna complicada. Porém, com a aplicação de novas técnicas de edição 

genômica, novas oportunidades de uso dos embriões de galinha estão sendo geradas (Stern, 

2018). A aplicação de técnicas que sejam capazes de silenciar a expressão de determinados 

genes como siRNA (pequenos RNAs de interferência, small interfering RNA, em inglês), 

RNAi (RNAs de interferência, interfering RNA, em inglês) e RCAS (ALV LTR Competente 

para Replicação com Aceitador de Junção, Replication Competent ALV LTR with a Splice 

aceptor, em inglês), além de CRISPR/Cas9 (Agrupado com intervalos Regulares entre 

Repetições Palindrômicas Curtas com Proteína 9 Associada, Clustered Regularly 

Interspaced Short Palindromic Repeats associated- protein 9, em inglês) são alternativas 

para superar as limitações desse modelo (Logan and Tabin, 1998; Krull, 2004; Stern, 2018; 

Williams et al., 2018; Chojnacka-Puchta and Sawicka, 2020).  

Os embriões de galinha têm sido utilizados na compreensão dos mecanismos de 

teratogênese de agentes teratogênicos como o ácido valpróico, o álcool, a cocaína, a nicotina 

e o ácido retinóico (Wiens et al., 1992; Venturini and Sparber, 2001; Cullinane et al., 2009; 

Hsieh et al., 2012; Yamamoto et al., 2012; El-Beltagy et al., 2015). Ademais, também são 

utilizados para estabelecimento de modelos experimentais de embriopatia ou síndromes 

causadas pela exposição a teratógenos, como em relação a Síndrome Congênita por ZIKV e 

a Embriopatia por Talidomida (Therapontos et al., 2009; Ito et al., 2010; Ema et al., 2010; 

Goodfellow et al., 2016a; Thawani et al., 2018). Nesse sentido, os embriões de galinha foram 

essenciais para a demonstração do potencial antiangiogênico da talidomida e de mecanismos 

relacionados a proteína Cereblon (Therapontos et al., 2009; Vargesson, 2009; Ito et al., 

2010; Davey et al., 2018). 

 

1.4. Vírus Zika (ZIKV) e a Síndrome Congênita pelo Vírus Zika 

 

O ZIKV foi primeiramente descrito em 1947, após ter sido isolado de amostras de sangue 

de macacos Rhesus (Macaca mulata) (Dick et al., 1952). Como os demais flavivírus, é 

transmitido majoritariamente através dos vetores do gênero Aedes, porém sua transmissão 

pelas vias congênita, perinatal e sexual também é possível (Musso et al., 2015; Cugola et 
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al., 2016; Plourde and Bloch, 2016). Durante muitos anos, apenas casos de infecções 

esporádicos e isolados foram registrados, sendo os primeiros casos de infecção em humanos 

reconhecidos em 1954 na Nigéria (Macnamara, 1954). Já a transmissão do ZIKV através do 

vetor urbano Aedes aegypti somente foi observada em 1966 na Malásia (Marchette et al., 

1969). Nos anos de 2007 e 2013 alguns surtos localizados foram registrados no Gabão, na 

África e nas Ilhas Yap e Guão, na Micronésia, Polinésia Francesa e outras ilhas na Oceania 

(Musso et al., 2014; Weaver et al., 2016). Em termos clínicos, a infecção por ZIKV é, na 

maioria das vezes, assintomática, porém quando sintomática, apresenta sintomas muito 

similares aos da infecção pelo vírus da dengue (DENV), caracterizada por erupções 

cutâneas, febre baixa e intermitente e dores musculares e de cabeça. Além disso, não tão 

frequentemente, a infecção por ZIKV pode ter consequências mais severas como a síndrome 

de Guillain-Barré (Zanluca et al., 2015; Cao-Lormeau et al., 2016).  

A infecção por ZIKV passou a ter notoriedade e relevância em 2015, quando uma 

epidemia foi registrada na região Nordeste do Brasil. A epidemia de infecção por ZIKV foi 

acompanhada por um aumento significativo dos casos de crianças nascidas com 

microcefalia, o que chamou atenção e levantou a hipótese de que esses fatos estariam 

relacionados (Marrs et al., 2016; Bautista, 2018). Em 2016, essa associação foi confirmada 

através da aplicação dos critérios de Shepard e de Bradford-Hill (Rasmussen et al., 2016). 

A exposição à infecção por ZIKV durante a gestação foi relacionada a uma síndrome 

malformativa com dano cerebral importante onde microcefalia era a característica mais 

frequente, conhecida atualmente como Síndrome Congênita pelo Vírus Zika (SCZ) (Schuler-

Faccini et al., 2016a e b; de Araújo et al., 2016; Del Campo et al., 2017). 

A SCZ é caracterizada principalmente pelo acometimento do SNC, podendo 

apresentar fenótipos de menor ou maior gravidade, indicando que o ZIKV é capaz de induzir 

a disrupção do desenvolvimento do SNC (Schuler-Faccini et al., 2016b; Del Campo et al., 

2017). Além disso, o acometimento do SNC geralmente é acompanhado por deficiências 

motoras, além de graves manifestações neuro-cognitivas (Del Campo et al., 2017).  

Nesse sentido, é importante salientar que assim como os demais agentes 

teratogênicos e de acordo com as premissas postuladas por Wilson (1973), nem todos os 

indivíduos expostos a infecção por ZIKV durante a gestação apresentam desfechos 

relacionados com SCZ. Efetivamente, apenas cerca de 45% das crianças expostas nascem 

com algum fenótipo relacionado com a síndrome (Schuler-Faccini et al., 2016a; Del Campo 
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et al., 2017). Fatores genéticos também estão relacionados com a maior suscetibilidade a 

desfechos mais severos após a exposição ao ZIKV durante o desenvolvimento (Santos et al., 

2019; Gomes et al., 2021; de O da Silva et al., 2021). Além disso, estudos sugerem que 

condições maternas, como desnutrição, também podem estar relacionadas a maior 

suscetibilidade a SCZ e severidade dos desfechos, o que poderia ser um cofator para a maior 

incidência de casos de SCZ em determinadas regiões do Brasil com menor poder econômico 

(Gilbert-Jaramillo et al., 2019; Barbeito-Andrés et al., 2020). 

 

1.5. Modelos experimentais em ZIKV: achados morfológicos e de mecanismos 

de teratogênese 

Experimentos in vitro e in vivo vem sendo fundamentais para a compreensão dos 

mecanismos de ação do ZIKV responsáveis pela indução da disrupção do desenvolvimento 

do SNC e dos demais fenótipos relacionados a SCZ (Pena et al., 2018). Estudos com culturas 

celulares e com organoides demonstram que o ZIKV infecta células pluripotentes, ativando 

sua diferenciação prematura, além de indução de morte celular, ocasionando a redução da 

multiplicação celular antes da diferenciação e gerando uma posterior diminuição no número 

celular, o que levaria a uma consequente redução na espessura de regiões cerebrais (Qian et 

al., 2016; Souza et al., 2016; Tang et al., 2016 Gabriel et al., 2017). Apesar do 

estabelecimento de alguns mecanismos importantes para a geração dos efeitos teratogênicos 

observados após a exposição ao ZIKV durante o desenvolvimento, ainda há muitas perguntas 

a serem respondidas. 

O estabelecimento de modelos experimentais in vivo utilizando diferentes espécies 

animais está sendo fundamental para a compreensão não só dos mecanismos envolvidos na 

teratogênese do ZIKV, mas também para a geração de conhecimentos relacionados a 

biologia do vírus, podendo ter variadas implicações, incluindo desenvolvimento de vacinas 

(Caine et al., 2018; Pena et al., 2018; Nazerai et al., 2019; Xu et al., 2019). Os principais 

modelos animais experimentais utilizados para estudos relacionados ao ZIKV e seus 

principais achados morfológicos e relacionados a mecanismos de teratogênese do vírus estão 

sumarizados na Tabela 3. 
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Tabela 3: Principais modelos animais utilizados para estudos com ZIKV. 

Principais 
Modelos 

para ZIKV 

Achados 
Morfoanatômicos 

Achados 
Patológicos 

Achados 
Moleculares 

Referências 

Roedores 

Microcefalia, 
malformações 

oculares e 
displasia 

hipocampal 

Disrupção da 
neurogênese, 

desenvolvimento 
vascular anormal, 

ativação da 
microglia, 

desregulação do 
ciclo celular e 

apoptose 

Redução da 
expressão de 

genes 
relacionados a 
microcefalia e 
neurogênese 

cortical; aumento 
da expressão de 

genes 
relacionados a 

resposta imune, 
apoptose, resposta 

antiviral, de 
receptores de 
flavivírus, de 

resposta a hipóxia 
e da via do 
interferon 

Cugola et al., 
2016; Grant et al., 

2016; Li et al., 
2016; Shao et al, 
2016; Wu et al., 
2016; Vermillion 

et al., 2017; 
Xavier-Neto et al., 

2017; Garcez et 
al., 2018; Shi et 

al., 2018; Yockey 
et al., 2018; 

Khaiboullina et al., 
2019; Liang et al., 
2019; Rathore et 

al., 2019; 
Barbeito-Andrés et 

al., 2020 

PNH 

 
Lesões cerebrais, 

diminuição do 
crescimento fetal e 
displasia de retina 

 
 
 

Microcalcificações, 
gliose 

periventricular, 
redução da 

proliferação das 
células 

neuroprogenitoras 
e necrose neuronal 

 
 
  

 
  

 
 

Adams Waldorf et 
al., 2016; Adams 

Waldorf et al., 
2018; Gurung et 

al., 2018; Martinot 
et al., 2018; Mohr 

et al., 2018; 
Rayner et al., 

2018; Gurung et 
al., 2019 

Porcos 

Menor peso e 
estatura ao 

nascimento e 
microcefalia 

Neuropatologia, 
depleção de 
neurônios no 

córtex 

Superexpressão de 
genes de vias de 

resposta antiviral e 
da via do 

interferon; 
Redução da 
expressão de 

genes 
relacionados a 

mitose 

Darbellay et al., 
2017; Wichgers et 
al., 2018; Udenze 

et al., 2019 
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continuação     

Embriões 
de Galinha 

Redução de 
crescimento e 
diminuição do 

perímetro 
encefálico e 

fenótipos 
dimórficos do 
ouvido interno 

 
Alteração da 

expressão de shh, 
bmp7 e fgf8 

Goodfellow et al., 
2016; Willard et 

al., 2017; Cairns et 
al., 2018; Thawani 

et al., 2018; 
Thawani et al., 

2020 

Abreviaturas: PNH: Primatas não-humanos; shh: Proteína Sonic Hedghog; bmp7: 

Proteína Morfogenética do Osso; fgf8: Fator de Crescimento de Fibroblasto 8. 

 

Apesar de não serem naturalmente suscetíveis a infecção por ZIKV, os roedores 

aparecem como sendo os modelos animais mais utilizados para diferentes abordagens 

relacionadas ao vírus (Cugola et al., 2016). A utilização de animais knockout 

imunossuprimidos devido a uma deficiência na via de sinalização do interferon (IFN) é uma 

das estratégias aplicadas para tornar esses animais suscetíveis a infecção pelo ZIKV (Grant 

et al., 2016; Xu et al., 2019). Além disso, a utilização de doses maiores de vírus também é 

uma alternativa para transpor a limitação do uso de roedores, assim como a utilização de 

drogas imussupressoras (Cugola et al., 2016; Li et al., 2016; Xavier-Neto et al., 2017). 

A frequência de uso desses animais se deve principalmente por apresentarem uma 

série de vantagens como baixo custo, tempo de reprodução curto, ninhadas numerosas e 

facilidade de manuseio e manutenção (Caine et al., 2018). A confirmação da transmissão 

vertical do ZIVK e seus efeitos embrionários/fetais em animais foi primeiramente 

demostrada utilizando camundongos como modelo (Cugola et al., 2016). Desde então, 

muitos outros estudos utilizando roedores foram realizados (Tabela 3), gerando 

conhecimentos importantes principalmente relacionados a patogênese do ZIKV. Apesar da 

importância desse modelo experimental, existem limitações em relação a extrapolação dos 

achados para humanos devido às diferenças fisiológicas, estruturais e imunológicas entre 

esses organismos (Xu et al., 2019). Nesse contexto, a utilização de modelos animais 

experimentais mais próximos evolutivamente dos humanos é fundamental, como é o caso 

dos primatas não-humanos. 
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Os primatas não-humanos, apesar de apresentarem limitações relacionadas com a sua 

manutenção, custo e questões éticas, são de importância fundamental em estudos da 

teratologia do ZIKV. Sua utilização está muito relacionada à similaridade desses organismos 

com os humanos no que diz respeito à fisiologia, placentação e relação materna-fetal 

(Hendrickx and Binkerd, 1990; Pena et al., 2018; Mohr, 2018). Muitos achados 

morfológicos importantes foram observados utilizando principalmente macacos Rhesus 

(Macaca mulatta) e babuínos (Papio anubis; Tabela 3; Adams Waldorf et al., 2016; Adams 

Waldorf et al., 2018; Gurung et al., 2018; Martinot et al., 2018; Mohr et al., 2018; Gurung 

et al., 2019). Um campo emergente atualmente é a utilização de primatas não-humanos 

(PNH) para a compreensão dos efeitos em longo prazo no neurodesenvolvimento da 

exposição à infeção pelo ZIKV durante a gestação, completando observações clínicas em 

humanos (Mohr, 2018).  

Outros modelos experimentais alternativos também têm sido utilizados para o 

entendimento das vias moleculares afetadas por ZIKV. Por apresentaram fisiologia bastante 

similar a dos humanos, os porcos são um bom modelo para o estudo das alterações 

morfológicas causadas pela infecção pelo ZIKV (Meurens et al., 2012). Adicionalmente aos 

achados morfológicos (Tabela 3), Darbellay e colaboradores (2017) também identificaram a 

superexpressão de genes relacionados a vias de resposta antiviral e de produção de interferon 

e a redução da expressão de genes relacionados a mitose. 

Os embriões de galinha, por apresentarem várias vantagens em seu uso (já citadas 

anteriormente na sessão 1.7.), vêm sendo utilizados para o estabelecimento de modelos 

experimentais de SCZ e para o entendimento dos mecanismos teratogênicos do ZIKV 

(Goodfellow et al., 2016; Willard et al., 2017; Cairns et al., 2018; Thawani et al., 2018; 

Thawani et al., 2020). Interessantemente, logo após a identificação do ZIKV em 1947, 

estudos utilizando embriões de galinha foram realizados para a compreensão da sua biologia 

(Taylor, 1952). Os embriões de galinha também foram a ferramenta utilizada para o 

estabelecimento de modelos experimentais da SCZ, corroborando com os demais dados 

observados em humanos e gerados através de estudos utilizando outros animais como 

modelo experimental (Goodfellow et al., 2016; Willard et al., 2017; Cairns et al., 2018; 

Thawani et al., 2018; Thawani et al., 2020). 

Através do estudo de Goodfellow e colaboradores (2016) foi comprovado que os 

embriões de galinha são suscetíveis e permissíveis a infecção por ZIKV, além de terem 
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conseguido demonstrar que a injeção direta de ZIKV no encéfalo em desenvolvimento 

causava também efeitos letais e dano progressivo ao SNC. Willard e colaboradores, também 

utilizando embriões de galinha como modelo experimental, e também utilizando uma 

estratégia de infecção por injeção direta no SNC, avaliaram o tempo de sobrevivência dos 

embriões expostos a infecção. Em termos de mecanismos de teratogênese, Thawani e 

colaboradores (2018) demonstraram que o vírus causa a redução da expressão de 

morfógenos importantes para o desenvolvimento encefálico (Tabela 3). Mais recentemente, 

esse mesmo grupo publicou um novo estudo sobre os efeitos da injeção de ZIKV diretamente 

na orelha interna em desenvolvimento (Thawani et al., 2020), onde demonstraram que a 

infecção pelo ZIKV pode levar a fenótipos dimórficos nesta região do órgão. Assim, a 

deficiência auditiva apresentada por algumas crianças com SCZ pode ser devida não só a 

disrupção do desenvolvimento do SNC, mas também a efeitos do vírus diretamente na orelha 

em desenvolvimento (Thawani et al., 2020). Cairns e colaboradores (2018) estabeleceram 

também um modelo experimental para testar o potencial de niclosamida, um anti-helmíntico, 

em reduzir os efeitos de ZIKV no desenvolvimento encefálico desses embriões. Neste 

estudo, utilizando uma estratégia de infecção diferenciada, por meio da inoculação de células 

neuroprogenitoras diretamente no mesencéfalo em desenvolvimento, foi observado que a 

niclosamida é capaz de reduzir os danos causados pela exposição a infecção (Cairns et al., 

2018). 

Estes estudos, ainda que muito importantes, apresentam algumas limitações. Todos 

os modelos apresentam uma forma de inoculação invasiva. Os embriões são sensíveis, visto 

que estão em pleno desenvolvimento e, ademais da ação teratogênica do vírus, uma 

manipulação realizada de forma inadequada ou muito invasiva pode ser fatal e acrescentar 

muitos vieses ao experimento. Ademais, esses estudos se centram principalmente na 

avaliação dos efeitos da exposição ao ZIKV no SNC e acabam por não realizar uma análise 

morfológica completa. A falta de uma análise morfológica completa acaba ocasionando 

também a falta de uma análise molecular completa, que será fundamental para a 

determinação dos mecanismos teratogênicos envolvidos nos fenótipos relacionados a 

infecção por ZIKV durante o desenvolvimento.  
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Justificativa e Objetivo 
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2.1. Justificativa 

 

Apesar de a epidemia de casos de infecção por ZIKV e o consequente aumento de 

casos de microcefalia terem ocorrido em 2015, tragédia que acometeu milhares de 

indivíduos, e atualmente as taxas de infecção estarem declínio, foram registrados no Brasil 

609 casos prováveis em gestantes, desses apenas 214 confirmados em 2020 de acordo com 

dados do Ministério da Saúde (Boletim Epidemiológico 3, 2021). Além disso, há muitas 

regiões brasileiras que não foram atingidas pelas primeiras ondas de 2015 e 2016, havendo 

significativa parte da população não imune ao vírus (Netto et al., 2017). Logo, a possiblidade 

de ocorrência de epidemias localizadas em outras regiões, como a região Sul, pouco atingida 

inicialmente, é preocupante. 

Ainda não há uma vacina efetiva para o ZIKV e as mudanças climáticas ocasionadas 

pelo aquecimento global preocupam, já que o mosquito Aedes aegypti vem se adaptando a 

diferentes habitats e pode vir a se instalar em novas regiões (Reinhold et al., 2018; Lwande 

et al., 2019). Assim, com a propagação do vetor, as doenças por ele transmitidas também 

podem propagar-se, acometendo novas populações (Brady and Hay, 2019).  

Portanto, são necessários estudos que objetivem compreender melhor os efeitos do 

ZIKV sobre o desenvolvimento embrionário através de uma descrição morfológica mais 

detalhada, bem como entender os mecanismos teratogênicos da SCZ, gerando assim a 

possibilidade de prevenção dos possíveis efeitos teratogênicos da exposição ao vírus durante 

a gestação. Nesse sentido, o estabelecimento de modelos experimentais para estudos in vivo 

é uma ferramenta fundamental e que pode ser aplicada e utilizada para a geração de 

diferentes conhecimentos. 
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2.2. Objetivo Geral 

 

O objetivo geral deste trabalho foi estabelecer um modelo experimental para a 

Síndrome Congênita por ZIKV utilizando embriões de galinha. 

 

2.3. Objetivos Específicos 

 

a) Estabelecer o modelo experimental infectando os embriões de forma não 

invasiva; 

 

b) Testar diferentes titulações virais para a definição da titulação ideal para os 

experimentos; 

 

c) Analisar os efeitos teratogênicos de ZIKV em embriões de galinha em 

desenvolvimento, focando em alterações morfológicas causadas pela infecção. 

 

d) Avaliar a cinética da infecção viral, bem como o aparecimento de malformações 

ao longo dos primeiros cinco dias após a infecção. 
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Vianna FSL, de Souza DOG, Roehe PM, Schuler-Faccini L, Fraga LR (2021) Zika 

virus-induced brain malformations in chicken embryos. Birth Defects Res 113:22-31. 
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Abstract 

 Background: Zika virus (ZIKV) was confirmed to be related to microcephaly in 

2016. However, there is still a need for understanding the embryonic morphological changes 

induced by ZIKV and when they occur. Here, chicken embryos were chosen as experimental 

model of ZIKV to evaluate virus-associated morphological alterations that might take place 

during embryonic development. 

 Methods: A screening with different viral doses was conducted in embryos at HH 

Stage 10-12 (E1.5) as well as a follow up of the first 5 days postinfection (dpi) was performed 

to observe the main morphologic changes post ZIKV infection. 

 Results: ZIKV exposed embryos presented a higher prevalence of mortality and 

defects such as brain malformation when compared to controls. Moreover, we observed that 

the phenotypes become more evident at 4dpi, when the viral load quantification reaches a 

peak. 

 Conclusions: We found that ZIKV exposed embryos presented a high prevalence of 

mortality and central nervous system (CNS) abnormalities in a dose-dependent manner. The 

phenotype was more evident 4 days postinfection, when the viral load quantification reached 

a peak. 

 Keywords: bird; birth defects; cell culture; congenital ZIKV syndrome; embryo 

manipulation; encephalon; reduction. 
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 Neste trabalho estabelecemos um modelo experimental para a Síndrome Congênita 

por ZIKV através de uma abordagem de infecção alternativa e menos invasiva quando 

comparada às comumente usadas em estudos de embriões de galinha. Através da aplicação 

viral sobre o embrião e não por meio de injeção direta no SNC ou na camada subgerminativa, 

como realizado nos demais trabalhos utilizando este modelo experimental (Goodfellow et 

al., 2016; Willard et al., 2017; Cairns et al., 2018; Thawani et al., 2018; Thawani et al., 

2020), foi possível a geração de malformações muito semelhantes aos encontrados em 

pacientes expostos pela infecção do ZIKV ao longo da gestação. Diferentemente dos demais 

trabalhados citados, que apenas demonstraram alterações de tamanho das estruturas do SNC, 

como redução do perímetro encefálico ou do mesencéfalo, o presente modelo experimental 

foi importante para a demonstração de malformações efetivas e não somente no SNC, mas 

também em outros órgãos, como os olhos. 

 Para o estabelecimento do modelo foram testadas várias titulações virais visando a 

definição da melhor titulação em termos de desfecho, ou seja, uma titulação viral capaz de 

causar as malformações almejadas, porém sem que houvesse uma taxa de mortalidade alta 

dos embriões. Através da realização de uma avaliação fenotípica, foi definida então que a 

titulação 3x104 Unidades Formadoras de Placa (PFU) de ZIKV era a ideal para o seguimento 

dos demais experimentos. 

 Cabe salientar também que além de ser diferente na abordagem de infecção, esse 

trabalho foi o primeiro a realizar um acompanhamento fenotípico ao longo de cinco dias 

após a infeção viral, sendo possível a observação da cinética de infecção e os momentos 

críticos para a evidenciação das malformações. Nesse contexto, o quarto dia após a infecção 

por ZIKV é importante pois é quando se observou um pico da replicação viral e também o 

momento em que as malformações observadas nos embriões infectados se tornam mais 

evidentes. A partir do estabelecimento desse novo modelo e já compreendendo melhor a 

cinética de infecção, é possível utilizar ferramentas para compreensão dos mecanismos 

moleculares envolvidos na ação teratogênica do vírus, principalmente por meio da avaliação 

da expressão de diferentes genes que possam estar envolvidos. 

 A partir deste modelo experimental utilizando uma estratégia de infecção menos 

invasiva e que estabeleceu os momentos críticos de replicação viral e aparecimento das 

malformações, será possível executar diferentes investigações relacionadas a mecanismos e 
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avaliação de compostos com potencial de reduzir e resgatar os danos causados pelo ZIKV. 

Assim, estudos de expressão gênica, metilação e proteômica são perspectivas desse trabalho. 

 Portanto, aqui estabelecemos um modelo experimental para SCZ utilizando embriões 

de galinha e por meio de uma estratégia de infecção menos invasiva quando comparada as 

utilizadas pelos demais trabalhos. O modelo estabelecido será fundamental para continuar 

desvendando os mecanismos moleculares envolvidos na teratogenicidade do ZIKV. A partir 

do conhecimento dos mecanismos de teratogênese do vírus, novas estratégias de prevenção 

e de resgate das malformações resultantes à exposição poderão ser desenvolvidas, 

contribuindo para a prevenção de AC na população. 
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