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TÍTULO 

 
“Infección congénita por virus del Zika perspectiva básica y clínica: efectos en el 

desarrollo craneofacial y dental de algunos niños en el Valle del Cauca 2019-2021” 
 
 

1. RESÚMEN: 
 
Introducción: El virus del Zika (ZIKV) fue declarado pandemia pública por la OMS 
en febrero de 2016, luego de demostrar su neurotoxicidad. Durante los brotes de 
infección reciente en Brasil, Colombia y en las Américas - 2015, fue posible 
relacionar el ZIKV con graves consecuencias para la salud como fueron, la 
microcefalia, el síndrome congénito del zika (SCZ) en los niños y el síndrome de 
Guillain-Barré, en adultos. En Colombia durante el periodo epidémico, el Valle del 
Cauca y Huila fueron los departamentos que mas reportaron casos de infección 
congénita por el ZIKV. 
 
Se han identificado como signos y síntomas asociados al SCZ: bajo peso al nacer, 
neurodesarrollo deficiente que afecta la locomoción e independencia de los niños, 
alteraciones oculares, alteraciones en el lenguaje, retardo en el aprendizaje, 
disminución de la audición, epilepsia, disfagia, y calcificaciones cerebrales, entre 
otras. Teniendo en cuenta que los dientes y el tejido ecto-mesenquimal (esquelético, 
odontogénico, cartilaginoso y tejido conectivo) se originan también de células 
derivadas de la cresta neural, y que ellas son potencialmente susceptibles a la 
infección por ZIKV, se presume que los componentes del sistema estomatognático 
también están afectados. Sin embargo, se ha documentado mucho mejor el impacto 
en los tejidos derivados del Sistema Nervioso Central (SNC), y es muy escasa la 
información sobre los efectos del ZIKV en tejidos los derivados del ecto-
mesénquima, así como de las consecuencias y los posibles efectos en los tejidos 
craneofaciales que se componen de tejido conectivo, huesos y dientes. Algunos 
estudios reportan alteraciones en el desarrollo de la oclusión y dentición., tales como 
el retraso en la erupción del primer diente temporal, hipoplasia del esmalte, 
anquiloglosia, diferencias en la anatomía del paladar, anomalías dentales de forma, 
número y cronología de la erupción. La presencia de mayor tasa de salivación, 
irritabilidad y mayores diastemas, también han sido descritos en niños con  el SCZ. 
Por lo tanto, es crucial continuar expandiendo el conocimiento en el área para 
describir completamente,  y así poder prevenir, las consecuencias deletéreas en el 
desarrollo craneofacial del SCZ.  
Nos planteamos  la siguiente pregunta de investigación: ¿cuáles son los efectos en 
el desarrollo craneofacial y dental en niños que fueron expuestos neonatalmente a 
ZIKV en el Valle del Cauca  y podría el perfil de la transcriptómica de la infección 
ZIKV en un modelo in vitro de células embrionarias pluripotenciales dar nuevos 
indicios de los genes y vías moleculares implicados en los defectos craneofaciales 
del SCZ?   
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Objetivo: Determinar los efectos de la infección congénita por el ZIKV sobre el 
desarrollo dental y craneofacial, desde una perspectiva básica y clínica. 
 
Materiales y métodos: Para cumplir el objetivo se desarrollaron cuatro fases de 
estudio, desde la revisión de literatura (Capítulo I), un análisis exploratorio de casos 
con SCZ y un grupo de controles sanos, apareados por edad (Capítulo II), un 
modelo in vitro  de infección con ZKV en células carcinoembrionarias 
pluripotenciales (Capítulo III) y finalmente un análisis comprensivo de genes y vías 
moleculares afectados en las células pluripotenciales embrionarias y las 
diferenciadas a linaje neural del modelo in vitro y su relación con  fenotipos 
craneofaciales del SCZ (Capítulo IV)   
En el estudio clínico odontológico se evaluaron 14 niños con infección congénita por 
ZIKV, expuestos durante la epidemia en Colombia (septiembre de 2015-Julio 2016)  
comparándolos con el desarrollo craneofacial en un grupo de 12 niños sanos con 
edad similar sin evidencia clínica y/o serológica de exposición al ZIKV durante su 
gestación. Se realizó una evaluación del desarrollo craneofacial con parámetros y 
medidas antropométricas extraorales, examen intraoral de tejidos duros y blandos. 
Además de los datos clínicos, se utilizaron como apoyo diagnóstico modelos 
dentales y fotografías estandarizadas. Todas las medidas se tomaron en los dos 
grupos para comparar las variables de estudio con las de los  niños de la misma 
edad y procedencia. La información se consolidó en una base de datos de Excel y 
se realizó un análisis uni y bivariado con tablas de frecuencia y medidas estadísticas 
de acuerdo a la normalidad de los datos, con el software STATA 15®. Se desarrolló 
un modelo in vitro de infección por ZIKV con células carcinoembrionarias 
pluripotenciales NTERA2 (NT-2) con el fin de evaluar el tropismo viral en las células 
precursoras y en su progenie celular diferenciada por la vía del ácido retinoico (AR) 
a perfiles neural/mesenquimal y neuronas maduras. La infección se evaluó por el 
patrón de positividad viral en células neuronales y no neuronales, mediante tinción 
de inmunofluorescencia con anticuerpos específicos al ZIKV (anti-NS2B y E) y para 
un marcador específico de neuronas (Tubulin beta3 clase III).  Posteriormente se 
realizó un análisis de RNAseq, de las infecciones  que consistió primero en la 
optimización de  un protocolo de purificación del RNA con los mejores estándares 
de calidad para estudios de transcriptómica. La secuenciación se  contrató por 
encargo comercial (NOVOGEN®, USA) y el plan de análisis bioinformático fue 
desarrollado y ejecutado por la autora y el equipo asesor experto. Se estimó el 
cambio en la expresión génica (Log2FoldChange) de los grupos de cultivos 
infectados Vs los no infectados (NZ Vs N) y de los grupos diferenciados e infectados 
Vs los diferenciados no infectados (NRAZ Vs NRA). El análisis del transcriptoma 
incluyó tres replicas por condición de cultivo. Se evaluaron y reportan los genes de 
mayor cambio en su expresión y los relacionados con alteraciones craneofaciales.  
 
Resultados: En el grupo de los pacientes con SCZ se encontró perímetro cefálico 
disminuido 43.5 cm compatible con microcefalia versus 49.5 cm en los controles p≤
0.05 , tercio facial superior disminuido, una relación molar temporal tipo escalón 
distal que predispone a una Clase II de Angle, mientras que los niños controles no 
tenían dicho escalón, la distancia Zg-Zg estaba incrementada en SCZ y la distancia 
glabela (Gla)- opistium (Op) disminuída, y presentaban perfil facial convexo, línea 
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pupilar asimétrica, músculos masticatorios hipertónicos, disfagia, dislalia, bruxismo, 
incompetencia labial, interposición lingual e hipersalivación, maxilar protruido y 
mandíbula retraída, parálisis cerebral, epilepsia, limitación de la alimentación y para 
caminar. La fórmula dental estuvo completa y con morfología dental normal, sin 
embargo, el patrón de erupción dental en algunos pacientes fue prematuro o tardío, 
y algunos presentaron caries dental y maloclusión en comparación con los niños 
sanos.  
Los experimentos de infección in vitro confirman el tropismo marcado del virus por 
los precursores neuronales y neuronas inmaduras, un posible efecto deletéreo 
sobre los oligodendrocitos y una menor  tasa de infección de precursores 
mesenquimales, mientras que las células madre embrionarias pluripotenciales NT-
2 parecen ser  más resistentes a la infección con ZIKV.  El análisis funcional de los 
cambios de expresión génica se relacionan con el enriquecimiento de vías 
relacionadas con alteraciones de la conducción nerviosa, convulsiones, 
metabolismo y transporte de iones como el calcio y de la resistencia a la insulina. 
Los genes con mayor magnitud del cambio en su expresión se relacionaron con 
procesos patológicos frecuentemente identificados y reportados en el SCZ como la 
microcefalia (ARL14EP, XRCC, NIPBL, GRIN2C, PTEN, CYP26A1 y CEP170), 
artrogriposis (SMIM43), espasticidad(TMEM63C y DDHD2), dislexia (ZNF385D), 
epilepsia (KCJNJ13, GLIS1, ARV1, NTRK2) y alteraciones oculares (GRIN2C, 
C12orf42, HKDC1, DRAM2, CRB1, ADAR, SLC6A6, SHPRH, CRYBA4, KLHL20.).  
 
Conclusión: No hay cambios en la fórmula y morfología de los dientes deciduos en 
ZIKV congénito, sin embargo, los principales problemas médicos fueron parálisis 
cerebral, limitación de la locomoción, hiperreflexia y disfagia y en las bucales; 
dificultades para masticar y hablar, bruxismo, sin cierre labial y  protrusión lingual y 
mordida abierta anterior.  Las células del linaje neural NT-2 se infectan mas por zika, 
esto explica la afección diferencial del sistema nervioso, comparado con los 
derivados mesenquimales en el desarrollo craneofacial. Las consecuencias 
neurodegenerativas del ZIKV son mayores que las consecuencias en otras 
estructuras y tejidos craneofaciales. A pesar de ser menos aberrantes, las 
alteraciones craneofaciales identificadas como consecuencia de la infección 
congénita del ZIKV deben seguir siendo entendidas y comunicadas a la comunidad 
científica y los profesionales de la salud, porque demanda servicios y oportunidad 
de respuesta. 
 
Palabras claves: Infección congénita por el virus del Zika, Síndrome congénito por 
ZIKV (SCZ), Desarrollo craneofacial, NTERA2/NT-2, Células progenitoras neurales, 
Zika virus, Transcriptoma/RNAseq. 
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2. CAPÍTULO I: Introducción 

 
Virus Zika (ZIKV) 
 
El ZIKV infecta mosquitos, monos y humanos. Es un Flavivirus, al igual que el virus 
dengue y el virus de la fiebre amarilla; y fue identificado en 1947 en Uganda en un 
mono (1,2).  
 
Figura I-1. Expansión del ZIKV según los diferentes linajes en las diferentes regiones del 
mundo (3,4). 

 

 
 
Filogenéticamente se ha identificado dos linajes del ZIKV asiático y africano, sin 
embargo, se ha demostrado que las dos emergen del este de África a fines del siglo 
XIX y al final del siglo XX (Figura I-1) (3–5). El linaje asiático se originó durante la 
migración del virus de África al sudeste de Asia, y se detectó por primera vez en 
Malasia, en humanos (5). A partir de ahí, el virus del Zika se propagó a las islas del 
Pacífico, siendo en el 2007 cuando se informó sobre el primer brote documentado 
de enfermedad por el ZIKV en Yap - Estados Federados de Micronesia (MR766). 
Se produjeron brotes subsecuentes en el sudeste asiático y el Pacífico occidental, 
como la Polinesia Francesa en el 2013 (H|PF|2013) (6); en mayo de 2015 la 
Organización Mundial de la Salud informó la primera transmisión local de ZIKV en 
la Región de las Américas, con casos autóctonos identificados en Brasil (SPH2015) 
(7). 
 
El ZIKV es un virus un genoma ARN de sentido positivo de aproximadamente  
11.000 pares de bases acomplejadas con múltiples copias de la proteína de la 
cápside, la cual está rodeada por una envoltura o cubierta seudo- icosaédrica que 
consiste en 180 copias tanto de la glicoproteína de la envoltura (E) (~ 500 
aminoácidos) como de la membrana (M) proteína (~75 aminoácidos) en el virus 
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maduro o la proteína de la membrana precursora (prM) (~165 aminoácidos) anclada 
en una membrana lipídica en la partícula intracelular inmadura (8,9). La traducción 
del genoma viral resulta en una poliproteína compuesta por tres proteínas 
estructurales y siete proteínas no estructurales (NS): NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, 
NS4b y NS5. El ZIKV inicialmente se ensambla en el retículo endoplasmático como 
una partícula inmadura no infecciosa que consiste en 60 espículas de heterodímero 
E: prM triméricas (4,9–11). La partícula viral madura es infecciosa y consiste en 90 
heterodímeros E: M diméricos (9,11,12) se produce en el entorno de pH bajo de la 
red trans-Golgi a través de cambios conformacionales de las glicoproteínas de 
superficie (13), y el subsecuente uso de las vías secretoras de la célula para su 
exostosis (4). 
 
Los flavivirus generalmente se transmiten por mosquitos. El transmisor del ZIKV es 
el género Aedes. Diferentes especies se han reportado pueden trasmitir ZIKV 
además de la más comúnmente conocida especie aegypti, dependiendo de su 
distribución geográfica y condiciones climáticas (1). Se han documentado otras vías 
de transmisión, que incluyen transfusiones de sangre, contacto sexual y transmisión 
vertical, de madre a hijo durante el embarazo (1,3,14,15).  
 
El ZIKV no tiene un método de diagnóstico único, pues es necesario relacionar los 
signos y síntomas clínicos con las pruebas de laboratorio (1,16). El diagnóstico 
depende tanto de los resultados de los marcadores moleculares de infección por 
ZIKV, y se considera como la prueba oro, la identificación del virus a través de la 
reacción cuantitativa en cadena de la polimerasa de transcripción inversa (RT-PCR) 
en un paciente sintomático (17).  También se puede confirmar la infección por ZIKV 
por el análisis del perfil inmunológico en sangre (IgM, anticuerpos IgG 
neutralizantes), complementado por la caracterización y el seguimiento clínico 
(16,18,19). Existen otras pruebas contemporáneas de detección como la 
amplificación isotérmica mediada por bucle (LAMP), como una alternativa al RT-
qPCR para ZIKV y otros arbovirus; ya que este método resulta más eficiente para 
la detección temprana de nuevos brotes en países en desarrollo (17). 
 
El período de incubación del virus ocurre entre 3 y 12 días en humanos, y 
aparentemente es asintomática en 80% de los casos (18,19). Las manifestaciones 
clínicas de ZIKV son comunes con otros arbovirus, son erupción cutánea, inyección 
conjuntival, mialgia, artralgia y la fiebre, una imagen común entre el Dengue, el 
Chikungunya y la malaria (14). Sin embargo, en la reciente epidemia del 2013 en 
Polinesia Francesa, Brasil, Latinoamérica y el Caribe, la emergencia del ZIKV se 
asoció con aumento en la incidencia de complicaciones neurológicas como el 
síndrome de Guillan - Barré en adultos y microcefalia o el denominado síndrome 
congénito asociado a ZIKV (19–21). Siendo hasta hoy, el único virus transmitido por 
mosquito, cuya infección desencadena problemas al nacer con consecuencias 
aberrantes. 
 
Durante el estudio del tropismo de este virus, se han identificado diferentes genes 
que codifican para proteínas que permiten la entrada del ZIKV en las células en las 
que se replica (22,23). El receptor actualmente identificado como uno de los 
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principales mediadores de la entrada del ZIKV a la célula es el AXL (receptor de la 
familia Tirosin-kinasa) (24). Las principales proteínas que interaccionan con este 
receptor TAM son las proteínas Gas6 y Proteína S, que pertenecen a la familia de 
proteínas de la fosfatidil-serina (25). Recientes investigaciones han confirmado el 
papel de ligando que cumplen las proteínas Gas6 y PS para mediar la entrada del 
ZIKV, y a su vez, activando señales de los dominios TIM del receptor para la 
inhibición de la expresión del INF tipo 1 que media la respuesta inmune innata 
celular. Este mecanismo es crucial en la entrada del ZIKV en células progenitoras 
de neuronas pluripotenciales, células gliales y células nerviosas maduras, además 
de permitir que la infección llegue a ser productiva (24). Otros tipos de receptores 
de entrada del ZIKV han sido descritos, principalmente en células de tejidos en 
desarrollo pluripotencial, como células endoteliales o citotrofoblastos placentarios. 
Uno de estos receptores es la glicoproteína TIM1, expresadas en la envoltura viral 
(26). Las proteínas que se conocen hasta el momento reportadas en la literatura 
para la entrada del virus Zika a la célula se resumen en la Tabla I-1 (27). 
 
Tabla I-1. Factores que facilitan la interacción de ZIKV con las células huésped. 

Proteína 

ZIKV 

Proteína del 

huésped 
Función 

ENV AXL Altamente expresado en células gliales radiales humanas, astrocitos, 

células microgliales y endoteliales en el cerebro en desarrollo; 

promueve la entrada de ZIKV y modula las respuestas inmunitarias 

innatas. 

 NCAM1 Da forma a la red neuronal durante el desarrollo; involucrado en la 

plasticidad sináptica y las funciones cognitivas; facilita la unión y la 

entrada de ZIKV en las células huésped. 

 Integrina αvβ5 Actor de internalización para ZIKV en células madre neurales humanas 

(hNSC) y células madre de glioblastoma (GSC). 

 GRP78 Proteína chaperona GRP78 del retículo endoplásmico (ER); facilita el 

plegamiento adecuado de las proteínas nacientes; involucrado en el 

estrés del RE al mediar la vía de respuesta de proteína desplegada 

(UPR); media la entrada de ZIKV en las células huésped. 

Cápside Hsp70 Desempeña un papel esencial en la traducción, plegamiento, tráfico 

intracelular y degradación de proteínas; involucrado en la transducción 

de señales, apoptosis, regulación del ciclo celular e inmunidad innata; 

implicado en la replicación de varios virus; facilita la unión y la entrada 

del ZIKV en las células de los mamíferos, así como los procesos 

posteriores a la entrada, incluida la replicación y la salida 

Desconocido α2,3-union 

acido sálico 

Receptor de entrada para varios virus; media la internalización de ZIKV 

*Traducida de Komarasamy et al., 2022. 
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Los efectos virales del ZIKV, como las malformaciones cerebrales congénitas, la 
disfunción del tallo cerebral, las disfunciones motoras y sensoriales inexplicables y 
la microcefalia grave se han estudiado en algunas poblaciones del mundo (4,28–
30). La deficiencia del crecimiento cerebral debido a la microcefalia se acompaña 
de una disfunción neurológica, que incluye hipertonía y hemiparesia, disquinesia / 
distonía, artrogriposis, disfagia, epilepsia y persistencia de reflejos primitivos, que 
pueden generar retraso mental y refinamiento de los movimientos motores reflejos 
y voluntarios (29,31). Los efectos de los trastornos neuromotores se han 
documentado con pruebas validadas de movimientos reflejos a una edad temprana, 
como la succión durante la lactancia(32). Además, algunas gestantes con sospecha 
de infección por ZIKV durante la gestación han tenido complicaciones en la 
formación fetal verificadas en los controles de ultrasonido, incluso se ha confirmado 
posteriormente la presencia del virus en los tejidos fetales y placentarias post parto 
(20,33), aunque es poca la evidencia publicada de este tipo de hallazgos. 
 
Algunas investigaciones se han aproximado a explicar estos hallazgos clínicos a 
través de modelos animales e in vitro. Las observaciones de los modelos de 
infección congénita, con inoculación intracraneal directa de ZIKV en el período 
posnatal de ratones silvestres, generaron el agotamiento de las células madre 
pluripotenciales en el compartimiento la zona ventricular, así como alteración de las 
neuronas piramidales corticoespinales (34–36). La infección del ZIKV se ha 
comprobado en experimentos tanto en ratones, humanos y en primates (37); y se 
ha reconocido que la infección productiva a nivel de trofoblastos placentarios, 
posibilitan la trasmisión vertical del virus (36). Adicionalmente, hay estudios con 
cultivos de neurosferas u organoides humanos in vitro infectados con ZIKV, en 
donde se reduce el número de neuronas por mecanismos de autofagia inducida por 
el virus (37,38). Por otro lado, la infección de las CCN puede dar como resultado la 
producción de citoquinas inflamatorias que promueven procesos apoptóticos 
(39,40).  En estudios con tejidos humanos, se ha detectado RNA de ZIKV tanto en 
tejidos maternos y fetales, incluida la sangre del cordón umbilical, varios tipos de 
células placentarias, líquido amniótico y el cerebro humano neonatal; como en el 
cerebro y la placenta de fetos humanos espontáneamente abortados en el primer y 
segundo trimestre (41).  
 
Los niños con microcefalia asociada a ZIKV presentan varias características 
maxilofaciales, dentales y oclusales como, caras anchas y cortas, distancia 
intercantal disminuida, longitud nasal posterior corta, raíz nasal prominente, orejas 
largas y de implantación alta, tercio facial superior disminuido, forma del paladar 
estrecho, proyección anterior de la lengua, frenillos sobreinsertados, erupción tardía 
del primer diente, cronología de erupción dental alterada, alteraciones en la 
formación dental como agenesia (51,52,13,12). Otros reportes mas actuales, 
evidencian hallazgos complementarios al perfil clínico de niños con SCZ como 
aumento de la salivación, incompetencia labial, posición lingual alterada en reposo, 
posición mandibular alterada, paladar ojival y bruxismo (43). 
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Epidemiología del virus del Zika (ZIKV) en el mundo y Colombia: 
 
En 1947, se realiza el primer aislamiento del virus en Uganda (África) a partir de un 
mono, y solo hasta el 2007 se registra un brote espontáneo en la isla de Yap; en el 
2013 se presenta un brote similar en la Polinesia Francesa asociado con el 
síndrome de Guillain Barre. A finales de 2013 e inicios de 2014 se registra la llegada 
del ZIKV a Brasil y en mayo del siguiente año se confirma la diseminación del virus 
en todo ese país y un aumento en los casos de microcefalia. En julio de 2015 hubo 
un aumento en la detección de los desórdenes neurológicos y tres meses después, 
se observaron dos aspectos importantes: la propagación del virus a otros países, 
como Colombia; y un aumento inusual de los casos de microcefalia. En enero del 
2016, se detecta ZIKV en tejido nervioso de niños recién nacidos. Finalmente, se 
registra que en el 2017 ya se había diseminado en 47 países de América (Figura I-
2)(3,6). 
 
En todo el mundo, se ha informado que los picos de la enfermedad transmitida por 
el vector se producen en áreas de mayor pobreza (14,44). De acuerdo con lo 
anterior, se sabe que el vector del ZIKV tiene la característica de reproducirse en 
áreas con aguas estancadas o humedales (44). Se han propuesto incluso la 
necesidad de realizar intervenciones para el control de vectores en las ciudades 
para reducir el impacto de las enfermedades trasmitidas por vectores como una 
medida de global de salud pública (45).  
 
Figura I-2. Esquema espaciotemporal de identificación de brotes en las diferentes regiones 
del mundo, ZIKV (3). 
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Figura I-3. Morbilidad mundial del ZIKV durante períodos epidémicos (46) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
En la región del sureste asiático entre los años 2015 y 2016 se reportó con mayor 
frecuencia en países no insulares como Tailandia, Laos, Myanmar, Vietnam, 
Malasia y Camboya, comparado con países insulares como Indonesia, Singapur, 
Brunei, Timor Oriental y Filipinas. La situación en las regiones adyacentes al 
sudeste asiático como la región meridional de China y la parte más oriental de la 
India era diferente, pues hasta el año 2016 aún no se ha informado que el virus del 
Zika estuviera presente en esas áreas, pero siempre se consideró como un 
importante problema de salud pública (Figura I-3) (47). En menos de un año, los 
informes llegaron de 400,000 personas infectadas a 1,300,000 entre mayo de 2015 
a febrero de 2016, en Brasil (15). Por esto, el acceso de las personas a los países 
de América del Norte, provenientes de las áreas afectadas, fue restringido. A pesar 
de estas restricciones migratorias, algunos estudios reportan que en los casos de 
microcefalia reportados en Hawai, se pudo identificar qué parte del embarazo se 
había desarrollado en Brasil (1).  
 
Para el año 2016, de los casi 100 mil casos sospechosos de infección con ZIKV, 
solamente 9.799 casos se confirmaron por laboratorio en Colombia durante la fase 
epidémica y endémica. Según el Instituto Nacional de Salud (INS), 953 casos de 
estos se confiemaron en el Valle del Cauca. Para el 2017, donde el sistema 
SIVIGILA lo incluye como evento notificable, se reportaron un total de 1901 casos 
confirmados, de los cuales el 50.7% fueron notificado en las principales ciudades 
del país, y de este porcentaje el 43% de los casos fueron reportados por la ciudad 
de Cali (Figura I-4), un total de 414 casos que incluyen en su mayoría mujeres y en 
edad fértil (48–50). 
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Figura I-4. Distribución de casos de Zika según ciudad de procedencia. Colombia, INS 2017. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Según el último informe del INS (Marzo de 2019) en Colombia se confirmó que para 
abril del 2017 se habían notificado 1239 casos de infección congénita en SIVIGILA, 
de los cuales 858 se confirmaron como posible infección por Zika y 356 de estos, 
desencadenaron eventos como microcefalia o síndrome congénito asociado a Zika 
en los bebés, la mayoría de estos confirmados en el Valle del Cauca, zona de gran 
afluencia migratoria de muchas poblaciones del suroccidente colombiano(consultar 
https://www.valledelcauca.gov.co/publicaciones/62572 ). En Cali, hubo un total de 
91 casos de niños con microcefalia de los 350, reportados para todo el país durante 
el período epidémico (51). 
 
Figura I-5. Distribución de casos de Zika. Colombia, semanas epidemiológicas 01-52, 2017(52). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

https://www.valledelcauca.gov.co/publicaciones/62572
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Del total de casos reportados como sospechosos, solo cerca del 40% de los casos 
se lograron confirmar con pruebas de laboratorio (52). Esto se convierte en un reto, 
debido al subregistro que hubo en todas las regiones del país que dificultan la 
identificación de las secuelas de la infección congénita y en otros grupos de edad 
(Figura I-5). 
 
 
Embriogénesis y desarrollo craneofacial: 
 
Las estructuras del desarrollo en gestación inician cuando el cigoto se implanta 
convirtiéndose en el blastocisto y termina diferenciándose como disco bilaminar al 
final de la segunda semana después de la fecundación. Desde ese momento se 
inician eventos importantes del desarrollo del embrión claves para la neurogénesis 
y la diferenciación celular (53). Las células de la cresta neural (CCN) se forman en 
la unión de la placa neural y el ectodermo epidérmico durante la neurulación. La 
formación de la Cresta Neural (CN) requiere múltiples vías de señalización y 
factores de transcripción que establecen un conjunto de células de la CN (CCN) 
premigratorias en las regiones dorsales de los pliegues neurales (54). La 
diferenciación de la CN a partir de la formación del tubo neural está mediada por 
genes específicos (p ej. FoxD3, Pax3/7, otros) (Tabla I-2) que resultan dando origen 
a la diferenciación de la lámina del ectodermo y da lugar a las células en etapa 
migratoria. Además, también se regulan positivamente para estabilizar este estado 
regulador, lo que resulta en el mantenimiento de una serie de genes orquestantes 
de la CN delaminante y migratoria (55).  
 
Tabla I-2. Genes relacionados con el desarrollo craneofacial.  
 

NOMBRE FUNCIÓN LOCI INTERACCIÓN REF. 

WNT Regulación de diferenciación celular 
SNC.  

WNT1: 
Cromosoma 1 y 3 
WNT5A: 
Cromosoma 3 

Positiva: Msx1, 
Gbx2, Dlx5/6 
Negativa: 
Otx2 

NCBI 
(55,56) 

BMP Regulación de morfogénesis ósea, 
diferenciación de células precursoras 
(condroblastos y osteoblastos) 

BMP2: 
Cromosoma 2 
BMP4: 
Cromosoma 10 
BMPR1B: Crom. 4 

Positiva: Msx1, 
Gata2/3, Dlx5/6 
Negativa: Otx2 

NCBI 
(55,57) 

PAX3/6/7 Desarrollo fetal, adhesión celular para 
diferenciación. 

PAX3: 
Cromosoma 2 
PAX7: 
Cromosoma 4 

Positiva: 
Msx1, Gata2/3, 
Dlx5/6 
Negativa: 
Otx2 

NCBI 
(55,58,59) 

DLX5/6 Factor de transcripción que codifica para 
la diferenciación y cicatrización del 

DLX5/6: 
Cromosoma 7 

Positiva: 
Six1, Ella 1/2. 

NCBI 
(54,55) 
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Según algunos análisis in vitro, la elevación simulada de la señalización de WNT 
bloqueó la diferenciación neuronal de las CCN, sugiriendo que la señalización 
elevada de WNT dirige a las CCN hacia un destino mesodérmico. Se ha informado 
que la inducción neural del ectodermo requiere la inhibición de la señalización de 
WNT y que WNT3a regula la inducción del mesodermo paraxial, a expensas de los 
destinos neurectodérmicos (59).  
 
Inicialmente, en la tercera semana inicia el período de gastrulación donde el disco 
bilaminar se convierte en trilaminar. El ectodermo (precursor de la formación del 
epitelio mucoso oral, esmalte, glándulas salivares y epidermis) se diferencia del 
mesodermo (precursor de formación del esqueleto facial, dermis facial, complejo 
dentinopulpar, periodonto, cráneo, tejido conectivo de la cabeza y músculos) y del 
endodermo (precursor de glándulas mayores submaxilar y sublingual, y la base de 
la lengua), dando como resultado de la maduración la membrana bucofaríngea, el 
nódulo primitivo y la membrana cloacal; que al final de la tercera semana dan origen 
a la línea primitiva, el surco neural y la placa neural (53). Entre la cuarta y quinta 
semana, el endodermo da  origen al estomodeo que se separa de la faringe por 
medio de la lámina del estomodeo (que darán origen a las tonsilas) (53,60). También 

hueso (DLX5); y la formación del cerebro 
anterior y desarrollo craneofacial 
(DLX6). 

 
 

MSX1 Represor transcripcional durante. 
También tiene roles en la formación de 
extremidades, desarrollo craneofacial 
(ontogénesis) e inhibición del 
crecimiento tumoral. 

Cromosoma 4 Positiva: 
Six1, Ella 1/2. 

NCBI 
(55) 

FOXD3 Involucrado en la producción de 
Cadherina 7, para la diferenciación 
celular, también se relaciona con 
reacciones autoinmunes. 

Cromosoma 1 Positiva: 
Cad7, ItgB1 

NCBI 
(54,55,58) 

SOX9/10 Diferenciación de los condrocitos y, con 
factor esteroidogénico 1, regula 
transcripción de la hormona anti-
Muelleriana (AMH)-SOX9. Involucrados 
en la regulación del desarrollo 
embrionario y determinación del 
destino celular. Proteína lanzadera 
núcleo citoplásmica y es importante 
para la cresta neural y el desarrollo del 
sistema nervioso periférico-SOX10. 

SOX9: 
cromosoma 17 
SOX10: 
cromosoma 22 
 

Positiva: 
SOX9: Snail1/2, Zic1. 
SOX10: Cad7 

NCBI 
 

RUNX2 Factor de transcripción mediada por 
BMP2 para la osteogénesis. 

Cromosoma 6 Positiva: 
BMP2 
SMAD 1/5/9 

NCBI 
(4) 
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se originan los arcos faríngeos que dan origen a las siguientes estructuras 
(53,60,61): 
 
Tabla I-3. Arcos Faciales y estructuras a las que dan origen. 
 

TIPO DE ARCO DESCRIPCIÓN 

Primero 
(protuberancia 
maxilar) 

Originan mandíbula, músculos, 2/3 anteriores de la lengua (a partir 
del cartílago de Meckel), huesos yunque y martillo.  
Nervio trigémino (V par craneal). 

Segundo (hioideo) Parte del hueso hioides, hueso estribo, base de la lengua, músculos 
estilohioideos y vientre posterior del digástrico, músculos de la 
mímica. 
Nervio facial (VII par craneal). 

Tercero Parte del cuerpo del hioides, base de la lengua, músculo 
estilofaríngeo. 
Nervio del noveno par craneal (IX). 

Cuarto Cartílagos laríngeos, músculos cricotiroideos, músculo constrictor 
de la faringe. 
Nervio Vago (Rama laríngea superior-X par craneal) 

Quinto Es rudimentario, se fusiona con el cuarto y el sexto arco faríngeo. 

Sexto Cartílagos laríngeos, músculos laríngeos intrínsecos,  
Nervio Vago (Rama laríngea recurrente – X par craneal). 

 
Durante su maduración pos-migratoria temprana, posterior a la transición 
ectomesenquimal de las CCN (55,62), las células de la cresta neural en los arcos 
branquiales y los ganglios craneales muestran diferencias en la expresión génica, y 
la información de sus funciones e interacciones aún es limitada (54,63); sin embargo 
se conocen algunas interacciones genéticas como la sobreexpresión del gen 
SOX10  en la cresta neural migratoria y su misma regulación a la baja en zona de 
primer arco branquial; por el contrario el gen DLX2 activa su expresión al disminuir 
la de SOX10. También se conoce que la baja expresión del gen DLX2 se asocia con 
dismorfología craneofacial (63).  
 
De la sexta a la octava semana de gestación se inicia la diferenciación de lámina 
dental y la lengua consolida su formación. Se forman los primordios nasales, los 
segmentos premaxilares, crece la mandíbula y labio inferior, aparecen las acciones 
como la deglución. Aparecen las 20 yemas de la dentición decidua (de naturaleza 
ectodérmica) (60,64), lo que da inicio a la morfogénesis dental. La primera 
manifestación consiste en la diferenciación de la lámina dental a partir del 
ectodermo; que tapiza la cavidad bucal primitiva o estomodeo. El epitelio 
ectodérmico bucal en este momento está constituido por dos capas: Una superficial 
de células aplanadas y otra basal de células altas, conectadas al tejido conectivo 
embrionario por medio de la membrana basal. Inducidas por el ectomensenquima 
subyacente, las células basales de este epitelio bucal proliferan a todo lo largo del 
borde libre de lo que serán los maxilares, dando lugar a la lámina vestibular y la 
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lámina dentaria. La lámina vestibular: sus células proliferan dentro del 
ectomensenquima, se agrandan y forman una hendidura que constituye el surco 
vestibular entre el carrillo y los dientes (65).  
 
En la octava semana de gestación la lámina dentaria se forman 10 crecimientos 
epiteliales dentro del ectomensenquima de cada maxilar, en sitios predeterminados 
genéticamente, los que correspondientes a los 20 dientes deciduos. De la misma 
lámina, también se da origen los 32 gérmenes permanentes maso menos al quinto 
mes de gestación. El indicio del primer molar permanente existe ya en el cuarto mes 
de vida intrauterina. Los molares segundo y tercero comienzan su desarrollo 
después del nacimiento, alrededor de los 4 o 5 años de edad (66). 
 
Los gérmenes dentarios surgen en su evolución una serie de etapas que, de 
acuerdo con su morfología, se denominan: Estadio de brote macizo (o yema) 
aparecen diez yemas o brotes en cada maxilar.  Son engrosamientos de aspecto 
redondeado que surgen como resultado de la división mitótica de algunas células 
de la capa basal del epitelio. Estos serán los futuros órganos del esmalte que darán 
lugar al único tejido que deriva del ectodermo, el esmalte (64–66). 
 
Durante la semana 9 de gestación se da el estadio de casquete, la proliferación 
desigual del brote a expensas de sus caras laterales determina una concavidad en 
su cara profunda. Su concavidad central encapsula una pequeña porción del 
ectomensenquima que lo rodea; es la que posteriormente se llamará papila dentaria, 
que dará origen al complejo dentinopulpar. De la semana 14 a la 18 de vida 
intrauterina se da el denominado estadio de campana, el epitelio interno y el estrato 
intermedio son los responsables de la formación del esmalte. Las células del epitelio 
interno (se diferencian en ameloblastos jóvenes), los ameloblastos jóvenes ejercen 
su influencia inductora sobre la papila dentaria. Las células superficiales 
ectomesenquimales indiferenciadas se diferencian en odontoblastos que 
comenzarán luego a sintetizar dentina. Al final del estadio de campana, los 
ameloblastos jóvenes se han transformado en ameloblastos secretores o maduros. 
En la papila dentaria se da la diferenciación de los odontoblastos lo cual se realiza 
a partir de las células ectomesenquimales de la papila que evolucionan 
transformándose en pre-odontoblastos, luego en odontoblastos jóvenes y para 
finalizar, en odontoblastos maduros o secretores (66). En su extremo proximal o 
libre (polo secretor) se diferencia una prolongación citoplasmática única o llamada 
proceso odontoblástico. Los odontoblastos Sintetizan las fibrillas colágenas tipo I 
(con pequeñas cantidades de colágeno tipo lll) y los glicosaminoglicanos de Ia 
matriz orgánica de la dentina. Cuando se forma dentina, la porción central de la 
papila se transforma en pulpa dentaria. La zona central de Ia papila, se caracteriza 
ahora por presentar fibroblastos jóvenes (64,65).  
 
En la etapa de campana se manifiesta el folículo dental que tiene dos capas de 
células, en su parte interna (células y vasos sanguíneos), y en su parte externa 
(fibras colágenas). De la capa celular, se forma el ligamento periodontal, cemento y 
hueso alveolar. En la formación del patrón radicular, la vaina epitelial de Hertwig es 
una estructura que se origina de la unión del epitelio interno y externo del órgano 
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del esmalte sin la presencia del retículo estrellado, esta vaina epitelial desempeña 
un papel fundamental como inductora y modeladora de la raíz del diente (65,66).  
 
De la semana 9 al a 13 aparecen las partes óseas. La porción intramembranosa da 
origen a huesos: frontal, occipital, nasales, maxilar superior, parietal, temporal, 
huesos palatinos y cuerpo de la mandíbula. La porción endocondral da origen a los 
huesos: etmoides, occipital, rama de la mandíbula, esfenoides y temporal. Se 
desarrolla la etapa de casquete donde se diferencian la papila dental, el saco 
dentario y el nudo primario del esmalte (60,64). En la semana 11 se forman los 
labios y la nariz y en la semana 12 se fusionan los procesos palatinos (formando el 
rafe medio) (53). 
 
En el segundo trimestre, el complejo dentinopulpar se encuentra en etapa de 
“campana” con la mineralización activa por aposición y plegamiento del tejido dental 
interno. Remodelación ósea del arco cigomático, hueso maxilar y otras zonas por 
aposición (53). Se empiezan a consolidar movimientos de succión a lo largo del 
trimestre, y los ojos y las orejas van encontrando su posición. Alrededor de la 
semana 16 los músculos cervicales se encuentran erguidos y los músculos faciales 
empiezan a ejercer su función de “expresión”. La lengua se desarrolla por completo 
y es funcional. Entre las semanas 18 y 28 se da un crecimiento volumétrico del 
cerebro y se inician los movimientos oculares (60,64). 
 
En el tercer trimestre se consolidan los movimientos de la deglución y de succión y 
los alveolos en los pulmones maduran en preparación para una futura respiración 
del aire. En la semana 33, se desarrollan los sentidos del gusto, tacto y oído. 
Durante la semana 36 el cerebro y la cabeza alcanzan su máximo tamaño y todos 
los órganos se encuentran maduros y funcionales (53).  
 
 
 
Desarrollo craneofacial y Zika: 
 
Las CCN son un linaje de células multipotenciales, que contribuye a todos los tejidos 
faciales, incluidos los huesos, el cartílago, los dientes, los nervios y el tejido 
conectivo, entre otros (57). Un rol muy importante de la regulación de la señalización 
génica necesaria para la maduración y diferenciación de la CN son las proteínas 
WNT, las proteínas morfogénicas de hueso (BMP-por su sigla en inglés) y las 
Cadherinas (moléculas de adhesión); pues tienen efectos modificadores de la 
expresión génica cuando están ausentes (55,57,67). Este linaje de células 
multipotenciales una vez se da el selle del tubo neural, colonizan diferentes regiones 
del embrión con el fin de generar tipos celulares distintos como: neuronas periféricas 
y glía, neuronas hipotalámicas, condrocitos y osteoblastos craneofaciales, 
melanocitos, células de cromafines suprarrenal y también tipos de células del 
corazón, ojo y oído interno que contribuye a todos los tejidos faciales, incluidos los 
huesos, el cartílago, los dientes, los nervios y el tejido conectivo, entre otros (57,68). 
El potencial de diferenciación de las CCN está guiado por su posición original a lo 
largo del eje neural anterior-posterior, generando 5 subpoblaciones: craneales, 
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cardíacas, vagales, tronculares y sacras (68). La formación del complejo 
craneofacial es un evento complejo e intricado que ocurre en los humanos en las 
primeras 10 semanas de gestación (69). Los defectos en la orquestación de dichos 
procesos generan múltiples malformaciones congénitas que incluyen por ejemplo el 
labio y el paladar hendido o las craneosinostosis.  A nivel mundial las hendiduras 
craneofaciales son unos de los mas comunes defectos del Nacimiento con una 
prevalencia de 1 en 700 nacimientos (70). Mientras estos defectos son reparables 
con cirugía maxilofacial, también causan múltiples problemas económicos, 
psicológicos y sociales a quienes los padecen y significan un problema de salud 
pública (71–73). 
 
El buen patrón de desarrollo óseo va acompañado los tejidos relacionados con la  
formación y función del complejo craneofacial como son los vasos sanguíneos, 
músculos, y ligamentos, que a su vez necesitan de un correcto desarrollo del 
sistema nervioso para la conducción de estímulos de los que depende su función 
(31); y se hace clave considerar que todo el complejo craneofacial está involucrado 
en funciones como la capacidad de succionar, deglutir, masticar, hablar, entre otras; 
como también la relación de dichas funciones con el aprendizaje, la respiración, 
fonación, y relacionamiento social; pues la adquisición del lenguaje y la 
independencia al comer,  están relacionados con el desarrollo armónico de la boca, 
la laringo-faringe, la nariz, y la lengua y de los nervios, vasos sanguíneos, músculos 
y tendones relacionados en la cabeza y el cuello  (57,61,74).  De tal modo que el 
diagnostico prenatal, la prevención y la promoción son altamente deseables y los 
aspectos genéticos y ambientales, que deben ser tenidos en cuenta en las políticas 
de salud (75,76); sin embargo se desconoce mucho de la etiopatología de los 
desordenes craneofaciales hereditarios y menos de aquellos que son adquiridos 
como es el caso de síndrome congénito del Zika (SCZ) (77,78). 
 
Algunas publicaciones documentan una mayor afectación en los tejidos derivados 
del SNC, poco se sabe sobre los efectos del ZIKV en tejidos los derivados del 
mesénquima; y tampoco se han descrito las consecuencias y la patogénesis en el 
conectivo, cartílago, hueso y dientes (31). Las proteínas virales y del huésped 
involucradas en el ciclo de vida del virus han servido como objetivos para el 
desarrollo de inhibidores del ZIKV en los diferentes niveles del ciclo infeccioso (46). 
Se conoce que la vía del interferón (IFN) es la que más se activa como respuesta a 
la infección por Zika, lo que induce estímulos de señalización de diferentes vías 
inductoras de apoptosis, que podrían explicar efectos patológicos del desarrollo tras 
la infección congénita (4,79). Muchas funciones del complejo craneofacial se ven 
afectadas en los niños con infección congénita por ZIKV (4,80).  
 
Por lo anterior, los modelos in vitro se convierten en una estrategia útil para el 
desarrollo de experimentos que puedan aclarar hipótesis planteadas acerca de la 
afectación diferencial del ZIKV en el tejido del SNC respecto a derivados 
mesenquimales, a pesar de su origen común (36). Los modelos en células, y 
principalmente las células embrionarias pluripotenciales, permiten recrear el 
comportamiento embrionario (81) y generar evidencias más cercanas a los efectos 
patogénicos de la infección (36,48,82,83); razón por la que el conocimiento sobre la 
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inmunopatogénesis del ZIKV continua construyéndose a nivel global, dado que se 
desconocen otros efectos relacionados con la naturaleza de este virus en caso de 
un nuevo brote en zonas del trópico como Colombia, Brasil u otras partes del 
mundo. La continua investigación  respecto a la infección con ZIKV en biomodelos, 
permite incrementar la evidencia de esta enfermedad y entender mejor sus 
secuelas, los principios de diagnóstico y manejo clínico; pues existe una necesidad 
inminente de movilizar apoyo y mejorar la capacidad en los países de bajos y 
medianos ingresos para responder a las futuras epidemias de ZIKV y los próximos 
patógenos emergentes (3). 
 
Por esto, se han planteado la siguiente pregunta de investigación:  
 
 
¿Cuáles son los efectos en el desarrollo craneofacial y dental en niños que fueron 
expuestos neonatalmente a ZIKV en el Valle del Cauca  y podría el perfil de la 
transcriptómica de la infección ZIKV en un modelo in vitro de células embrionarias 
pluripotenciales dar nuevos indicios de los genes y vías moleculares implicados en 
los defectos craneofaciales del SCZ?   
 
Hipótesis Nula:  
 
No hay afectación del desarrollo craneofacial, ni estomatognático, en niños 
expuestos congénitamente a Zika en el Valle del Cauca, ni se identifican en un 
modelo de infección in vitro cambios en la expresión de genes del desarrollo 
craneofacial que puedan explicar el fenotipo clínico del SCZ. 
 
 
Objetivo General 
 
Determinar los efectos de la infección congénita por el ZIKV sobre el desarrollo 
dental y craneofacial, desde una perspectiva básica y clínica. 
 
Objetivo específico #1 
 
Describir características clínicas y morfológicas del desarrollo craneofacial en niños 
expuestos congénitamente al ZIKV.  
 
Objetivo especifico #2 
 
Establecer un modelo in vitro que recree la infección ZIKV en células embrionarias 
pluripotenciales y del linaje neural, en términos de la infectividad/tropismo y/o 
afectación de la diferenciación hacia el linaje neural (neuronas, astrocitos y 
oligodendrocitos) y no neural. 
 
Objetivo Especifico #3 
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Identificar genes y vías moleculares en la infección ZIKV in vitro en estadio 
embrionario, progenie neural y no neural; relacionados con los fenotipos 
craneofaciales alterados en niños expuestos congénitamente a la infección con 
ZIKV.  
 
 
Para dar respuesta a la pregunta de investigación se desarrollaron los siguientes 
capítulos de el presente estudio. El Capítulo II se enfoca en la evaluación clínica de 
niños con infección congénita con ZIKV durante el periodo epidémico en Colombia 
y comparar referentes de crecimiento y desarrollo craneofacial con niños sanos 
entre 3 y 5 años de edad. En el Capitulo III se desarrolló un modelo in vitro de 
infección con ZIKV de células embrionarias pluripotenciales (Ntera2), que se 
diferenciaron a tejido neuronal y otros derivados tras el estímulo de las condiciones 
de cultivo con Acido Retinoico (AR). Finalmente se realizó el análisis de la expresión 
diferencial de genes de embriogénesis y desarrollo craneofacial, a través de un 
ensayo de secuenciación masiva RNA-seq de transcritos genéticos en el Capítulo 
IV que intentó integrar el espectro clínico encontrado en la evaluación de pacientes 
del Capitulo II, los hallazgos del desarrollo del modelo de infección celular con ZIKV 
del Capítulo III, lo reportado en la literatura y cómo los cambios de expresión 
genética explicados por la infección, pueden darnos mayor conocimiento sobre la 
patogénesis congénita del ZIKV. 
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3. CAPÍTULO II: Infección congénita por virus del Zika: efecto en el desarrollo 
craneofacial en niños entre 3-5años 

 
3.1 INTRODUCCIÓN 

 
El ZIKV fue declarado como pandemia pública por la Organización Mundial de la 
Salud (OMS) en febrero de 2016, luego de demostrar su neurotoxicidad (1). Durante 
los brotes recientes de infección en Brasil, Colombia, Venezuela y América en 2015 
fue posible relacionar el virus con consecuencias notables y no identificadas 
previamente, como la microcefalia y el síndrome de Guillain-Barré, que mostraron 
un aumento hasta de 20 veces, en su frecuencia (2–4).  Los brotes que tuvieron el 
mayor impacto poblacional entre 2015 y 2016 fueron Brasil y Colombia (5,6). En el 
año 2016, hubo 9.799 casos confirmados de infección por Zika en Colombia según 
el Instituto Nacional de Salud (INS), de los cuales se reportaron en el Valle del 
Cauca 953 (7). Para el 2017, donde el sistema SIVIGILA lo incluye como evento 
notificable, se reportaron un total de 1901 casos confirmados de Síndrome 
congénito por Zika (SCZ), de los cuales el 50.7% fueron notificado en las principales 
ciudades del país, y de este porcentaje el 43% de los casos fueron reportados por 
la ciudad de Cali (Valle del Cauca), un total de 414 casos que incluyen en su mayoría 
mujeres y en edad fértil (7,8). Para el año 2019, el último informe del INS confirmó 
que para abril del 2017 se habían notificado 1239 casos de infección congénita en 
SIVIGILA, de los cuales 858 se confirmaron como posible infección por Zika y 356 
de estos, desencadenaron eventos como microcefalia o síndrome congénito 
asociado a Zika en los bebés, la mayoría de estos confirmados en el Valle del Cauca 
(consultar https://www.valledelcauca.gov.co/publicaciones/62572 ). 
 
Los efectos virales del ZIKV, como las malformaciones cerebrales congénitas, la 
disfunción del tronco del encéfalo, las disfunciones motoras y sensoriales 
inexplicadas y la microcefalia grave, se han estudiado en algunas poblaciones del 
mundo (9–11). La deficiencia del crecimiento cerebral debido a la microcefalia se 
acompaña de disfunción neurológica, que incluye hipertonía y hemiparesia, 
discinesia / distonía, artrogriposis, disfagia, epilepsia y persistencia de reflejos 
primitivos, que pueden asociarse con parálisis cerebral, discapacidad mental y 
deficiencias en el refinamiento de los movimientos motores reflejos y voluntarios 
(12,13). Sin embargo, estos efectos también se pueden presentar cuando la 
severidad de la infección no es evidente, e incluso cuando no se presentó la 
microcefalia (9,10). Estos hallazgos se podrían explicar por dosis de infección y/o 
carga viral, la duración de la exposición del feto al ZIKV durante el embarazo, el tipo 
y la virulencia de la cepa viral (9), el grado de tropismo neurológico del virus (14,15) 
y quizá otros factores relacionados con el sistema inmune y la susceptibilidad 
genética del binomio madre-feto, entre otras. Hoy se especula sobre el papel 
protector o agravante de las consecuencias de la infección por ZIKV, de las 
infecciones previas por otros flavivirus y/o la posibilidad que existan coinfecciones 
entre ZIKV-dengue, ZIKV - rubeola, ZIKV– CMV (16,17).  
 

https://www.valledelcauca.gov.co/publicaciones/62572
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El síndrome neonatal se refiere a otros signos clínicos asociados con el ZIKV, por 
ejemplo: bajo peso al nacer, bebés con neurodesarrollo deficiente, calcificaciones 
cerebrales, entre otras (9,10). El mayor esfuerzo de investigación sobre la 
patogénesis del ZIKV se ha centrado en 1) la microcefalia y su complicación 
fundamentalmente neurológica relacionada con el recién nacido con infección por 
ZIKV y, 2) las complicaciones neurológicas en adultos (18). Las consecuencias 
neurológicas de la infección por ZIKV congénito están relativamente estudiadas y 
se describen en otros estudios (19,20).  
 
Algunos de los aspectos de la patogénesis por el ZIKV se desconocen.  No se han 
descrito los efectos de la infección congénita del ZIKV en el mediano o largo plazo, 
y menos se conocen los protocolos de rehabilitación de las secuelas de la infección 
y si la discapacidad generada por la infección congénita es autolimitada y existe la 
posibilidad de recuperar las funciones alteradas o perdidas, que garanticen la 
incorporación a la sociedad de aquellos afectados. Muchas las disciplinas deben 
interactuar para definir y promover los adecuados protocolos de rehabilitación 
(13,21,22); sin dejar de lado la importancia del autocuidado y la toma de medidas 
de protección para evitar las picaduras del mosquito entre las embarazadas (23); 
pues a pesar de que el ZIKV solo tiene efectos leves para la mayoría de pacientes 
adultos, el ZIKV se torna peligroso por su capacidad de interrumpir severamente el 
desarrollo de los recién nacidos tras la infección de madre a hijo o durante las 
relaciones sexuales, lo que aumenta el riesgo para la población en general (21). 
Además, la mayoría de personas del mundo no han estado expuestas al virus, lo 
que deja muchas regiones del mundo en riesgo si hay un resurgimiento de la 
epidemia; razón por la que hay que dirigir esfuerzos en investigación entorno a este 
tema (6,21).  
 
El Sistema Nervioso Central (SNC), el cráneo, la cara y la interfase  facial - bucal  
proviene de las Células de la Cresta Neural (CCN) que al diferenciarse originan 
ectomensenquima cefálico en el embrión incluyendo los tejidos blandos y duros en 
la maxila -mandíbula, la dentición decidua y permanente, los arcos faríngeos y los 
huesos de la nariz,  el paladar, y los tejidos de protección periodontal como las 
encías, el hueso, el cemento, el ligamento periodontal, el esmalte dental  y procesos 
faciales (24,25).  Las CCN tienen la característica de diferenciarse según su 
ambiente extracelular en células premigratorias multipotenciales que dan origen a 
tejido neuronal del SNC o de morfología mesenquimal que dan origen a tejidos 
musculo esqueléticos, dentales y neuronales periféricos. El desarrollo mediado por 
las CCN está regulado espacialmente por una serie de fenómenos epigenéticos y 
la expresión inducida por el ambiente extracelular de genes específicos (p ej. WNT3, 
FoxD3, Pax3/7, AR, Notch, entre otros) (25,26). Se han descrito hallazgos 
diferenciales según las mutaciones de los genes y el nivel en donde se presenta la 
alteración. Algunas de alteraciones se deben a discrepancias mitóticas durante la 
condensación cromosómica, disfunción entre el centrosoma y la matriz 
pericentriolar, defectos de división celular, malformación del tubo neural, disrupción 
de la diferenciación y migración neuronal, entre otras (27). 
 



26 
 

El ZIKV con su tropismo neurológico tiene como células blanco las células 
neuronales pluripotenciales, astrocitos inmaduros y células neuronales maduras 
(15,28). La infección a nivel celular genera alteración de la división celular, inducción 
de muerte celular y variación funcional (15,26). Hay reportes que sugieren que hay 
cepas del Zika más neurotrópicas que otras (29). 
 
Muchos de los efectos patogénicos a pueden seguir siendo estudiados, toda vez 
que los pacientes afectados durante la epidemia del 2015 tienen entre los 3 - 5 años 
de edad (13). Es también limitada la información disponible acerca de las 
alteraciones dentales y aquellas relacionadas con la audición, deglución, fonación, 
masticación y otras más complejas como el desarrollo del lenguaje y el aprendizaje 
en los niños expuestos durante la gestación al ZIKV (30,31). Existen hallazgos que 
sugieren una afectación diferencial en los tejidos precursores del SNC y los 
precursores mesenquimales y sus tejidos derivados (32,33), a pesar de su origen 
embriológico común. Los modelos in vitro se han convertido en una buena opción 
de ensayos para seguir construyendo la historia natural de la patogénesis del ZIKV 
(34) y desde la perspectiva transdisciplinar, poder incrementar la evidencia de esta 
enfermedad para entender mejor sus secuelas, los principios de diagnóstico y 
manejo clínico (6). 
 
Reportes recientes en modelos animales y algunos en humanos documentan que 
hay alteraciones de desarrollo óseo, muscular, dental y nervios periféricos 
relacionados con la infección por el ZIKV (16,32,33,35). Los tejidos craneofaciales, 
la lámina dental, los gérmenes dentales, la mandíbula, el paladar, la lengua y los 
tejidos blandos y duros que son derivados de las células ectodérmicas precursoras 
podrían estar afectados como consecuencia de la infección ZIKV (32).  
 
Adicionalmente, un buen patrón de desarrollo craneofacial va acompañado de una 
buena función que incluye nervios, arterias, músculos y ligamentos, que a su vez 
requieren del correcto desarrollo del sistema nervioso para la conducción de 
estímulos de los que depende su funcionamiento (30). El complejo craneofacial está 
involucrado con funciones complejas como son la succión, deglución, masticación, 
respiración, alimentación, audición, fonación, desarrollo del lenguaje, aprendizaje, y 
aquellas más sutiles como son el relacionamiento social y la expresión con 
emociones entre ella quizá las más frecuentes sean el llanto y la sonrisa entre los 
humanos (36,37).  
 
Por otra parte, es escasa la evidencia sobre los efectos en el desarrollo de la 
dentición primaria y permanente; además del tamaño, patrones miofuncionales y el 
curso del desarrollo craneofacial en niños infectados congénitamente por el ZIKV 
(33,35,38). Tampoco se entiende muy bien la reconocida diferencia de efectos de 
la infección congénita entre tejidos del SNC y los derivados de las CCN de 
morfología mesenquimal (8,13,32,33). 
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Evaluación clínica del desarrollo craneofacial 
 
 
Medición antropométrica: 
 
La antropometría es una técnica de medición muy usada como una medida para 
describir los cambios en las dimensiones y proporciones de las estructuras del 
cuerpo y de las regiones craneofaciales en diferentes etapas de la vida. La 
antropometría craneofacial se utiliza en etapas tempranas para describir cómo es 
desarrollo de las estructuras craneofaciales en las tres dimensiones del espacio 
frontal, sagital y vertical (39). 
 
 
Índice Morfológico Facial: 
 
En la  morfología facial se evalúa la forma del cráneo y de la cara cuantitativamente,. 
Para esto, miden en el paciente puntos anatómicos específicos que con la ayuda de 
una operación matemática, se obtiene un valor numérico que nos acerca a hallazgos 
del crecimiento y desarrollo craneofacial del paciente en ese momento para detectar 
si hay alteraciones durante su crecimiento (40,41). El índice de longitud y anchura 
cefálica está basado en los diámetros máximos que se toman de La altura facial que 
va desde el punto Nasion a punto Gnation, y la anchura que es la unión de los dos 
puntos bicigomáticos, respectivamente. De esta manera se clasifica un cráneo 
alargado, en la norma o equilibrado, corto o  muy corto. (Figura II-1) (42). Según 
Bedoya y Osorio en 2013 se puede clasificar al paciente tomando las mismas 
medidas y la misma operación matemática en Clase 1,2,3 o 4 dependiendo del 
resultado (Figura II-2) (42,43). 
 
 
Figura II-1. Clasificación según el índice longitud y anchura cefálica (%): 
relación longitud y anchura expresada en porcentaje. (41,42) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



28 
 

Figura II-2. Índice morfológico facial (%) (41,42). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A partir de los puntos antropométricos a partir de los que se calcula el Índice Morfológico 
Facial expresado en porcentaje. (Zy: cigomático - gn: gonion – N: nasion). 
 

Medición de anchura (40,44): 
 

a. Perímetro cefálico: Es la distancia circunferencial tomada entre bregma y la 
eminencia occipital.  

b. Forma del cráneo: Dolicocéfalo (contorno oval, alargado de adelante a 
atrás) Braquicéfalo (su anchura equivale aproximadamente a su largo) 
braquicéfalo (cráneo asimétrico por cierre unilateral de sutura coronal). 

c. Frente: Punto más lateral de la frente. Se deben palpar las dos prominencias 
laterales del hueso frontal como punto de referencia, luego se toma la medida 
con cinta flexible. 

d. Bicigomática: Distancia entre anchura de la cara superior Zigión-Zigión, Zg-
Zg. 

e. Cara inferior: Distancia entre el punto Gonion-Gonion, Go-Go 
f. Intercantal externa: Distancia entre los cantos externos de los ojos ex - ex. 
g. Intercantal interna: Distancia entre los cantos internos de los ojos. In-In 
h. Palpebral: Se mide desde el canto interno al canto externo del mismo ojo. 
i. Nariz: Distancia entre el punto más lateral del ala de la nariz de cada lado 

(alar-alar). 
j. Columnela: Distancia entre ambos bordes de la columnela.  
k. Filtrum: Medida entre los dos pilares cph-cph 
l. Boca: Distancia intercomisural se mide entre los ángulos de ésta (Que-Que) 

punto más lateral de la comisura labial. 
 
Análisis de tejidos blandos 
 
La evaluación de los tejidos blandos permite determinar la forma, tamaño y posición 
que pueden modificar el perfil facial del paciente, lo que puede repercutir en el 
diagnóstico y pronóstico estético del tratamiento de ortopedia maxilar. Todas estas 
estructuras tienen influencia genética, pueden variar según la etnia del paciente, a 
su vez esta es variable según la edad, si es género masculino o femenino. Dentro 
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de los tejidos blandos independientes se consideran la lengua, los labios, todas las 
estructuras de participación miofuncional facial, intra y extraoral. 
 
Medición de altura (40,44):   
 

a. Craneofacial total: Distancia existente entre el vértex y Gnation en el plano 
vertical. 

b. Facial anterior: Distancia existente entre (n-gn) en el plano vertical. 
c. Nariz: Distancia medida entre el punto nasion-subnasal 
d. Longitud columnela: La columnela es la estructura que divide ambas 

narinas.  
e. Longitud filtrum: Se mide desde la base de la nariz o subnasal (sn) hasta 

el borde superior del labio superior o bermellón (vm). 
 
Medición de profundidad (40,44):  
 

a. Longitud Anteroposterior de la cabeza: Distancia tomada entre (G-Op) 
Glabela-Opistion. 
b. Maxilar: Distancia entre (t-sn) tragus-subnasal 
c. Mandíbula: Distancia entre (t-gn) tragus-gnation 

 
Frente: La forma de la frente La altura de la frente se mide trazando una línea 
horizontal desde la inserción del cabello hasta la glabela, (en un paciente con 
armonía facial esta medida debería ser una tercera parte de la longitud total de la 
cara, en el paciente adulto esta medida debería de ser igual que la medida entre 
glabela y subnasal, de igual forma debe de medir igual de subnasal a mentón). Para 
clasificar la frente en ancha o estrecha esta se compara con el ancho bicigomático, 
y se puede clasificar también según su contorno en sentido lateral siendo una frente 
plana, prominente u oblicua (Figura II-3) (44,45). 
 
Figura II-3. Referencias anatómicas para medidas proporcionales de la cara 
(44,45). 
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Nariz: Para la valoración de la nariz se debe tener en cuenta historia de 
traumatismos previos, analizar tamaño y forma tanto del dorso de la nariz como de 
los conductos nasales, evaluar posibles desviaciones del tabique nasal. Todo lo 
anterior nos puede ayudar a descartar posibles alteraciones en la respiración nasal. 
La medida de la nariz en sentido vertical es un tercio de la altura total de la cara. El 
contorno de la nariz puede ser recto, convexo. Los orificios nasales por lo general 
son de forma ovalada y simétricos (42,45). 
 
Labios: El labio superior en su longitud debe de ser un tercio de la altura inferior de 
la cara, pero el mentón y el labio inferior son dos tercios de la altura inferior de la 
cara. La posición del labio superior también está influenciada por la posición que 
tienen los incisivos superiores. Los labios pueden tener diferencias en su forma y 
posición, esto en respuesta a hábitos como la respiración oral, succión digital, 
succión labial, entre otros. Podemos encontrar labios armónicos, cortos e 
incompetentes (Figura II-4) (42,45). 
 
 
Figura II-4. Referencias anatómicas para medidas proporcionales de la parte 
inferior de la cara (42,45). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Korkhaus define el perfil labial de la siguiente manera: 1. Escalón labial positivo (Se 
evidencia un adelantamiento del labio inferior comparado con el labio superior). 2. 
Perfil labial normal (Labio superior se encuentra algo por delante del labio inferior 
en el plano horizontal). 3. Escalón labial negativo (Labio inferior retraído con 
respecto al labio superior)(Figura II-5). 
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A B C 

Figura II-5. Perfil facial según el acople labial (44): (A) Escalón positivo, (B) 
Perfil labial normal y (C) Escalón labial negativo 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mentón: La forma del mentón no solo depende de su estructura ósea sino del tejido 
blando que lo recubre y de la tonicidad del musculo mentoniano. La valoración del 
contorno del mentón se realiza teniendo en cuenta la posición del labio inferior y el 
pliegue mentolabial, ya que el perfil tanto del labio inferior como del surco nasolabial 
depende de los tejidos blandos del mentón. El crecimiento y desarrollo del mentón 
va a influir sobre el perfil del paciente y se puede clasificar el mentón en prominente 
(donde se encuentra el surco mentolabial pronunciado y perfil labial retraído), 
desarrollo negativo del mentón (donde no se observa surco mentolabial y perfil labial 
prominente) (44).  
 
Lengua: Se hace la valoración de la forma, color, posición en reposo y durante la 
deglución y el tamaño. La legua puede ser estrecha, ancha o larga. Se evalúa de 
igual forma su movimiento ya que se puede presentar alteraciones en este cuando 
la inserción del frenillo lingual es corta (44).  
 
Frenillo labial y malar: Un frenillo labial que se encuentre sobre insertado puede 
ocasionar un diastema en los incisivos, lo que es más frecuente en el frenillo labial 
superior. De igual forma es importante hacer la valoración de los frenillos malares 
(44). 
 
Encía: Al momento de hacer la valoración de la encía es importante tener en cuenta 
lo siguiente: El biotipo periodontal si es fibrosa, dura o delgada. Si existe presencia 
de inflamación gingival o alteraciones mucogingivales. Todo lo anterior es 
importante ya que cuando evidenciamos una lesión localizada puede ser muestra 
de una respiración oral, problemas oclusales o funcionales y en muchos casos por 
ingesta de medicamentos que tienen efectos secundarios en las encías (44). 
 
Mucosa y paladar: Se valora el color, forma, consistencia y presencia de 
alteraciones tanto en mucosas como en paladar blando, duro, amígdalas y espacio 
faríngeo. También es importante evaluar las rugas palatinas y el tamaño y forma del 
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paladar duro si es profundo o no. Todo lo anterior puede influenciar en la posición 
de la lengua y la respiración del paciente (44). 
 
Articulación temporomandibular: El examen debe ser lo más amplio posible, 
incluyendo una evaluación completa de la articulación temporomandibular (ATM). 
 
a. Evaluación: Durante apertura y cierre, movimientos de la mandíbula hacia los 

lados, cuestionar si hay dolores frecuentes en cabeza, músculos u oídos, 
presencia de ruidos durante la masticación, presencia de hábitos 
parafuncionales, preguntar si existe historia de trauma en la cabeza, el cuello o 
la mandíbula, dolor y fatiga muscular durante la masticación. 

b. Examen extraoral: Movimiento condilar durante la apertura / cierre de la boca 
(simétrico / no simétrico, sincronizado / no sincronizado). Auscultación de la 
ATM (presencia / ausencia de ruidos). Palpación de los músculos masetero y 
temporal (volumen y tonicidad). La palpación en la región de la ATM. 

c. Examen intraoral: Relación molar y canina. Presencia o ausencia de mordida 
cruzada. La pérdida prematura de dientes temporales. Desviación de la 
mandíbula. Overbite y Overjet. Apertura bucal (44). 

 
Técnicas de evaluación de desarrollo craneofacial: 
 
Los cefalogramas o radiografías cefálicas laterales estandarizadas, se emplean en 
el estudio del crecimiento y desarrollo craneofacial para describir en 2D la anatomía 
de los huesos craneales, los dientes y los tejidos blandos (46,47). Hacia el futuro, 
estudios cefalométricos en población latinoamericana, estratificados con 
parámetros diferentes del de la edad cronológica o basados en tomografía axial 
computarizada (TAC) en 3D y antropometría con fotografía en 3D, serán 
indispensables para describir más adecuadamente los cambios que se presentan 
en estas etapas del desarrollo humano (47). 
 

Fotografías intraorales y extraorales: La fotografía clínica es una herramienta 
de diagnóstico, cada fotografía da valores clínicos que nos permiten identificar 
ciertas anomalías y patología. Podemos evaluar el perfil, morfología facial, 
análisis de tercios y quintos faciales, de igual forma evaluar posición de la 
cabeza, análisis de la sonrisa, asimetrías faciales y demás análisis que nos 
ayudan a llegar a un diagnóstico definitivo del paciente (48).  

 
Estudios radiológicos: La radiografía panorámica nos permite realizar una 
evaluación de las siguientes estructuras anatómicas: Órbitas, Seno maxilar, 
Pared posterior del Maxilar, Apófisis coronoides, Canal infraorbitario, Techo del 
paladar, Cóndilos mandibulares, Cavidad nasal, Piso del Seno Maxilar, Borde 
Anterior del Seno Maxilar, Proceso Malar, Paladar Duro, Espina Nasal Anterior, 
Tuberosidad del maxilar, Línea oblicua, Septo nasal, Fosa Nasal, Apófisis 
pterigoides, Canal mandibular, Cornete nasal inferior, Fosa pterigo-palatina, 
Foramen mentoniano, Hueso Cortical del Borde inferior, Reborde Mentoniano, 
Angulo Mandibular, Borde Anterior de la Rama, Borde Posterior de la Rama, 
Fosa Glenoidea, Escotadura Sigmoidea. Se realiza una descripción y 
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comparación del lado izquierdo con el derecho para descartar posibles 
alteraciones de forma, tamaño, al igual que cambios en la radiolucidez o 
radioapacidad de cada estructura anatómica. También nos ayuda a evaluar 
posición y ruta de erupción de dientes permanentes, dientes supernumerarios 
o agenesias (48).  

 
Anomalías dentales (44,49): 
 
1.Anomalías en la iniciación y proliferación o etapa de brote: 
 
a. Por falta de desarrollo: Ausencia congénita de dientes. 

 
- Anodoncia (ausencia de todos los dientes temporales o permanentes) 
- Oligodoncia (ausencia de 6 dientes sin contar el tercer molar) 
- Hipodoncia (ausencia de 1 o varios dientes) 
- Agenesia (ausencia de 1 diente) 
 
a. Por exceso de desarrollo:  

 
- Dientes supernumerarios: Exceso de numero de dientes, se puede presentar en 

dientes temporales y permanentes, no tiene un sitio especifico de la boca, pero se 
da con una mayor frecuencia en la maxilar zona anterior y región de molares. Se 
pueden catalogar supernumerarios cuando la anatomía se asemeja a la de un 
diente normal. 

 
2. Anomalía en la Histodiferenciación:  
 
a. Por falta de desarrollo: 

 
- Amelogénesis imperfecta: (Hipoplásico: el esmalte no alcanza su espesor 
completo, se observa superficie rugosa o lisa. Hipomineralizado: el esmalte 
presenta pocos minerales y se observa moteado. Hipomaduro: defecto del esmalte 
cualitativo, pero no tan severo como el hipomineralizado, el esmalte se fractura 
fácilmente). 
- Dentinogénesis imperfecta: (Tipo I: se presenta junto con la osteogénesis 
imperfecta. Tipo II: solo afecta a la dentina, se asocia a defectos en el colágeno tipo 
IV. Tipo III: denominados dientes en concha). 
 
b. Displasia de la dentina: Formación de coronas dentales con estructura anormal 
de la dentina. 
- Displasia de la dentina tipo I (se forman dientes sin raíz y con mineralizaciones 
globulares en la pulpa) 
- Displasia de la dentina tipo II (dientes con raíces cortas que se obliteran 
rápidamente, son dientes con movilidad y que se exfolian rápidamente). 
 
3. Anomalía en la Morfodiferenciación: Alteración en tamaño y forma. 
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a. Por falta de desarrollo: Microdoncia (menor tamaño de los dientes, puede ser un 
diente o de manera generalizada) 

b. Por exceso de desarrollo: Macrodoncia (mayor tamaño de los dientes) 
c. Perlas del esmalte: Formaciones en gota de esmalte ectópico que pueden estar 

sobre el esmalte o sobre el cemento. 
d. Dens evaginatus: Crecimiento hacia afuera del órgano del esmalte dando como 

resultado una cúspide en la superficie oclusal de premolares. 
e. Dens invaginatus: Invaginaciones del tejido durante la morfodiferenciación dental. 

Estas pueden ser coronales o radiculares. 
f. Incisivos en forma de pala: Anomalía que se caracteriza por depresión del lóbulo 

medio de los incisivos superiores. 
g. Hipercementosis: Desarrollo excesivo del cemento sobre la superficie radicular. 
h. Geminación: De un germen se origina un diente doble. 
i. Dilaceraciones radiculares: Pueden ser dilaceraciones radiculares o corono-

radiculares. Son el resultado de trauma mecánico severo y agudo. 
j. Taurodontismo: Mayor altura apico-coronal de la cámara pulpar, esta no presenta 

la constricción en la unión amelocementaria. Coronas altas. 
k. Fusión: La fusión es la unión de dos gérmenes dentales separados en desarrollo 

y como resultado se forma una sola estructura dental grande. Puede ocurrir entre 
dos dientes normales o entre uno normal y un supernumerario. 

l. Concrescencia: Tipo de fusión dentaria en dientes ya formados adyacentes 
unidos por cemento. 

 
 
Estadios de Nolla:  
 
Las diversas etapas de la formación de las piezas dentarias permanentes han sido 
descritas por la Dra. Carmen Nolla (1960), que distingue diez fases, con una fase 0, 
ausencia de cripta al examen radiográfico, hasta la fase 10 que significa cierre 
apical. De acuerdo con el grado de maduración observado en el germen 
permanente seleccionado, la edad dentaria, será hallada por medio de una tabla de 
referencia, individualizada según el sexo: es la tabla de maduración de Carmen 
Nolla. Este estudio se basa en la observación radiográfica en una imagen 
radiológica panorámica de los maxilares (50,51).  
 
 
Cronología y secuencia de erupción dental:  
 
La erupción dental es variable entre un paciente y otro ya que en este proceso hay 
influencia de factores como la raza, el sexo, la nutrición, enfermedades sistémicas, 
entre otros. La exfoliación de los dientes deciduos y la posteriormente erupción de 
los permanentes forma parte del continuo proceso de crecimiento del cuerpo. La 
erupción de los dientes temporales se inicia al sexto mes y termina a los dos años 
aproximadamente, por otro lado, los dientes permanentes, en la medida que 
reemplazan a los temporales, erupcionan desde los seis años hasta los 12 años, sin 
contar a los terceros molares, ya que la agenesia e impactación hace que su 
erupción presenta una amplia variabilidad que va desde los 16 años hasta los 25 
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años. No obstante, el ritmo de crecimiento y desarrollo determinado por la relación 
entre la genética y el patrón étnico, la distribución geográfica, tipo de alimentación 
y las enfermedades dentales y sistémicas pueden afectar la cronología y, en menor 
grado, la secuencia de erupción de los dientes temporales y permanentes, bien 
retrasando o adelantando la erupción (52). 
 
 
Evaluación de la maloclusión: 
 
Maloclusión transversal: 
 
Índice de Bogue:  Este índice evalúa el espacio del arco dental en sentido 
transversal, está compuesto por dos reglas: primero la distancia que existe entre la 
cúspide palatina del primero molar temporal derecho hasta la cúspide palatina del 
primer molar temporal izquierdo (30mm); si es menor se considera micrognatismo 
transversal y si es mayor habrá sobre expansión. La segunda: a los 5 años deben 
estar presentes diastemas entre los incisivos o como lo cataloga Baume un arco 
abierto o arco tipo I. Su ausencia es producto de macrodoncia en dentición primaria 
y micrognatismo transversal de ambos maxilares (45,53). 
 
Arcos abiertos o cerrados: (Baume 1950)  
 

Arco tipo I: Con presencia de espacios en la región anterior o abierto.  
Arco tipo II: Ausencia de espacios o cerrado.  

 
Estos espacios los llamó primates; situados entre los incisivos laterales y los caninos 
superiores y entre caninos y los primeros molares inferiores; tienen especial 
importancia en el cambio de la dentición porque permiten el movimiento mesial de 
los dientes posteriores cuando hacen erupción los primeros molares permanentes 
y facilitan posición normal de oclusión. Estudios demuestran que los espacios 
interincisivos no aumentan con el crecimiento y por el contrario, tienden a disminuir. 
La falta de espacios primates puede ser por micrognatismo transversal del maxilar 
o a dientes de volumen mayor de lo normal, y son indicios de anomalías futuras en 
la dentición permanente, especialmente apiñamiento de sector anterior (45,53). La 
oclusión funcional es donde las superficies oclusales al momento de contactar unas 
con otras no presentan interferencias para los movimientos mandibulares. Las 
maloclusiones son un conjunto de alteraciones donde el sistema estomatognático 
se encuentran en desarmonía con los segmentos dentarios (54). En Colombia, 
según el ENSAB IV en 2014, la población de 5 años presentó una relación molar de 
plano terminal recto en más del 70%, el escalón mesial bilateral se encontró en el 
21%. Se evidenció que el 71% de los niños presentaba una sobre mordida horizontal 
normal, el 12.5% se encontraba aumentada, y el 3.7% presentaban una mordida 
cruzada anterior; además, casi el 3.9% presentaba mordida cruzada posterior 
bilateral (55).   
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Relación molar:  Para clasificar la oclusión en la dentición primaria, se utiliza como 
guía los planos terminales (relación anteroposterior), siendo la relación mesodistal 
entre las superficies distales de los segundos molares primarios superior e inferior 
cuando estos contactan entre sí: 

- Plano terminal recto (la superficie distal de los segundos molares deciduos 
superiores e inferiores están al mismo nivel o en un plano vertical).  

- Escalón mesial (la superficie distal de los segundos molares deciduos 
inferiores está más hacia mesial con respecto a la superficie distal del 
segundo molar deciduo superior) 

- Escalón distal  (la superficie distal de los segundos molares deciduos 
inferiores está más hacia distal con respecto a la superficie distal de los 
segundos molares deciduos superiores) (53,56).  

Clasificación de Angle: Angle clasificó las maloclusiones en dentición permanente 
de la siguiente manera: 

- Clase I (normoclusión): Cúspide mesovestibular del primer molar permanente 
superior ocluye en el surco mesovestibular del primer molar inferior. 

- Clase II (distoclusión) Cúspide mesovestibular del primer molar permanente 
superior ocluye en la vertiente distal del segundo premolar inferior.  

- Clase III (mesoclusión) Se presenta cuando en oclusión habitual el primer 
molar inferior permanente se encuentra en sentido mesial en relación con el 
primer molar permanente superior (57,58).  

Relación canina: Se clasifica la relación canina según la posición de la cúspide del 
canino deciduo superior con respecto al canino inferior y el primer molar deciduo:  
 

- Clase I: La cúspide del superior coincide en el plano vertical con la superficie 
distal del canino inferior.  

- Clase II: La cúspide superior está anterior a la cara distal del canino inferior. 
- Clase III: La cúspide superior está posterior a la cara distal del canino inferior.  

 
El plano terminal y la relación canina se mantienen durante el período de la primera 
dentición y todo cambio se debe a factores extrínsecos ambientales. La relación 
canina permanece también constante después de la alteración del plano terminal 
en la erupción de los primeros molares permanentes (53,59). 
 
Oberjet-Oberbite: Normalmente los incisivos primarios son casi perpendiculares al 
plano oclusal con una ligera sobremordida. Se puede considerar como normal y la 
más común, cuando los incisivos superiores cubren un tercio de la corona de los 
inferiores. Si inmediatamente después de erupcionados todos los dientes se 
observa que esta medida se excede, deben sospecharse alteraciones de la relación 
vertical. El grado de sobremordida en la dentición primaria parece ser uno de los 
factores determinantes en la formación de la sobremordida en la dentición 
permanente. Si es severa en la dentición el pronóstico es desfavorable, mientras 
que si leve generalmente sigue siendo así en la dentición mixta, sin mayores 
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consecuencias desfavorables. Se considera que el overbite está bien, cuando el 
borde incisal de los centrales inferiores contacta la superficie palatina del incisivo 
central superior temporal en oclusión; borde a borde cuando había contacto de los 
bordes incisales; y aumentado, cuando se cubría más del 20% del incisivo inferior. 
Se registra mordida abierta cuando hay espacio entre los bordes incisales. El overjet 
se reporta como ideal, cuando la relación de los incisivos superior e inferior en 
sentido horizontal no exceda los 2 mm; aumentado, si excede los 2 mm bordes a 
borde; y cruzado cuando el borde incisal del inferior estaba por delante del borde 
incisal del superior (60). 
 
Hábitos nocivos: El hábito nocivo o deletéreo está definido como un 
comportamiento que es adquirido por el paciente que genera un estado de plenitud 
y satisfacción. Cuando se realiza de manera continua se convierte en algo 
automático y de forma inconsciente. Este genera patrones de contractura muscular 
que pueden cambiar el patrón de crecimiento facial del paciente y generar 
maloclusiones. El hábito va a ocasionar más daño dependiendo de la cantidad de 
tiempo en que el paciente lo realice, su intensidad, frecuencia, posición de los dedos 
u objetos y como tal de las características del objeto utilizado. Estos hábitos nocivos 
pueden ser: biberón, succión de chupo y digital, succión o mordida de objetos, 
succión y mordida del labio, onicofagia, succión de lengua; deglución atípica, 
respiración oral, entre otros (61).  
 
 
Alteraciones congénitas del desarrollo 
 
Las CCN gran plasticidad por factores perjudiciales durante el desarrollo 
embrionario, este proceso principalmente mediado por genes específicos como 
WNT3, FoxD3, Pax3/7 y otros (Tabla II-1), diferencian la lámina del ectodermo y se 
regulan positivamente para estabilizar este estado específico de diferenciación que 
resulta en el mantenimiento de una serie de genes condicionantes en la cresta 
neural delaminante y migratoria (25). El desarrollo del cráneo y la cara también 
ocurre en relación con el cerebro anterior medio y rombencéfalo (24,62). La mayoría 
de las malformaciones congénitas involucran tejidos craneofaciales, y la 
señalización BMP es una de las vías de señalización clave que regulan su desarrollo 
(30,36). Las CCN se ven afectadas por mutaciones en la vía BMP (30). El desarrollo 
dental, la mineralización dental y el desarrollo de la raíz dental se relacionan con 
interacciones epitelio-mesenquimales mediadas por la señalización de BMP igual 
que la morfogénesis del paladar. Por todo esto las mutaciones en la vía BMP, en el 
contexto con mecanismos celulares y moleculares comunes, proporcionan una 
perspectiva para futuras direcciones de investigación, incluida la ingeniería de 
tejidos (36). 
 
Microcefalia como desorden congénito 
 
La microcefalia es una afección definida como el menor tamaño de la circunferencia 
de la cabeza presente al nacer (microcefalia congénita) o más adelante en la vida 
(microcefalia postnatal o adquirida). Los niños con microcefalia postnatal tienen un 
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tamaño normal de cabeza al nacer y luego no logran tener un crecimiento normal 
de la cabeza (63). Se categoriza la severidad de la microcefalia como moderada si 
la medida está por debajo de 2 SD del promedio de la población y severa por debajo 
de 3 SD por debajo del promedio de la población (26,63). El diagnóstico clínico de 
la microcefalia comúnmente se realiza identificando alteraciones fenotípicas a 
través de ultrasonografía (64) y con imágenes de resonancia magnética (65). Los 
estudios de genética han caracterizado varios de las alteraciones génicas y sus 
efectos con alteraciones específicas durante el desarrollo embrionario (Figura II-6) 
(26): 
 
Figura II-6. Malformaciones corticales y alteraciones genéticas (26). 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VZ= zona ventricular, ISVZ/OSVZ= Zona subventricular interna/externa, IZ= zona interna, CP= 
plano cortical y MZ= zona marginal. 

 
Se sabe modificaciones genéticas que pueden tener como resultado la alteración 
congénita, sin embargo, la mutación o la modificación génica puede ser singular, 
pero tiene un efecto desencadenante en la codificación de otros genes con los que 
el principal tiene interacción (25,27,66). Para la microcefalia primaria hay revisiones 
que han caracterizado los principales genes como causa principal de la patología 
congénita (Tabla II-1) (27). La microcefalia primaria autosómica recesiva, está 
asociada con mutaciones de un solo gen que dan como resultado una microcefalia 
aislada con imágenes de resonancia magnética (MRI) a menudo normales y ningún 
otro hallazgo del examen físico. La incidencia actual varía de 1.3-1.5 / 100,000 
dependiendo del nivel de consanguinidad de la población. A diciembre de 2016, se 
han identificado 17 genes (MCPH1-17), 12 de estos se presentan en la Tabla 3 (63). 
Las mutaciones involucradas son a menudo codones de parada prematuros que 
provocan la interrupción de la progresión del ciclo celular, causando anormalidades 
en los centrómeros que conducen a una apoptosis temprana (27,63,67). Algunas de 
las alteraciones genéticas son discrepancias mitóticas durante la condensación 
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cromosómica, disfunción entre el centrosoma y la matriz pericentriolar, defectos de 
división celular, malformación del tubo neural, disrupción de la diferenciación y 
migración neuronal, entre otras (27,68). 
 

 
 
Tabla II-1. Genes relacionados con microcefalia Primaria (27). 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

Existen otros tipos de microcefalia secundarios a otras condiciones que se dan 
durante el embarazo, que cada vez se esclarecen más con los avances de 
secuenciación de exomas; hay más de 800 síndromes conocidos con microcefalia 
como asociación conocida y más de 900 condiciones de herencia mendeliana en 
línea en el hombre (OMIM) relacionadas con la microcefalia. Las alteraciones 
ambientales durante el embarazo incluyen lesiones hipóxicas, anomalías 
metabólicas maternas como la fenilcetonuria (PKU), la exposición al teratógeno y 
las infecciones pueden interferir con el desarrollo del cerebro y provocar microcefalia 
congénita (63). La microcefalia asociada a infección materno-fetal es diferencial en 
origen, pero la fisiopatología es muy similar, pues se relacionan básicamente con 
formación disminuida de la masa cerebral (principalmente cortical), debido a las 
alteraciones de mecanismos de diferenciación y patrones alterados de migración 
neuronal (Figura II-7) (27,63,69,70). 
 

Los patógenos principalmente asociados a microcefalia son los neurotrópicos 
intracelulares, que pueden infectar varios tipos de células del sistema nervioso 
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central causando daño tanto en etapas del desarrollo como en la edad adulta, Tabla 
II-2 (69). 
 

 
 
 
Figura II-7. Tipos de diagnóstico de microcefalia según su etiología (63). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 
Las infecciones congénitas que causan microcefalia se conocen como infecciones 
TORCH (toxoplasmosis, otras infecciones (sífilis, varicela zoster, parvovirus B-19), 
rubéola, citomegalovirus (CMV) y virus del herpes). Además de la microcefalia, los 
niños con estas infecciones intrauterinas a menudo tienen otros hallazgos clínicos 
anormales que pueden incluir hepatoesplenomegalia, erupciones cutáneas, 
coriorretinitis y calcificaciones intracraneales (Tabla II-2) (63,69). Recientemente, 
un aumento en el número de infecciones prenatales por el ZIKV se ha relacionado 
con la microcefalia y otras anomalías cerebrales graves. En la siguiente tabla se 
muestran las consecuencias de este grupo de patógenos comparadas con las del 
ZIKV (69): 
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Tabla II-2. Anomalías asociadas a patógenos neurotrópicos asociados a 
síndrome congénito y microcefalia. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Tabla adaptada de artículo:  Keighley, C. L., Skrzypek, H. J., Wilson, A., Bonning, M. A., & Gilbert, G. L. (2019). Infections in pregnancy. The 
Medical Journal of Australia. 

 
La destrucción de los tejidos se da tanto por la infección del patógeno como por la 
respuesta inflamatoria que inducen: adelgazamiento de la masa cortical del cerebro, 
hipoplasia o incluso aplasia de algunas partes del SNC como el cuerpo calloso o 
cerebelo. La pérdida de tejido cerebral se acompaña de otras características como 
consecuencia: ventriculomegalia, hidrocefalus, hidrencefalia o microcefalia (4). 
 
 
Alteraciones dentales y de tejidos blandos asociadas al Virus del Zika: 
 
Recientemente estudios realizados en Brasil han evidenciado retraso en la erupción 
dental temporal, de igual manera se encontró alteración en la secuencia de erupción 
dental, en la valoración de la lengua encontraron una mala posición, paladar 
estrecho, frenillo labial y lingual sobreinsertados (71).  
 
En 2019 reportes de un estudio hablan sobre manifestaciones orales durante la 
etapa de erupción dental en estos pacientes, encontraron un aumento en la 
salivación que puede ser normal durante este proceso, cambios de ánimo como 
irritabilidad y prurito o malestar en las encías (38). Se realizó la descripción de 
cronología y secuencia en la erupción de los dientes deciduos en niños con 
microcefalia debido a la exposición fetal al virus Zika en este artículo se encontró un 
retraso en la cronología de erupción en los dientes temporales teniendo un tercio de 
la población con la erupción del primer diente a los 11 meses, y de los demás dientes 
con un promedio entre 17.9 a 20.4 meses en el maxilar y en la mandíbula fue de 
11.5 y 20.2. Por otra parte, la secuencia de erupción se dio en el orden 64-51-62-
61-52-54- 53-63 para el maxilar y 71-72-82-84-81-74-73-83-82 para la mandíbula 
(72). Se registró la descripción de las alteraciones presentes en cavidad oral en 
niños con síndrome congénito por Zika (SCZ) y se evidenció alteración en la 
cronología de erupción en 46,9% de los casos, se presentó anquiloglosia en un solo 
paciente, paladar de forma ojival y alteración en el esmalte como lo es la hipoplasia 
en el 28,1% de los pacientes (73). 
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En resumen, las características craneofaciales del SCZ descritas en la literatura, 
además de la microcefalia son anatómicas como: alteración en la cronología de la 
erupción dental, micrognatia, maloclusión, inserción baja de las orejas, 
anquiloglosia y paladar ojival; además de otras que son funcionales como: posición 
alterada de la lengua en reposo, sialorrea, incompetencia labial y bruxismo (74–76). 
 
Desde una perspectiva clínica, en este Capitulo se pretende describir el desarrollo 
craneofacial, dental, oclusal en un grupo de niños con infección congénita por ZIKV 
en el Valle del Cauca y compararlo con niños de edad similar, sanos y nacidos en 
el Valle del Cauca.   
 
3.2 Metodología 
 
Tipo de estudio: 
 
Fue un estudio observacional descriptivo con un análisis exploratorio de casos y 
controles transversal de los niños con y sin exposición congénita al ZIKV en el Valle 
del Cauca-Colombia durante el período epidémico, entre septiembre de 2015 a julio 
de 2016. 
 
 
Población y muestra 
 
La población universo fueron los hijos de madres expuestas durante el período 
epidémico del ZIKV, septiembre de 2015 a julio de 2016 en Valle del Cauca-
Colombia.  
 
Para el cálculo del tamaño de muestra se tuvo en cuenta datos reales notificados 
en Brasil y algunas cifras reportadas en Colombia. Tomando una estimación de un 
total de 5.500.000 habitantes aproximadamente en riesgo para los departamentos 
del Valle del Cauca y Cauca, una frecuencia anticipada de 28,7% de casos positivos 
según los reportes del INS en Colombia, un error aceptado del 5% y un DEFF=1, a 
través de la fórmula de estimación de la frecuencia en una población finita con la 
ecuación: 
 
 
Proporción de casos= 28% 
Proporción de controles expuestos= 72% 
OR estimado= 6.61 
Confianza 95% 
Poder 80% 
Proporción de caso por cada control= 1 
 
La población de estudio calculada fue 20 niños de madres expuestas con un grupo 
control de 20 niños de madres no expuestas al ZIKV durante su periodo de 
gestación, con confirmación con IgM/IgG y/o confirmación clínica, de una cohorte 
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de niños de la Secretaría de Salud del Valle del Cauca, manejada en una IPS de 
infectología pediátrica de la ciudad de Cali (77). El grupo de análisis finalmente 
fueron 14 niños del grupo con Síndrome Congénito por virus del Zika (SCZ) y 12 
niños sanos apareados por edad y procedencia (con infección congénita por ZIKV 
u otra exposición sindrómica o congénita de riesgo descartada); debido a 
dificultades presentadas durante el período de aislamiento en la pandemia por 
Covid-19. Ambos grupos de niños asistirán a control en el Servicio de 
Odontopediatría de las Clínicas de la Escuela de Odontología de la Universidad del 
Valle, una vez se termine el estudio. 
Criterios de selección 
 
Criterios de inclusión 
 

● Hijos de madres con infección por ZIKV durante el embarazo, en período 
epidémico en Colombia; confirmada o descartada con laboratorios. 

● Niños de madres que acepten participar del estudio, firmen consentimiento 
informado y en caso de ser menor de edad: el asentimiento informado con 
padres que firmen el consentimiento informado. 

 
Grupo de comparación 

● Hijos de madres sin infección congénita por el ZIKV ni alguna exposición 
congénita de riesgo, nacidos en la época epidémica del ZIKV en Colombia. 

 
 
Criterios de exclusión 

● Hijos de madres con síndromes diferentes como los patógenos del complejo 
TORCH.  

 
Trabajo De Campo 
 

1. Se evaluaron en la sección inicial del formato la información 
sociodemográfica de la población del estudio, el periodo de exposición al 
ZIKV y otros anexos de la historia clínica gestacional que aportaban los 
acudientes. 

2. Evaluación clínica dental y fonoaudiológica de los parámetros determinantes 
del desarrollo craneofacial y de la dentición de los niños en estudio (78). La 
realizó un residente de Odontopediatría y un Fonoaudiólogo de la 
Universidad del Valle con el acompañamiento de uno de los investigadores 
del proyecto. Se llevó a cabo en un consultorio de la Escuela de Odontología 
de la Universidad del Valle. 

3. Los puntos antropométricos se evaluaron para determinar el desarrollo óseo 
craneofacial y los patrones de crecimiento con ángulos y medidas; y el 
acoplamiento dental. 

4. Radiografía panorámica donde se analizaron las estructuras del maxilar 
superior e inferior y evaluó la cronología de la erupción dental según las 
etapas descritas por Nolla. Este análisis lo realizó un residente de 
Odontopediatría de la Universidad del Valle y los investigadores principales. 
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La toma se hizo en un Centro Radiológico Oral habilitado con altos 
estándares de calidad. La interpretación de las imágenes la realizó la 
Residente de Odontopediatría. Sólo fue posible realizarlo en tres casos ya 
publicados (79).  

5. Análisis funcional de la masticación, el patrón de deglución, la fonación, y la 
adquisición y uso del lenguaje mediante entrevistas a los niños y sus madres, 
se realizaron videos estandarizados para el análisis. Esta evaluación la 
realizó un residente de Odontopediatría y un Fonoaudiólogo de la 
Universidad del Valle con el acompañamiento de uno de los investigadores 
del proyecto.  

6. Evaluación de la oclusión en sentido transversal, sagital, y vertical por medio 
de análisis de modelos de yeso y fotografías intraorales. Además de la 
sobremordida horizontal y vertical.   

 
 
Variables 
 

Tabla II-3. Definición Operacional de las variables  
 

Nombre Definición Tipo Definición Valores posibles 

SOCIODEMOGRAFICAS     

Edad gestacional  
Variable 
cuantitativa 

Numérica 
discreta 

Semanas de gestación 
cumplidas 

1-40  

Tipo de parto Variable 
Nominal 
categórica 

Tipo de parto 
1: Parto vaginal 
2: Parto cesárea  

Sexo Variable 
independiente 

Nominal 
Categórica 

Sexo biológico 1: Masculino 
2: Femenino 

Edad Variable 
independiente 

Numérica  
discreta 

En meses cumplidos 1-90 

Lugar de nacimiento Variable 
cualitativa 

Nominal 
categórica 

Ciudad de origen  Nombre de la ciudad 

Control ecográfico 
primer trimestre 

Variable 
Nominal 
categórica 

Control prenatal 
ecográfico 

1: Si 
2: No 

Edad de la madre Variable 
independiente 

Numérica 
discreta 

En años cumplidos 20-40 

Escolaridad de la madre Variable 
independiente 

Nominal 
categórica 

Nivel de escolaridad 1: Bachiller  
2: Técnico 
3: Tecnólogo 
4: Universitario 
5: Posgrado 
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Estado civil de los 
padres 

Variable 
cualitativa Nominal 

categórica 

Estado civil de los 
padres 

1: Soltero 
2: Casado 
3: Unión libre 
4: Separado 

Tipo de etnia Variable 
cualitativa Nominal 

categórica 

Tipo de etnia a la que 
pertenece 

1: Mestizo  
2: Afrodescendiente 
3: Indígena 
4: Otro 

Síntomas durante el 
embarazo 

Variable 
cuantitativa 
discontinua 

Nominal 
categórica 

Sintomatología 
presente durante el 
embarazo  

1: Fiebre 
2: Salpullido 
3: Conjuntivitis 
4: Dolor muscular 
5: Dolor de cabeza 
6: Todos los anteriores 
7: Ninguna de las 
anteriores 

Antecedentes médicos 
del paciente 

Variable 
cualitativa Ordinal 

Patologías previas 1. Si 
¿Cuál? 
2. No 

Diagnóstico médico del 
paciente 

Variable 
cualitativa 

Nominal 
categórica 

Diagnostico medico 
actual del paciente 

1. Si 
¿Cuál? 
2. No 

ANÁLISIS 
CRANEOFACIAL 

    

Cara Variable 
dependiente 

Nominal 
Categórica 

Evaluación de 
asimetrías. 

1.Simétrica 
2.Asimétrica 

Biotipo Variable 
dependiente 

Nominal 
Categórica 

Evaluación del biotipo 
facial 

1.Mesocefálico 
2. Dolicocefálico 
3.Braquiocefálico 

Perfil Variable 
dependiente 

Nominal 
Categórica 

Evaluación del perfil 
facial 

1.Recto 
2.Cóncavo 
3.Convexo 

Posición del Maxilar Variable 
dependiente 

Nominal 
Categórica 

Evaluación de la 
posición del maxilar 

1.Normal 
2.Protruido 
3.Retraído 
4.Desviado 

Posición de la 
Mandíbula 

Variable 
dependiente 

Nominal 
Categórica 

Evaluación de la 
posición de la 
mandíbula 

1.Normal 
2.Prognatismo 
3.Retrognatismo 
4.Desviada 
5.Posición en reposo: 
Normal____ 
Descenso____ 
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Índice Morfológico 
Facial 
 

Variable 
Dependiente 

Numérica 
continua 

Clasificación según el 
índice longitud y 
anchura cefálica 

1.Cara corta: 
Hipereuriprosopo (x-
78,9) _____ 
Euriprosopo (79,0-
83,9) _____ 
2.Cara intermedia: 
Mesoprosopo (84,0-
87,9) _____ 
3.Cara larga: 
Leptoprosopo (88,0-
92,9) _____ 
Hiperleptoprosopo 
(93,0-x) _____ 

Análisis de tercios 
faciales 

Variable 
Dependiente 

Numérica 
continua 

Medida en mm de los 
tercios faciales 

1: Tercio superior  
2: Tercio medio 
3: Tercio inferior 
 

Análisis implantación 
orejas 

Variable 
dependiente 

Nominal 
Categórica 

Evaluación de 
simetría implantación 
orejas 

1: Simétricas 
2: Asimétricas 

Línea bipupilar Variable Nominal 
Categórica 

Evaluación de 
simetría línea 
bipupilar 

1: Simétrica 
2: Asimétrica 

Medidas 
antropométricas 

Variable 
Dependiente 

Numérica 
continua 

Medida en cm-mm 1.Perímetro cefálico 
2.Distancia Pa-Pa 
3.Distancia 
Bicigomática  
4.Distancia Nasion a 
Gnation 
5.Distancia tragus a 
Subnasal 
6.Distancia de tragus a 
Gnation 
7.Distancia de Gonion 
a Gonion 
8.Distancia de Glabela 
a Opistion 

Evaluación de los labios Variable 
dependiente 

Nominal 
dicotómica 

Alteración de tamaño, 
forma, color y 
posición de los labios 

Presencia o ausencia 
de la alteración 
1.Labios armónicos 
2.Cortos 
3.Incompetentes 

Evaluación del paladar Variable 
dependiente 

Nominal 
dicotómica 

Alteración de forma, 
color y tamaño 

Presencia o ausencia 
de la alteración 
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Evaluación de la lengua Variable 
dependiente 

Nominal 
dicotómica 

Alteración del 
tamaño, forma y color 

Presencia o ausencia 
de la alteración 

Evaluación inserción de 
frenillos 

Variable 
dependiente 

Nominal 
dicotómica 

Alteración en la 
inserción de los 
frenillos 

Presencia o ausencia 
de la alteración 

DESARROLLO OCLUSAL      

Tipo de arco (BAUME) Variable 
independiente 

Nominal 
Categórica 

Arcos con o sin 
espacios fisiológicos. 

1.Tipo I 
2.Tipo II 

Estadio de dentición Variable 
dependiente 

Nominal 
Categórica 

Formula dental 
(estadios Nolla) 
(50,51) 

0-10 
Para cada diente 

Relación molar Variable 
independiente 

Nominal 
Categórica 

Interrelación sagital 
de segundos molares 
superiores e 
inferiores deciduos 
(57) 

Dentición decidua: 
1: Escalón mesial 
2: Escalón distal 
3: Plano terminal recto 

Relación canina Variable 
independiente 

Nominal 
Categórica 

Interrelación sagital 
de caninos superiores 
e inferiores (57) 

1: Clase 1 
2: Clase 2 
3: Clase 3 

Overjet/ Overbite Variable 
dependiente 

Numérica 
continua 

Valor en milímetros 
(sobremordida 
vertical y horizontal) 

Valor en mm o en % 

Maloclusiones 
transversales 

Variable 
independiente 

Nominal 
Categórica 

Alteraciones 
encontradas en el 
plano transversal. 

1: Mordida cruzada 
posterior 
2: Mordida en tijera 
 

Maloclusiones verticales Variable 
independiente 

Nominal 
Categórica 

Alteraciones que 
encontramos en el 
plano vertical (57,80) 

1: Mordida abierta 
2: Mordida profunda 

Maloclusión 
anteroposterior 

Variable 
independiente 

Nominal 
categórica 

Alteración en el plano 
anteroposterior 

Mordida cruzada 
anterior 
1: Si 
2: No 

Índice de Bogue Variable 
Dependiente 

 
Numérica 
continua 

Evalúa el espacio del 
arco dental en 
sentido transversal 

1.Micrognatismo 
transversal /Sobre 
expansión. 
3.Arco abierto / Arco 
cerrado. 

ALTERACIONES 
DENTALES 
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Anomalías dentales Variable 
dependiente 

Nominal 
Categórica 

Presencia de 
anomalías dentales 

Presencia o ausencia 
1: Numero 
2: Forma 
3: Estructura 

Cronología y secuencia 
de erupción 

Variable 
dependiente 

Numérica 
continua 

Evaluación de la 
cronología y 
secuencia de 
erupción 

Edad de inicio de la 
erupción dental 

Presencia de caries Variable 
dependiente 

Nominal 
categórica 

Categoría según el 
diagnostico de caries   

0: Sano 
1-2: Primer cambio 
visible en esmalte 
(lesión de mancha 
blanca y/o café) 
3: Ruptura localizada  
del esmalte, 
sin dentina expuesta 
visible  
4: Sombra subyacente  
de dentina  
5-6:Cavidad detectable 
en esmalte opaco  o 
decolorado 
con dentina visible 
 

HABITOS      

Hábitos deletéreos Variable 
dependiente 

Nominal 
Categórica 

Presencia, frecuencia, 
intensidad, tipo  de 
hábito parafuncional 
(81) 

Presencia o ausencia 
Frecuencia 
Intensidad 
 

Hábitos de higiene oral Variable 
dependiente 

Nominal 
categórica 

Presencia, frecuencia 
cepillado dental 

Numero de cepilladas 
al día 

Bruxismo  Variable 
dependiente 

Nominal 
categórica 

Presencia o ausencia  1: Si 
Diurno 
Nocturno 
2: No 

Función de ingesta del 
alimento 

Variable 
dependiente 

Nominal 
Categórica 

Alteración de las fases 
de la formación del 
bolo alimenticio, tipo 
de alimentación que 
ingiere (82) 

1: Adecuada 
2. Inadecuada 

ANALISIS FUNCIONAL      
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Desarrollo del lenguaje Variable 
dependiente 

Nominal 
Categórica 

Presencia de 
Balbuceo, palabras, 
frases, sonrisa (83) 

1. Si 
2. No 

Función de fonación Variable 
dependiente 

Nominal 
dicotómica 

Alteración de la 
emisión de la voz (82) 

1. Si 
2. No 

Funciones de la 
articulación de la 
Palabra 

Variable 
dependiente 

Nominal 
dicotómica 

Alteración en la 
articulación de 
sonidos y consciencia 
fonológica (82) 

1. Si 
2. No 

Posición de la lengua en 
habla 

Variable 
dependiente 

Nominal 
dicotómica 

Alteración en la 
posición de la lengua 

1. Si 
2. No 

 
 
Recolección de la Información: 
 
Se recolecto la información clínica en un formulario de Google Forms (Google online 
apps suite of tools) bajo el convenio institucional de la Universidad del Valle con 
acceso ilimitado de Gb de almacenamiento y en tiempo real alimentar una base de 
Datos en Microsoft Excel®. La información que se custodia en un computador de la 
Escuela de Odontología garantizando el anonimato de la identidad de los pacientes 
del estudio clínico; garantizando el buen manejo de la información, y se custodia 
una copia por seguridad en el Departamento de Microbiología de la Universidad del 
Valle.  
 
 
Análisis de la información: 
 
Las variables se tabularon en Excel® y se elaboraron tablas de frecuencia y figuras 
en análisis univariado y bivariado a través de la prueba Chi2 para variables 
categóricas y; KSmirnov y T-test para variables numéricas comparando los grupos 
(74,84). 
 
 
3.3 Consideraciones éticas  
 
Acta de aprobación N° 010-2018, código 074-018. 
 
El Consejo de la Facultad de Salud de la Universidad del Valle, ha establecido el 
Comité Institucional de Revisión de Ética Humana (CIREH), el cual está regido por 
la Resolución 008430 del 4 de octubre de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia 
por la cual se establecen las normas científicas, técnicas y administrativas para la 
investigación en salud; los principios de la Asamblea Médica Mundial expuestos en 
su Declaración de Helsinki de 1964, última revisión en 2002; y el Código de 
Regulaciones Federales, título 45, parte 46, para la protección de sujetos humanos, 
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del Departamento de Salud y Servicios Humanos de los Institutos Nacionales de 
Salud de los Estados Unidos 2000. (Anexo 6.2) 
 
3.4 Resultados y Discusión 

 
Características sociodemográficas de la población estudio 
 
Del total de niños evaluados en el grupo de SCZ, ocho casos fueron niñas y 
provenían de la Ciudad de Santiago de Cali (Figura II-8A); y el resto provino de los 
municipios de Jamundí (n=1), Ginebra (n=1), El Cerrito (n=2) y Cartago (n=1), 
también hubo un caso nacido en Venezuela e hijo de inmigrantes de venezolanos 
(Figura II-8B).  Trece de los niños con SCZ fueron considerados de etnia mestiza, 
y uno fue afrodescendiente. Las madres de niños del grupo SCZ, en su mayoría 
tenían educación básica secundaria y conviven en unión libre; mientras el nivel 
educativo de las madres en el grupo control fue significantemente mayor (Tabla II-
4). Aunque no se presentaron diferencias en la mayoría de las variables 
sociodemográficas, hubo un mejor nivel de escolaridad de la madre en el grupo de 
niños sanos y el periodo de gestación fue menor en número de semanas en el grupo 
SCZ. El entorno social y familiar fue más complejo en SCZ, toda vez que las mujeres 
viven en unión libre y su escolaridad es más baja que en el grupo control (16,85). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura II-8. A. Distribución de los niños con Zika congénito y casos sanos según 
grupo y sexo. B. Procedencia de los casos de Zika congénito según sexo. 
 
El promedio de gestación en el grupo SCZ fue de 37.9 semanas y los partos fueron 
vaginales en 10 casos, con al menos una ecografía al final del primer trimestre del 
embarazo; y en 12 casos, las madres, presentaron síntomas relacionados con la 
infección por ZIKV como fiebre, y salpullido con prurito. En el grupo control, el 
promedio de semanas de gestación fue 38.4 semanas, seis madres tuvieron parto 
vaginal y seis por cesárea, con ecografía en el primer trimestre y ninguna presento 
síntomas de infección por ZIKV durante su embarazo (Tabla II-4).  

A B 
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Tabla II-4. Características sociodemográficas maternas y gestacionales en 
niños con y sin infección congénita por ZIKV del período epidémico 2015-
2017. 
 

Tipo de caso ZIKV Sano (G.control) Total (p) 

Edad Promedio de las madres 32.4 (26.9-36.8) 33.7 (29.5-37.9) 32.7 (28.1-37.3) 0.984 

Sexo de los niños     

NIÑAS 9 6 15 0.462 

NIÑOS 5 6 11  

Escolaridad de la madre     

Básica secundaria 
Técnico 

Universitaria 
Posgrado 

10 
0 
4 
0 

4 
1 
2 
5 

14 
1 
6 
5 

0.028* 
 
 

 

Estado civil     

Casada 
Soltera 

Unión libre 

3 
3 
8 

2 
2 
8 

5 
5 

16 

0.884 
 
 

Semanas de gestación (media) 37.9 (34.5-41.3) 38.4 (36.9-39.9) 38.3 (35.7-40.9) 0.552 

Tipo de Parto     

Vaginal 10 6 16 0.239 

Cesárea 3 6 9  

No sabe 1 0 1  

Ecografía 1er trimestre     

SI 12 12 24 0.234 

NO 2 0 2  

Síntomas de ZIKV en el embarazo     

SI 12 0 12 0.000* 

NO 2 12 14  

TOTAL 14 12 26  

*p<0.05, Chi2 Fisher-Kolmogorov-Smirnov 

 
El control prenatal incluyó en el 90% de los casos, la ecografía del primer trimestre 
de embarazo y que pudo revelar alteraciones fetales mayores. En ninguno de los 
reportes se identificó la microcefalia ni tampoco se recomendó un aborto por 
indicación médica, a pesar de que un 41.38% de las madres del grupo SCZ 
presentaron síntomas clínicos relacionados con la infección por ZIKV; pero dichos 
síntomas, no fueron signos de alarma durante  los controles prenatales y por lo tanto 
no se ordenaron pruebas específicas de laboratorio prenatales para comprobar una 
infección por el ZIKV (86,87). 
 
 
Características craneofaciales 
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Trece de los 14 niños en el grupo SCZ nacieron con microcefalia; mientras que, un 
niño del grupo control tuvo un perímetro cefálico reducido al nacer, que se resolvió 
durante el primer año de vida. El promedio del perímetro cefálico en SCZ fue 43.5 
cm mientras que en los controles sanos fue de 49.5 cm (p=0.001). Esta medida en 
los niños con ZIKV fue menor que lo reportado como parámetros de crecimiento y 
desarrollo en niños colombianos de la misma edad (85,88) y el que presentaron los 
controles (p=0.001) (Tabla II-5), siendo un hallazgo esperado por ser la 
consecuencia mas reportada en la infección congénita por el ZIKV(89). 
 
 
El índice morfológico facial (IMF) es un índice que tiene como estudio base una 
población colombiana (90) y para el grupo SCZ, el IMF fue clase 3, mientras que el 
grupo de comparación tuvieron un IMF clase 4. El biotipo facial predominante en 
SCZ fue dolicocefálico, mientras aquel de los niños sanos fue mesencefálico (Tabla 
II-5). El patrón de IFM clase 4 y de biotipo mesencefálico hace parte del promedio 
de lo reportado para niños colombianos de la misma edad (85,90). 
 
Once pacientes SCZ tenían el maxilar protruido y nueve la mandíbula retraída 
mientras que; la mayoría de los pacientes sanos tenían un desarrollo maxilar normal 
(p=0.001). En SCZ el tercio inferior estuvo incrementado sagital mente, que 
comúnmente se asocia con interposición lingual y posición baja de la lengua, 
rotación de la mandíbula en sentido horario que genera el aumento de la dimensión 
del tercio inferior de la cara y mordida abierta anterior (69,87).  
 
En nueve niños del grupo SCZ, la línea pupilar fue asimétrica mientras que en el 
grupo sano, solo fue un caso. El borde inferior de las orejas fue asimétrico en 7 
casos con SCZ, mientras que los pacientes del grupo control sano solo 2 pacientes 
presentaron esta asimetría (Tabla II-5). Al compararse los tercios faciales, el grupo 
SCZ presento el tercio superior más pequeño con un promedio de 20.8 mm; 
comparado con en el grupo sano que fue de 23.1 mm, el tercio facial inferior en SCZ 
tuvo un promedio más bajo y fue de 25.1 mm mientras que; aquel en el grupo sano 
fue 28.2mm. En relación con las medidas antropométricas craneofaciales, la medida 
anteroposterior del maxilar superior (t-Sn) fue mayor en el grupo control o sano con 
un promedio de 11.9 mm, seguido del ancho de la frente (Pa-Pa) promedio 11.6 cm, 
el ancho bicigomático (Zg-Zg) fue 8.6 cm siendo significativamente menor al grupo 
de SCZ (p=0.015), la altura facial (N-Gn) fue 12 cm. La distancia de (Gn-Gn) en el 
grupo control sanos fue menor que la que presentó el grupo ZIKV, 8.2 cm. Por 
último, la distancia de (Gla-Op), 23,4 cm fue mayor para el grupo control de 
pacientes sanos, mientras que el grupo SCZ tuvo apenas 17.8 cm y fue la mayor 
diferencia identificada entre los dos grupos (p=0.001) (Tabla II-5). La medida 
antropométrica más reducida fue la distancia Gla-Op en los casos SCZ, al igual que 
la asimetría en el plano pupilar asociado con estrabismo (Tabla II-5), signo que ha 
sido reportado comúnmente en otros estudios clínicos de niños con infección 
congénita por ZIKV (76,91).  
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Tabla II-5. Características craneofaciales en niños con y sin infección 
congénita por ZIKV del período epidémico 2015-2017. 
 

Tipo de caso ZIKV Sano (G. control) (p) 

Dx. Microcefalia al Nacer    

SI 13 1 0.000* 

NO 1 11  

Perímetro Cefálico (media) 43.5 (39.5-47.5) 49.5 (47.7-51.3) 0.001* 

IMF    

Clase 2 3 1 0.086 

Clase 3 6 1  

Clase 4 2 6  

SIN DATO 3 4  

Biotipo Facial    

Braquicefálico 0 1 0.104 

Dolicocefálico 10 3  

Mesencefálico 3 5  

SIN DATO 1 3  

Perfil Facial    

Recto 1 4 0.127 

Cóncavo 0 0  

Convexo 11 5  

SIN DATO 2 3  

Maxilar    

Normal 2 9 0.001* 

Protruido 11 0  

Retruido 0 1  

SIN DATO 1 2  

Mandíbula    

Normal 3 8 0.031* 

Protruido 1 1  

Retruido 9 1  

SIN DATO 1 2  

Línea Bipupilar    

Simétrica 3 7 0.014* 

Asimétrica 9 1  

SIN DATO 2 4  

Borde inferior de orejas    

                                   Simétrica 3 5 0.228 

Asimétrica 7 2  

SIN DATO 4 4  

Tercios Faciales    

Superior 20.8 (7.98-33.7) 23.1 (7.3-38.9) 0.000* 
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Medio 26.0 (10.1-41.9) 22.8 (7.3-38.8) 0.000* 

Inferior 25.1 (6.77-43.4) 28.2 (13.5-42.9) 0.000* 

Medidas craneofaciales (media)    

Pa-Pa 11.4 (10.3-12.4) 11.6 (10.8-12.4) 0.936 

Zg-Zg 9.5 (8.8-11.0) 8.6 (7.8-9.4) 0.015* 

N-Gn 10.9 (10-11.6) 10.9 (10-11.6) 0.552 

t-Sn 11 (9.7-12.3) 11.9 (11.1-12.7) 1.000 

t-Gn 11.3 (10.4-12.2) 12 (11.1-12.9) 0.955 

Go-Go 8.9 (7.5-10.3) 8.2 (7.2-9.2) 0.263 

Gla-Op 17.8 (13.6-22) 23.4 (21.4-25.4) 0.001* 

IMF: Índice morfológico facial 

SIN DATO: No hay dato (en algunos pacientes no fue posible la toma de algunas medidas debido a alteraciones en el 
comportamiento) 

*p<0.05, Chi2 Fisher-Kolmogorov Smirnov-T- test 

 
 
Características dentales, oclusales y hábitos  
 
Ocho de los niños con SCZ presentaron una relación molar temporal de escalón 
distal (p=0,003), que puede predisponer a maloclusión con relación molar de clase 
II en la dentición permanente(92). En 4 casos resultó imposible determinar la 
relación molar (NA) debido a que el segundo molar temporal (superior y/o inferior) 
no estaba bien erupcionado al momento de la valoración. Nueve del paciente con 
SCZ y 10 en el grupo control tuvieron una relación canina clase III. Solo tres casos 
del grupo ZIKV presentaron mordida abierta anterior mientras que solo uno en el 
grupo control; lo que podría relacionarse con el uso prolongado de biberón(92). Es 
común el reporte de que los hábitos de succión no nutricional durante la dentición 
decidua pueden generar mordida abierta anterior, aún sin tener en cuenta el patrón 
morfológico facial del paciente (93). 
 
El ancho intercanino e intermolar maxilar, mandibular y el perímetro de arco superior 
se encontró mayor en el grupo SCZ en comparación con los valores del grupo de 
pacientes sanos (Tabla II-6). El desarrollo transversal de los arcos tanto el superior 
como el inferior de los casos SCZ fue mayor en comparación con el grupo control y 
está representado en la tabla con la distancia intercanina e intermolar. Por otra 
parte, el análisis de Bogue mostró que los dos grupos presentan un adecuado 
desarrollo transversal de los arcos. Los espacios primates son beneficiosos para el 
desarrollo de la dentición permanente en los arcos óseos durante el crecimiento. 
Estudios en poblaciones similares informaron que la frecuencia de arcos tipo I es 
decir arcos espaciados es 53,3% y 45,7% para el tipo II, respectivamente. Los arcos 
dentales en los dos grupos presentaron dichos espacios en mayor proporción es 
decir presentaron arcos tipo I en su mayoría, lo que favorece el desarrollo de la 
oclusión (Tabla II-6) (73,87). Sin embargo, el crecimiento transversal aumentado en 
el grupo SCZ, puede también explicarse por el bruxismo, mas que por la 
estimulación miofuncional nutritiva, pues hay estudios que han reportado la relación 
entre la longitud del arco dentario, en ancho transversal del arco, distancia 
bicigomática y fuerza de mordida que parece benefician el crecimiento y desarrollo 
adecuados de los maxilares (94).  
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Tabla II-6. Características dentales y oclusales en niños con y sin infección 
congénita por ZIKV del período epidémico 2015-2017. 

Tipo de caso ZIKV Sano (G.control) p 

Relación molar    

Plano terminal recto 1 9 0.003* 

Escalón mesial 0 0  

Escalón distal 8 2  

NA 1 1  

SIN DATO 4 0  

Relación canina    

Clase I 2 2 0.405 

Clase II 1 0  

Clase III 9 10  

SIN DATO 2 0  

Mordida abierta anterior    

SI 3 1 0.356 

NO 11 11  

Mordida profunda    

SI 3 4 0.770 

NO 10 7  

SIN DATO 1 1  

Ancho intercanino maxilar 
Ancho intercanino mandibular 
Ancho intermolar maxilar 
Ancho intermolar mandibular 

31.1 (23-36) 
39.8 (31-45) 
25.3 (19-34) 
35.6 (29-39) 

29.2 (25-38) 
38.7 (32-44) 
23.7 (20-31) 
35.1 (32-39) 

 

Perímetro de arco superior 
Perímetro de arco inferior 

76.2 (54-86) 
68.1 (48-80) 

72.7 (68-83) 
68.9 (64-78) 

 

Sobremordida horizontal 2.6 (1.1-4.1) 2.2 (0.5-3.9) 0,383 

Sobremordida vertical 1.2 (-1.2-3.7) 2.5 (0.5-4.5) 0,000 

Análisis de Bogue  31.8 (27.1-36.5) 30.3 (27-34) 0,494 

Espacios interdentales             

                                                 Tipo I 11 8  

                                                 Tipo II 
                                          SIN DATO 

3 
0 

4 
0 

 

I. NA: Categoría No Aplica porque no fue posible por cuestiones anatómicas, tomar la medida clínica. 
II. SIN DATO: No hay dato (en algunos pacientes no fue posible la toma de algunas medidas debido a 

alteraciones en el comportamiento) 

*p<0.05, Chi2 Fisher 

 
Características dentales y hábitos orales 
 
Una característica importante en los pacientes SCZ es el tipo de dieta, la mayoría 
de los pacientes presenta una dieta líquida y semisólida, comparado con los 
pacientes del grupo control que presentan la mitad una dieta semisólida y la otra 
mitad sólida. Los pacientes SCZ debido a su disfagia presentaban una dieta blanda 
y por esto, no tienen suficiente estimulación masticatoria. El hábito de bruxismo 
(diurno y/o nocturno), se presentó en 12 niños con ZIKV congénito y solo estuvo 
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presente en 4 niños del grupo sano, esta diferencia fue estadísticamente 
significativa (p=0,006) (Tabla II-7). Para este caso, el bruxismo continuo 
posiblemente compensa el estímulo masticatorio deficiente a nivel miofuncional, 
necesario para el desarrollo transversal de los arcos dentarios (Tabla II-8) (74,91). 
Sin embargo, el bruxismo es una parafunción con importantes consecuencias 
nocivas como el desgaste de las superficies dentales, fatiga muscular y trastornos 
temporo-mandibulares a lo largo del tiempo (95). 
  
El desarrollo dental es un indicador de maduración y la edad biológica, el poder 
entender el orden de erupción dental puede indicar alteraciones locales o sistémicas 
de acuerdo con las discrepancias entre la edad cronológica y la edad biológica (96). 
Del grupo de los pacientes SCZ, cuatro presentaron alteración en la cronología y 
secuencia de erupción dental comparado con los pacientes sanos que no lo 
presentaron; una posible causa de este retraso en la erupción puede relacionarse 
con el tipo de dieta que presentan (blanda o liquida), y la ausencia de una dieta con 
diferentes consistencias que genere esa estimulación en la erupción (33). Otra 
hipótesis alternativa pero sin todavía un sustento biológico, es aquel que el retraso 
en la erupción del segundo molar temporal se podría generar por la afectación que 
parece generar el virus ZIKA durante la ontogénesis (97). Se han reportado 
alteración de la formación dental en los pacientes con SCZ en otros estudios, pero 
en este estudio no se encontraron anomalías de número, tamaño, forma y estructura 
en la denticion decidua (16,73,91,98). A diferencia del grupo de pacientes sanos 
donde se encontró un paciente que presentaba anomalía de número encontrándose 
una agenesia dental. 
 
Se realizó la evaluación de caries siguiendo los criterios de ICDAS y se puede inferir 
que un 34.48% de los 26 niños estudiados presenta caries dental y que dicha 
prevalencia fue mayor en SCZ (50%) y que puede relacionarse con el consumo de 
medicamentos antiepilépticos que contienen azúcar y además es necesario educar 
a las madres sobre la importancia de la remoción eficaz y diaria de la placa dental 
de los niños, teniendo en cuenta sus limitaciones motoras para hacerlo por sí  
mismos (99) (Tabla II-7).  
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Tabla II-7. Características dentales y hábitos en niños con y sin infección 
congénita por ZIKV del período epidémico 2015-2017. 

Características dentales y orales  ZIKA Sano  
(G.control) 

p 

Alteración cronología y secuencia de erupción  SI 
NO 

SIN DATO 

4 
9 
1 

0 
11 
1 

 

Anomalías dentales SI 0 1 0.271 

 NO 14 11  

 Caries dental  SI 7 3 0.191 

 NO 7 9  

Consistencia de dieta  LIQUIDOS 
SEMISOLIDOS 

SOLIDOS 
SIN DATO 

5 
7 
1 
1 

0 
6 
6 
0 

 

Bruxismo SI 
NO 

12 
2 

4 
8 

0.006* 

Inserción de frenillos NORMAL 
SOBREINSERTADO 

11 
3 

9 
3 

 

*Gn: gonion, Pa: parietal, Zy: zygomatic, Gla: glabella; Op: opistion; Sn: subnasal, N:nasion and  t: tragus 

**ND: no data***Comparison values: López Rodríguez, Y. N. (2015). Antropometría craneofacial en niños de 0 a 4 años-una perspectiva 

bayesiana. Odontología. Carvajal, E. A. 2017. Estudio antropométrico y patrones de crecimiento de las regiones craneofacial, facial y 

nasolabial en niños de 0-5 años. Bogotá, Colombia (Doctoral dissertation, Universidad Nacional de Colombia-Sede Bogotá). 

 
En cuanto a la inserción muscular de los frenillos se pudo observar que el mismo 
número de pacientes presentaron el frenillo labial superior sobreinsertados 3 
pacientes en el grupo SCZ y 3 en el grupo control: no hubo diferencias estadísticas 
en este estudio, pero es un signo reportado en varios estudios clínicos de evaluación 
características orales en niños con SCZ (91). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



58 
 

Tabla II-8. Características miofuncionales en niños con y sin infección 
congénita por ZIKV del período epidémico 2015-2017. 
 
 

Tipo de Caso  ZIKV SANO 

Lenguaje 
Verbal 3 12 

No verbal 11 0 

Fase del lenguaje 
Lingüística 2 12 

Prelingüística 12 0 

Disociación movimiento de cabeza y 
mandíbula 

SI 0 12 

NO 14 0 

Selle labial 
SI 1 9 

NO 13 3 

Tono cuello 

AUMENTADO 1 0 

DISMINUIDO 6 0 

NORMAL 7 12 

Respiración en reposo 

MIXTO 2 1 

NASAL 3 10 

ORAL 9 1 

Línea bipupilar 

Simétrica 3 7 

Asimétrica 9 1 

SIN DATO 2 4 

Borde inferior de orejas 

Simétrica 3 5 

Asimétrica 7 2 

SIN DATO 4 4 

 

3.5 Registro fotográfico (Figura II-9 y Material suplementario) 

 

3.6 Conclusiones 

Los niños con SCZ presentaron perímetro cefálico disminuido, prognatismo maxilar, 
retrognatismo mandibular, tercio superior disminuido, tercio inferior aumentado, 
tercio medio y ancho de la cara aumentado, bruxismo, caries dental y uso 
prolongado del biberón por su condición clínica. En este estudio se pudo observar 
que la microcefalia por SCZ no desencadena cambios en la fórmula y la morfología 
de la dentición decidua. Sin embargo, una alteración dental el patrón de erupción 
puede ocurrir, al igual que el bruxismo, arcos dentales tipo I, incompetencia labial, 
disfagia, interposición de la lengua, disfunción masticatoria, mordida abierta y 
dislalia. Además, la asimetría facial era evidente y algunas medidas craneofaciales 
estaban disminuidas en los casos con SCZ. En contraste, los niños del grupo 
control, presentaron mayor perímetro cefálico, una mejor relación intermaxilar, los 
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tercios faciales y las medidas craneofaciales más armónicas con un plano pupilar 
simétrico, de acuerdo con lo reportado para niños colombianos de esta edad (85). 
 
Además de lo mencionado anteriormente, también se pudo observar como parte del 
cuadro clínico característico de niños con SCZ generado fundamentalmente por la 
alteración del neurodesarrollo como musculares de hipo o hipertonía en sus 
extremidades, falta de soporte de los músculos de las vértebras y del cuello y la 
persistencia de los reflejos primitivos, trastornos de la visión como estrabismo, 
también presentaban disfagia y dislalia (8,31,33,69,100–103). 
 
Es importante realizar un seguimiento de este grupo de pacientes para establecer 
características de su dentición permanente, así como evaluar su desarrollo oclusal, 
cambio de dentición temporal a mixta y posteriormente ha permanente. Las 
alteraciones disfuncionales en el SCZ requieren la intervención de equipos 
profesionales multidisciplinares, incluida la atención odontológica, para intentar 
rehabilitar y mejorar la calidad de vida para esos niños y sus familias. 
 
 

3.6 Recomendaciones y Limitaciones 

 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA II-9. Registro fotográfico de niños con ZIKV congénito. 
 
La  obtención de las fotos y exámenes como ayudas diagnósticas, fue muy difícil al 
igual que la inspección clínica; pues el cuadro clínico de los niños con todas sus 
características, no permitieron la toma de imágenes estandarizadas por la falta de 
tonicidad muscular cervical (Tabla II-8)(esto no permite que los niños sostengan la 
cabeza por si mismos) (Figura II-9). La toma de modelos de estudio y algunas 
partes de la inspección clínica fueron muy dispendiosas por la hipersensibilidad 
facial y perioral de los niños al tacto.  
 
No se alcanzó la muestra inicial propuesta de 20 pacientes para cada grupo, pues 
a pesar de la búsqueda activa de los casos, estos se encuentran muy dispersos en 
el sistema de salud y no hay una institución que agrupe los casos de ZIKV congénito; 
adicionalmente, las condiciones de aislamiento mandatorias por pandemia, dificultó 
la asistencia de los niños a la evaluación clínica. Por estos motivos, sólo se lograron 
estudiar 14 pacientes y 12 pacientes controles sanos. 
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Debido al subregistro durante la epidemia, pocas madres pudieron tener 
confirmación del diagnóstico con laboratorio (PCR para virus Zika) y tampoco se 
registró en la base de datos de tamizaje, el descarte de algún riesgo para otros 
trastornos congénitos craneofaciales sindrómicos y no sindrómicos. 
 
Es importante continuar con el seguimiento del desarrollo de los niños con SCZ, 
para preparar a los profesionales de salud a los servicios que vayan demandando 
los pacientes a medida que van creciendo, y realizar el acompañamiento desde 
cada disciplina hacia las familias y cuidadores generando estrategias de manejo en 
casa para aquellas condiciones de salud prevenibles a pesar de que las condiciones 
de discapacidad son generales y evidentes en los niños. 
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4. CAPÍTULO III: Desarrollo de un modelo de infección de ZIKV en células 
embrionarias pluripotenciales y diferenciadas a linajes neurales. 
 
 
4.1 Introducción 
 
Células de la cresta neural (CCN) en la embriogénesis 
 
Las CCN son un tipo celular multipotente, que se diferencia en glía (G), neuronas 
(N), melanocitos (M), miofibroblastos (F) y condrocitos (C) (es decir, progenitor 
GNMFC) y responden a Sonic Hedgehog (Shh), un gen morfógeno identificado 
como crucial para la supervivencia de las CCN craneales y la formación del 
esqueleto craneofacial (1,2); sin embargo su destino de diferenciación no está 
condicionado solamente por la cantidad de colonias altamente activas en 
proliferación, sino que también dependen de señales extracelulares adicionales 
(3,4). Este linaje celular, contribuye a todos los tejidos craneofaciales (5), migrando 
hacia los arcos faríngeos para formar los huesos y el tejido conectivo del esqueleto 
craneofacial facial (6,7). El esquema resumen de la señalización de las Células de 
la Cresta Neural y sus derivados (Figura III-1) (2). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura III-1. Esquema de señalización genética de células de la Cresta Neural durante etapas 
premigratoria y migratoria (2) 
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Las células responden a señales específicas según su destino a estímulos 
mecánicos, moléculas unidas a la matriz extracelular o factores externos solubles 
(2). Es muy importante la regulación génica para la maduración y diferenciación de 
la cresta neural (CN) medida por las proteínas WNT, las BMP y las Cadherinas 
(2,5,8). Las CCN craneales del perfil mesenquimal son fundamentales en el 
desarrollo craneofacial ya que son las únicas células capaces de diferenciarse en 
condrocitos y osteoblastos (3,9). El neuro-cráneo y el viscerocráneo se desarrollan 
a partir del mesénquima, que se deriva de la cresta neural y del mesodermo paraxial 
(6,10) con frecuencia hay detección hasta de un 10% de alteraciones por causas 
genéticas (11). La mayoría de las malformaciones congénitas involucran tejidos 
cráneo-faciales (5).  
 
Una de las vías de diferenciación de las CCN mejor descritas es la del ácido 
retinoico, el cual  co-regula vías cruciales como las de WNT, BMP, FGF y EMT para 
la diferenciación de las CCN troncales (2,12). En relación con  la acción del ácido 
retinoico sobre las CCN craneales con base en  modelos de líneas celulares 
humanas, han identificado la acción sinérgica de la vía Hippo con la vía dependiente 
de YAP y la diferenciación celular. YAP esta más asociado con marcadores de 
diferenciación celular para dar origen a linajes  celulares no neuronales (condrocitos, 
osteoblastos, adipocitos) (3). En resumen, una vez se consolida el selle del tubo 
neural, las CCN colonizan diferentes regiones del embrión con el fin de generar tipos 
celulares distintos como: neuronas periféricas y glías, neuronas hipotalámicas, 
condrocitos y osteoblastos craneofaciales, melanocitos, células de cromafin 
suprarrenal y también tipos de células del corazón, ojo y oído interno que contribuye 
a todos los tejidos faciales, incluidos los huesos, el cartílago, los dientes, los nervios 
y el tejido conectivo, entre otros (5,13). El potencial de diferenciación de las CCN 
está guiado por su posición original a lo largo del eje neural anterior-posterior, 
generando 5 subpoblaciones: craneales, cardíacas, vagales, tronculares y sacras 
(13). 
 
La mayoría de líneas embrionarias precursoras neuronales, se dividen rápidamente 
y se diferencian llegando a un perfil semejante a neuroblastos in vivo o neuronas 
embrionarias; y son capaces además de elaborar neuritas inmaduras. Sin embargo 
no todas tienen la capacidad de dividirse a una forma terminal de diferenciación 
careciendo tanto de morfología como de características neuríticas de las neuronas 
pos-mitóticas (no tienen características de polarización como los axones y 
dendritas, y no expresan marcadores  MAP2 y proteínas de neurofilamentos-NE) 
(1).  
 
Como se conoce previamente, las células neuronales maduras son incapaces de 
dividirse cuando llegan a su estadio pos-mitótico; excepto las neuronas del sistema 
olfativo (1,14). Las líneas celulares clonales de continua división, son muy útiles 
para estudiar aspectos relacionados con el sistema nervioso (1,15); sin embargo, la 
línea celular ideal para el análisis de los procesos de maduración neuronal y los 
factores intrínsecos que afectan al establecimiento del fenotipo neuronal maduro, 
sería uno que se dividiera rápidamente de modo que pudiera crecer en grandes 
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cantidades y que abandone el ciclo celular e induzca un compromiso irreversible 
con un fenotipo neuronal en un estado pos-mitótico estable (1,14). Estas células 
elaborarían extensos procesos neuríticos y madurarían a un estado similar al de las 
neuronas primarias en cultivo (16). Un sistema como este permitiría a los 
investigadores expresar proteínas mutantes o neurotóxicas que afectarían las 
características neuronales maduras. Las líneas celulares de carcinoma embrionario 
satisfacen algunos de los criterios anteriores; generalmente se desarrollan a partir 
de su estadio indiferenciado que con tratamiento en el cultivo (incluido el AR- ácido 
retinoico), se diferencian a uno o varios tipos celulares según las condiciones 
extracelulares (1,14). Este proceso se parece a los procesos reales de inducción 
celular de los fenotipos derivados in vivo hacia células neuronales, gliales, 
musculares y/o endoteliales en diferentes etapas de la diferenciación (1,14,17).  
 
Hay muy pocas líneas celulares humanas disponibles que al ser inducidas puedan 
mostrar propiedades neuronales. Las células NTERA-2, derivadas de 
teratocarcinoma humano, son capaces de sufrir los cambios fenotípicos descritos 
previamente, bajo condiciones de cultivo tratado con AR; pero se diferencia de las 
demás líneas celulares embrionarias, por continuar el desarrollo de un perfil 
neuronal de neurona madura en estadio pos-mitótico (16,18–21). Sin embargo las 
neuronas representan  solo un  porcentaje de las células en el cultivo inducido y 
coexisten con una población mas abundante de células planas grandes no 
caracterizadas completamente, algunas identificadas como neuroglias y un número 
residual de células madre no diferenciadas.   
 
 
Células embrionarias pluripotenciales como modelo de estudio in vitro en el 
desarrollo embrionario craneofacial. 
 
Las líneas embrionarias pluripotenciales humana, tienen una firma genética, que 
permite recrear el comportamiento de las CCN, migratorias y su diferenciación a 
derivados de tejido nervioso o ectomesenquimales. Hay líneas propiamente 
humanas derivadas del blastocisto que son muy útiles; sin embargo las líneas 
embrionarias carcinogénicas, tienen un comportamiento similar a las embrionarias 
humanas, y de estas, las NTERA2 tienen un patrón genético casi que idéntico a las 
embrionarias humanas (22). Esta línea embrionaria carcinogénica es derivada de 
línea germinal de carcinoma de testículo y tiene un protocolo validado de 
diferenciación a linaje neural y no neural mediado por acido retinóico (14,18). 
 
Aun son varios los efectos del desarrollo de la infección congénita por ZIKV en 
humanos que se desconocen, particularmente los mecanismos de inducción de la 
microcefalia y las otras alteraciones orales, dentales, craneofaciales y del 
neurodesarrollo. Esto justifica el desarrollo de modelos de infección biológica,  que 
recreen con la mayor precisión el proceso de infección viral en los precursores de 
los tejidos craneofaciales y el desarrollo de enfermedad en los humanos. Lo anterior 
permitirá continuar investigando los mecanismos en la fisiopatología de la infección 
congénita del ZIKV y sus consecuencias (15,23), con impacto en la prevención y/o 
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desarrollo de opciones terapéuticas para estas complicaciones tan complejas en el 
caso de la infección congénita por el virus del Zika.  
 
Se han utilizado múltiples modelos de la infección ZIKV tanto en embriones de 
animales (pollos y ratones) como en cultivos celulares de precursores neurales  que 
crecen en monocapas tales  como progenitores neurales derivados de células 
madre (hiPSC-por su sigla en inglés) o modelos tridimensionales como 
neuroesferas o minicerebros recreando la influencia de factores ambientales 
extracelulares (6,24–27). Si bien en la mayoría de estos modelos los precursores 
neurales parecen ser la población más afectada por el ZIKV  causando muerte 
celular, alteración del ciclo celular y diferenciación prematura o alteración de la 
neurogénesis (6,27–29),  lo cual explicaría la perdida de progenitores neurales en 
la capa cortical del cerebro, el efecto viral sobre otros tejidos del neurocráneo o 
células mesenquimales o incluso neuronas maduras pos-mitóticas están menos 
explicados con estos modelos. 
 
Estudios previos en modelos animales y algunas líneas celulares embrionarias 
sugirieron que las células neurales, gliales y no neuronales  pueden 
infectarse/afectarse por el ZIKV y provocar microcefalia, entre otras características 
congénitas neurodegenerativas que son desarrollados para comprender la 
patogenia (6,15,23,30,31). En algunos en modelos de pollo y de ratón con 
microcefalia inducida por ZIKV, se reporta el crecimiento alterado en estructuras 
craneofaciales como maxila y huesos parietales y signos de enfermedades 
neurodegenerativas durante el desarrollo (6); en líneas progenitoras se ha 
estudiado como se afecta la diferenciación neuronal, sobretodo de la corteza (15) y 
cómo la respuesta del interferon1 (INF I) puede inducir apoptosis celular tras la 
infección con ZIKV (23,31).  
 
Las células embrionarias precursoras neurales una vez se sella el tubo neural, han 
mostrado una impronta genética precisa que guía la diferenciación, pero su entorno 
extracelular y los moduladores del crecimiento también pueden influir en su destino 
celular y un buen ejemplo de ello lo representan las células migratorias 
multipotenciales que dan lugar al tejido neuronal del  Sistema Nervioso Central 
(SNC) y/o tejidos no neuronales que se originan en músculos, cartílagos, huesos y 
tejidos dentales en la cabeza del embrión (2,3). Hay reportes de efectos 
diferenciales entre tejidos del SNC y los otros tejidos derivados también de las 
células de la cresta neural (CCN) de morfología mesenquimal como el hueso y 
tejidos conectivos, y los gérmenes dentales, los cuales aparentemente resultan 
menos afectados tras la infección congénita con ZIKV; ya que en estudios clínicos 
se reportan algunas afectaciones en niños con microcefalia, ausencia de selle labial, 
bruxismo, disfagia alteraciones en el desarrollo maxilar, micrognatia mandibular, y 
alteraciones miofuncionales en los músculos de la masticación y alteraciones en la 
cronología de la erupción en los dientes deciduos (32). Sin embargo, las afecciones 
de los derivados mesenquimales parecen no ser tan frecuentes o tan disruptivos 
como los neuronales; y lo confirman reportes en modelo animal donde comparan 
como lo efectos en embriones de pollo son mayores en el neurodesarrollo que en la 
formación de huesos derivados del viscerocráneo como la maxila (6).  
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Por lo anterior, los modelos in vivo (animal) e in vitro son una estrategia útil para el 
desarrollo de experimentos que puedan generar nuevas hipótesis acerca de la 
afectación diferencial del ZIKV por los precursores de tejido del SNC respecto a los 
otros de la estructura craneofacial menos afectados, a pesar de su origen común 
desde las CCN (33). En las infecciones experimentales con el virus del Zika en los 
modelos murinos, se ha revelado que el momento de la infección puede ser clave 
con respecto a las consecuencias que se genere en los embriones toda vez que se 
generan infecciones en las células de los trofoblastos que se pueden caracterizar 
por el marcador CDX2, en las células del epiblasto que son marcadas SOX2 y en el 
endodermo primitivo o SOX17 es decir que todas las células progenitoras del feto 
se pueden infectar y entre mas temprana la infección mayores pueden ser la 
consecuencias directas o indirectas del virus (15,23,34–36). Las infecciones tardías 
con el virus del Zika, una vez el embrión esta completamente formado, generan 
menos consecuencias congénitas y son de menor severidad (24,37–40). 
 
 
Línea celular NTERA-2 (NT-2): Un modelo de células embrionarias 
pluripotenciales humanas.  
 
Las células NT-2 son una línea celular bien caracterizada de células madre 
embrionarias provenientes de línea germinal, un teratocarcinoma testicular humano, 
que se diferencian a linajes principalmente neurales al ser estimuladas con acido 
retinoico (AR) (19,20,41). Las células NT-2 se han utilizado principalmente para el 
estudio de neurodegeneración inducida por toxinas como el alcohol (42) y 
enfermedades como el Alzheimer (43,44); ensayos clínicos  en humanos para 
recuperación de función neuronal después de infarto cerebral (45) y recientemente 
como como modelo de infección por los virus neurotrópicos tales como 
Citomegalovirus (CMV)(46) y el Virus de inmunodeficiencia Humana (VIH)(47).  
 
Las células NT-2 expresan los genes claves reguladores que identifican a las células 
madre embrionarias, tales como Oct4, Sox2 y Nanog, y también su perfil proliferativo 
(22), pero se diferencia de las demás líneas celulares embrionarias, por continuar 
el desarrollo hacia ar un perfil neuronal maduro pos-mitótico por acción del AR 
(16,18–21). Sin embargo, bajo la influencia de otros estímulos diferentes al AR, por 
su naturaleza carcinoembrionaria de línea germinal tiene el potencial para 
diferenciarse a otros tipos celulares incluidos musculares o endoteliales (48). Una 
parte importante de las células NT-2 diferenciadas con AR  expresan todos los 
marcadores neuronales (moleculares y funcionales) (Tabla III-1), mientras que otras 
células en el cultivo no se diferencian a neuronas (NT-2-noN) y conservan el 
fenotipo y biomarcadores de células epiteliales, células gliales o astrocitos. Las 
células NT-2 han sido utilizadas en importantes investigaciones biomédicas en las 
últimas 2 décadas; centradas en el estudio de condiciones neurodegenerativas 
patológicas y la capacidad neuroprotectora cuando hay exposición neuronal a 
toxinas o patógenos (21,44,49). Sin embargo, no han sido utilizadas para estudiar 
la infección por ZIKV, con la ventaja de que por su pluripotencialidad,  parecen un 
modelo prometedor para evaluar el tropismo y efecto viral sobre las células 
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precursoras como las de la CCN que originan los tejidos cráneo-faciales, y de sus 
progenies diferenciadas a linajes no neuronales y neuronales, incluidas las 
neuronas maduras. 
 
La línea celular NT-2 diferenciadas al fenotipo neuronal (NT-2-N) son estables, lo 
que las vuelve útiles para examinar funciones neuronales fisiológicas o en el estudio 
de sistemas de moléculas bioactivas en enfermedades neurodegenerativas 
humanas (1,16,44). Dado que las neuronas derivadas de células NT-2 diferenciadas 
con AR no se dividen, incluso en presencia de suero, representan una fuente 
accequible para reproducir cultivos neuronales humanos altamente purificados 
(1,16). 
 
Si bien, se ha reportado que las células madre embrionarias no se infectan en 
estadios inmaduros con patógenos neurotrópicos clásicamente asociados a 
TORCH, si se conoce que las progenies neurales, resultado de la diferenciación, se 
vuelven permisivas para la infección productiva de varios de estos patógenos 
incluidos CMV (15,46,47). Por todo lo anterior,  el objetivo de este capítulo fue 
optimizar un modelo de infección con ZIKV in vitro en células madre embrionarias 
pluripotenciales NT-2, para determinar el efecto del virus sobre precursores 
mesenquimales, neurales y neuronas maduras, en términos de la 
infectividad/tropismo y/o afectación de la diferenciación hacia el linaje neural 
(neuronas, astrocitos y oligodendrocitos); y posteriormente poder realizar un  
análisis comprensivo del perfil de expresión transcriptómico de estas infecciones en 
el Capítulo IV. 
 
Tabla III-1. Marcadores en células NT-2 según su fenotipo de diferenciación. 

Proteína Anticuerpo Indiferenciada Neuronal 
No 

Neuronal 
Ref. reporte de anticuerpos 

NF-L Rabbit anti-NF-L 
- 

+ 
- 

Torjanowski et al., 1989ª. 
Ackerman, 1994 

NF-M  RMO254 - + - Lee et al., 1987 

NF-H RMO24 - + - Lee et al., 1987. Ackerman, 1994 

SSE-3 * - + + Tonge-Andrews, 2010 

SSE-4 * - + + Tonge-Andrews, 2010 

NF-66 Rabbit anti-NF-66 - + - Chiu et al., 1989 

Vimentina Rabbit anti-vimentina - - + Pleasure et al., 1990 

Periferina Rabbit anti-periferina - - + Parysek et al., 1988 

GFAP 2.2B10 - - + Lee et al., 1984 

Keratina 8 y 18 Cam5.2 - + - Becton Dickinson 

MAP1A HMI - + - Huber and Matus, 1984 

MAP1B IWM 3G5 - + - L. Binder, datos no publicados 

MAP2 AP14 - + - Geisert et al., 1989b 

Tau T14 - + - Trojanowsky et al., 1989 

Sinaptoficina SY-38 - + - Boehringer Mannhei 
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Cromogranina LKH110 - + - Boehringer Mannhei 

GAP-43 9-1E10 - + - Gosin et al., 1990 

Gangliosido GT3 A2B5 - + - Dubois et al., 1990 

NCAM ERIC-1 - + - Patel et al., 1990 

PSA-NCAM MenB - + - Theodosis et al., 1991 

NESTIN Millipore + - - Handley et al., 2016 

TAZ Cell signaling + - + Handley et al., 2016 

TUJ1 Covance, Abcam, BD 
Pharmingen™ 

+ + - 
González-Burguera, 2016; 
Handley et al., 2016; Tonge and 
Andrews, 2010. 

ME311  - - + Ackerman, 1994 

HNK-1 BD Pharmingen™ - + - Handley et al., 2016 

Neu-Fox3 Milipore - - + González-Burguera, 2016 

AP2 Novus Biologicals - - + Chambers 2009 

*Datos no mostrados. 

 
 
4.2 Metodología. 

 
Tipo de estudio: 
 
Es un estudio in vitro de infección por ZIKV en un modelo celular (NT-2) que simula 
la pluripotencialidad de las células premigratorias de las células embrionarias 
pluripotenciales humanas y su diferenciación hacia linaje neural y neuronas 
maduras tras la estimulación con Ácido Retinoico (AR).  
 
 
Línea celular NTERA-2 y mantenimiento del cultivo 
 
Se utilizó la línea celular de carcinoma embrionario NTERA-2 (NT2/loneD1) 
obtenidas del ATCC (catalogo # CRL1973), que contiene células madres 
pluripotenciales precursoras de múltiples tipos celulares incluidos linajes neural y no 
neural,  y que permite   el aislamiento de neuronas hasta su forma pos-mitótica 
(18,50) funcional y células no neuronales, tras la estimulación con AR (3,9,51,52). 
Las células NT-2 fueron mantenidas en cultivo y propagadas  a 37°C y 5% CO2 con 
medio de cultivo de crecimiento (DMEM+SFB 10%+ Penicilina-Estreptomicina 1%) 
según los protocolos previamente descritos (14,19). Para obtener monocapas 
celulares indiferenciadas confluentes (70-80%) en  2-3 días , se sembraron  a una 
alta densidad utilizando aproximadamente 2*106 células/ botella de 25cm2 (Falcon 
®) y/o placas en cámara de cultivo LabTek (Millicell-EZ millipore PEZGS0816®). 
Las NT-2 en cultivo deben tener  resiembra para autorrenovación cada 5 días, 
tiempo después del cual empiezan a desprenderse y perder viabilidad La línea 
celular se expandió mediante el procedimiento de cultivo descrito anteriormente y 
se preservaron múltiples viales para los experimentos  mediante congelamiento en 
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nitrógeno liquido usando criopreservantes (5%DMSO,10%SFB) y condiciones 
estandarizadas de acuerdo a las instrucciones del proveedor. El recuento celular 
para determinar la densidad de siembra y cosecha de los cultivos se realizó en la 
cámara de Newbauer y la viabilidad celular se estimó mediante tinción con colorante 
vital azul de tripán (Gibco®). La observación y monitoreo visual de los cultivos se 
hizo mediante microscopia de luz invertida, utilizando un microscopio Diavert 
(Zivot®) con objetivo con magnificación x100. 
 
Virus zika (ZIKV) 
  
Se  utilizó un aislado clínico de ZIKV del biorepositorio del Laboratorio de VIREM en 
Univalle, cultivado y secuenciado de un caso de Zika en Cali  (COL|2016|13785). 
La secuencia genómica de este aislado viral es muy similar y se agrupa en el mismo 
conglomerado o “cluster” genético de los otros virus Zika secuenciados en Colombia 
asociados o no con Síndrome Congénito por Zika (SCZ) en Colombia y otros países  
de Suramérica durante la epidemia y pos-epidemia (53,54). Para todos los 
experimentos se usó el mismo lote viral stock propagado en  células VERO que 
consiste en una suspensión que produce 5x105 Unidades Formadoras de Placa por 
cada mL (UFP/mL)  
 
Línea celular VERO y plaqueo viral  
 
Para la titulación del inoculo de ZIKV por formación de placas se utilizó la línea 
celular VERO clon E6 (ATCC CRL-1586™) siguiendo protocolos descritos 
anteriormente (55). En resumen, monocapas de células Vero al 90% de confluencia 
sembradas en placas de 24 pocillos, se inocularon con una suspensión viral que 
produce 80-100 unidades formadoras de placa (UFP) por mL y se incubó a 37°C 
durante 1 h para permitir la adsorción del virus antes de la superposición con un 
medio semisólido (1,2 % de carboximetilcelulosa, 50% de 2X MEM, 1% de 
aminoácidos no esenciales, 2% FBS, 1% penicilina/estreptomicina y 1% anfotericina 
B). Los cultivos  se incubaron durante 5 días a 37 ̊C, 5% CO2 para permitir el 
desarrollo de placas de virus. A continuación, las células infectadas se fijaron con 
solución de formaldehído al 20% y se tiñeron con cristal violeta para contar las 
placas y estimar las UFP/mL de la suspensión. 
 
 
Protocolo de diferenciación de las NT-2 con AR 
 
Para  estimular la diferenciación de las  células NT-2 hacia una progenie de linajes 
neurales y neuronas pos-mitóticas se utilizó AR en cantidades micromolares basado 
en el protocolo establecido por Andrews (20) y modificado por Pleasure  (1). El 
protocolo de diferenciación optimizado se resume en la Figura III-2, y consistió de 
2 procedimientos corridos en paralelo ambos de las cuales generan neuronas 
maduras. Uno de ellos enriquecido con un alto porcentaje de neuronas maduras 
(Panel A, Figura III-2) y el otro conteniendo una mezcla de neuronas maduras y 
células no diferenciadas a neuronas de aspecto epitelial (Panel B) . En resumen, a 
monocapas celulares de NT-2, de 2 días de cultivo en botellas de poliestireno de 25 
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cm2 y placas LabTek, y confluentes entre el 80%- 90% se les reemplazo el medio 

de crecimiento por uno fresco conteniendo 10-5 M de AR (all trans-RETINOIC ACID 
Sigma® Prod. No. R 2625). Los cultivos se mantuvieron con el medio de crecimiento 
suplementado con AR durante 4 semanas con recambio del medio 2 veces por 
semana, previo a reemplazar con el medio de crecimiento sin AR.  Las NT-2 
diferenciadas se cultivaron sin el AR por dos semanas adicionales (Panel B , Fig. 
III-2);  en paralelo con el objetivo de obtener cultivos con una pureza de 90% de 
neuronas maduras pos-mitóticas, se resembraron nuevas botellas de cultivo 
solamente las células con apariencia de procesos axonales y neuritas,  
desprendiendo los cúmulos de ellas mediante  tripsinización breve y mecánica por 
golpes suaves laterales de la botella con la mano. Estas células se cultivaron con 
adición de los antimitóticos ARAC al 1% (BLAU®)y Uracilo 1% (Neurax®) para 
inhibir la proliferación de las células de apariencia epitelial. En paralelo se realizaron 
placas LabTek (Millicell-EZ millipore PEZGS0816®) para tinción de 
inmunofluorescencia con marcadores neuronales.  
 
 
Procedimiento de infección de células NT-2 indiferenciadas (pluripotenciales) 
 
Se usaron  para infectar con ZIKV monocapas celulares de NT-2 entre 60-70% de 
confluencia (aprox 1*106 células ) en cada botella de cultivo de poliestireno de 25 
cm2 (Corning®) o placas de cultivo LabTek de 8 pozos (Millicell-EZ millipore 
PEZGS0816®)  para inmunofluorescencia, las cuales fueron infectadas  con una 
dilución de la suspensión stock de ZIKV (COL|2016|13785) que produce 1*105 UFP. 
La dosis infectiva final estimada fue una multiplicidad de infección (m.o.i) de 0.1 
(m.o.i = 1*105 UFP /1*106 células ). El inóculo viral se dejó adsorber a las células 
por incubación a 37°C durante 1 h  antes de removerlo y lavar suavemente con una 
solución tamponada de fosfatos (PBS) el exceso de virus no adsorbido a la 
superficie celular. Posteriormente se adiciono el medio de cultivo de crecimiento y 
se incubaron las células infectadas  a 37°C y 5%CO2  por  72h para las NT-2 
indiferenciadas, previo a cosechar las botellas de células por tripsinización suave  
(0.25% , Sigma®) para extracción de ARN o a fijar las placas LabTek para tinción 
de microscopia de inmunofluorescencia (Millicell-EZ millipore PEZGS0816®).  
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Figura III-2. Esquema del protocolo de diferenciación de las NT-2 con AR. En el panel A, se 
muestra el procedimiento para obtención de neuronas maduras con 90% de pureza (NT-2-N) y en el 
panel B,  la progenie de neuronas maduras mezcladas con otras de linaje neuroepitelial  no neuronal 
(NT2-N + NT-2-NoN).  

 
La infección se monitoreo mediante qRT-PCR para ZIKV en el sobrenadante de los 
cultivos posterior a la infección (p.i) al tiempo 0h, 24h, 48h y 72h p.i. tiempo después 
del cual la monocapa celular se empieza a desprender y deteriorar, por lo que fue 
necesario terminar el experimento y cosechar el cultivo infectado. Como control 
negativo de la infección se utilizaron células NT-2 sin infectar que se manipularon 
de forma idéntica y simultáneamente como las infectadas, pero utilizando medio de 
cultivo en lugar de la suspensión viral. Estas condiciones de cultivo se optimizaron 
mediante varios experimentos con diferentes dosis de ZIKV y tiempos de infección 
y finalmente los resultados se generaron a partir de dos experimentos con las 
condiciones optimizadas. El primero de ellos con una sola réplica que se rotuló como 
“NZ” (NT-2 con ZIKV) para los propósitos del análisis o “N” para el control  NT-2 no 
infectadas y el segundo experimento consistió de 3 cultivos réplicas de NZ a las 72 
horas p.i. con ZIKV y 3 réplicas de N  durante el mismo tiempo de cultivo. 
 
 
Procedimiento de infección de células NT-2 diferenciadas con AR  
 
Para determinar la vulnerabilidad a la infección por ZIKV de la progenie celular 
diferenciada de las  NT-2 y el tropismo por precursores neurales (incluidos 
neuronas, astrocitos, oligodendrocitos y microglía) en proceso de diferenciación 
celular y/o neuronas  maduras, se infectaron con ZIKV (COL|2016|13785) 
monocapas celulares de NT-2 (25 cm2 y LabTeK) con apenas 14 días del proceso 
de diferenciación con AR, para garantizar la presencia de precursores de estas 
células en varios estadios de su proceso de diferenciación y otros linajes neurales 
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y no neurales. La infección se realizó  a un m.o.i de 0.1 de manera idéntica al 
proceso de infección descrito arriba para las NT-2 pluripotenciales. Las células NT-
2 + AR infectadas se mantuvieron en cultivo y continuamente en proceso de 
diferenciación con AR durante todo el tiempo posterior a la infección (p.i.) hasta que 
se cosecharon a las 144 h p.i, por tripsinización suave  (0.25% , Sigma) para 
extracción de ARN y las  placas LabTek se procesaron para tinción de microscopia 
de inmunofluorescencia. La infección se monitoreo mediante qRT-PCR para ZIKV 
en el sobrenadante de los cultivos al día 0, y p.i. a las 36, 72h, 120 h y 168 h 
momento en el cual se estabilizo el crecimiento exponencial de la carga viral y las 
células mantenían viables. Como control  de células NT-2 diferenciadas e infectadas 
con ZIKV, se procesaron células NT-2 sin infectar que se trataron con AR y 
cultivaron de forma idéntica y simultáneamente como las infectadas, pero utilizando 
como inóculo viral falso (MOCK) medio de cultivo  en lugar de la suspensión viral. 
Las anteriores condiciones del cultivo se optimizaron realizando varios 
experimentos y finalmente los resultados se generaron a partir de dos experimentos 
con las condiciones optimizadas y un tiempo de infección con ZIKV de 144 horas.  
El primero de ellos con una sola réplica que se rotulo como “N-RA-Z” (NT-2 con AR 
infectadas con ZIKV) para los propósitos del análisis o “N-RA” para el control  NT-2 
diferenciada con AR no infectadas  y el segundo experimento consistió de 3 cultivos 
réplicas de N-RA-Z y 3 cultivos réplicas de N-RA  como control de diferenciación. 
 
Para determinar el efecto de la infección ZIKV sobre la capacidad de diferenciación  
de los precursores hacia el linaje neural,  se realizó otro experimento en el que la 
infección con ZIKV se realizó 72 horas previo a iniciar la diferenciación con AR  y 
posteriormente  a la infección los cultivos se mantuvieron con AR durante 21 días 
(NT-2+ZKV+AR), exactamente el mismo tiempo en diferenciación con AR que los 
cultivos NRAZ en los que se realizó la infección posterior al AR.  En este 
experimento se usó la misma dosis m.o.i 0.1 del ZKV  y los cultivos se rotularon 
como “NZRA”  3 replicas y  “NRA” las tres réplicas de los controles sin infectar.   
 
Ensayo qRT-PCR para ZIKV  
 
Para monitorear infección ZIKV y magnitud de la carga viral en los cultivos celulares 
de NT-2 , se obtuvieron alícuotas de los sobrenadantes a diferentes tiempo p.i.  y 
se realizó extracción del ARN viral utilizando el  estuche comercial  AcuPrep 
(BIONEER ®). La detección y estimación aproximada de la carga viral(valor Ct) se 
realizo mediante el ensayo de Transcripción Reversa-Reacción en Cadena de la 
Polimerasa en Tiempo Real (qRT-PCR) según el protocolo del CDC, usando los 
primers y sondas fluorescentes FAM publicados por Lanciotti et al (54), 
estandarizado y validado para uso clínico en el Laboratorio de virología de la 
Universidad del Valle.   
 
Inmunofluorescencia Indirecta: 
 
Para  detectar la presencia de neuronas maduras se intentó la tinción con los 

anticuerpos monoclonales primarios en ratón (MAb), anti-TUBB3 (Biolegend® 
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catalog# MMS-435P) y MAP-2 (Clone 5F9-Kennth Kosik). El MAb Anti-TUBB3 es 

específico para la proteína tubulina beta 3 clase III expresada en  linaje neuronal y  

neuronas  maduras y marca el citoesqueleto del soma, las dendritas y los axones 

(neuritas).   MAP-2 es especifico para la proteína asociada a microtúbulos 2, en 

somas y dendritas de neuronas maduras.  La reacción antigénica-Mab  se detectó 

mediante un anticuerpo secundario anti-ratón obtenido en cabra conjugado a  

isotiocianato de fluoresceína (FITC) (Millipore®).  

Para detectar células infectadas con ZIKV se utilizaron  como anticuerpos primarios 

de detección un MAb específico a la proteína E del ZIKV (Invitrogen® Zika Virus 

Envelope Protein Monoclonal Antibody-6932) y dos pool de sueros humanos 

policlonales del biorepositorio de VIREM , tipificados y cuantificados (ELISA y 

VirScan) con especificidad para las proteínas NS2B y E  obtenidos de personas con 

Zika durante la epidemia.  Se usaron los conjugados FITC anti-ratón para detectar 

el MAb anti-E y para detectar los anticuerpos humanos con reactividad para NS2B 

y E, un conjugado FITC anti-IgG humana del kit FA112d-1005-51 

(EUROINMUNE®). Los controles negativos de la tinción consistieron en suero 

normal de ratón como anticuerpo primario o suero humano normal del kit FA112d-

1005-51 (EUROINMUNE®) o un pool de sueros negativos a anticuerpos para 

flavivirus obtenidos  antes de la epidemia de Zika en Colombia. La tinción de 

contraste  fue el Azul de Evans. 

La reacción de inmunofluorescencia se observo en un microscopio de 
epifluorescencia (Nikkon® Zivot®) en una magnitud de x200 y x400 equipado con 
cámara fotográfica .   
 
 
Análisis de la Información 
 
Se realizó observación diaria visual mediante microscopia óptica diaria de los 
cultivos en microscopio invertido y se llevo registro fotográfico. La caracterización 
del efecto de la infección por ZIKV en las demás poblaciones no neuronales, para 
los cuales no se tuvo acceso a anticuerpos específicos para ensayos de  
inmunotinción; se realizó de manera preliminar con el Log2FoldChange (Log2FC) 
estimado de la expresión de genes (RNA mensajeros) para marcadores específicos 
de estas células (células mesenquimales, astrocitos, oligodendrocitos y microglía) , 
comparando los cultivos infectados con los no infectados (según metodología 
descrita en Capítulo IV). La información obtenida durante el desarrollo y 
caracterización de los  cultivos se consigno en fotos y archivos pdf. Toda la 
información derivada de los experimentos de  optimización de protocolos y 
resultados de diluciones, manejo de densidad celular, tiempos de cultivo, 
porcentajes de confluencia celular, esquemas de diferenciación de células NT-2 e 
inventarios celulares y de placas de células fijadas para ensayos de 
inmunofluorescencia, se consignó en la minuta de laboratorio y archivos 
digitalizados en tablas de Excel®; y reposan almacenados en el laboratorio de 
virología, del Departamento de Microbiología de la Universidad del Valle  en la 
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custodia de los investigadores. Los registros de los resultados crudos de los 
ensayos de qRT-PCR provenientes de la plataforma QuanTStudio 5 donde se 
procesaron se encuentran en el equipo y en archivos backup.   
 
 
4.3. Resultados y Discusión 
 
Establecimiento de las condiciones del cultivo celular NT-2 y diferenciación 
con Ácido Retinoico (AR) 
 
Las células madre embrionarias NT-2 representan un buen modelo de las CCN 
premigratorias humanas por su pluripotencialidad, capacidad de autorrenovación y 
diferenciación a neuronas maduras pos-mitóticas. 
  
Para identificar vías moleculares afectadas en los progenitores  neurales y no 
neurales tras la infección por ZIKV (en el siguiente Capítulo IV), en este capítulo 
generamos un cultivo de NT-2 y las diferenciamos con AR hacia el linaje neural (NT-
2-N) y las infectamos con una cepa colombiana de ZIKV. El cultivo celular e infección 
se procesó en dos condiciones, con y sin  AR (Figura III-3). 
 
Las células NT-2 sometidas a condiciones ideales del cultivo  se multiplicaron 
rápidamente a confluencia celular a las 72 horas (con un primer cambio de medio a 
las 24 h) en cultivo, como se muestra en la Figura III-3 (Panel A). A la microscopia 
óptica tienen morfología de  células epiteliales de somas grandes, uniformes, y 
aplanada en una sola capa de confluencia (1,21) (Figura III-3 A). Las células 
embrionarias NT-2 no diferenciadas tienen varios fenotipos celulares que coexisten 
con otro conjunto de células no identificadas que preceden la diferenciación a 
distintos tipos de células según los estímulos extracelulares (1,2). Pero también un 
numero limitado de precursores neuronales (14) que se identificaron con una 
molécula característica del fenotipo celular neuronal (Tubulina beta3 clase III).   
 
Tras el estímulo con AR, después de la segunda semana,  las células se organizan 
formando agregados de células alargadas y extensiones que se asemejan a 
procesos de neuritas, las cuales se superponen sobre células adherentes de 
morfología aplanada organizadas con apariencia de lagunas hacia la 3-4 semana 
del cultivo (Figura III-3 B). Las células que forman los agregados celulares 
superficiales corresponden a neuronas (1,20,21), como se demuestra en la tinción 
de inmunofluorescencia (IFA) para el marcador especifico neuronal Tubulina beta3 
clase III (Figura III-4 E). Se observan múltiples agregados celulares IFA positivos 
de células con somas pequeños y procesos similares a dendritas y axones, mientras 
que las NT-2 sin diferenciar están negativas a este marcador neuronal o se detectan  
muy ocasionalmente (Figura III-4 B). Hay estudios que reportan que las células 
neuronales (NT-2N) que se organizan en agregados neuronales, representan hasta 
el 90 % del cultivo después de 14 días de cultivo enriquecido con AR (21,41). Sin 
embargo, una proporción importante de células en el cultivo (aproximadamente el 
50%) fueron negativas al marcador neuronal y probablemente corresponden a  otras 
células neurogliales como astrocitos, oligodendrocitos u otros progenitores  
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mesenquimales o células madre no diferenciadas (3,12,18,56,57). En un intento 
preliminar por caracterizar esta población no neuronal, estimamos la expresión de 
genes específicos para otras poblaciones celulares en los cultivos diferenciados con 
AR (NRA), según la metodología que se detallara luego en el Capítulo IV, pero que 
se listan en la Tabla III-2 de este capítulo.  Efectivamente después de la 
diferenciación con AR se continúan expresando genes propios de células 
precursoras y diferenciadas  de los linajes mesenquimales con los conteos de 
secuenciación más altos (YAP1, TAFAZZIN y FGF2) y de oligodendrocitos 
(OLIGO1,OLIGO2) o microglías (CD68), pero sorpresivamente no de astrocitos , a 
juzgar por el marcador GAFP (Ver columna NRA comparado con N de la Tabla III-
2).  Estos resultados,  sugieren que la población de células precursoras 
mesenquimales es abundante aun en los cultivos diferenciados hacia linaje neural 
con AR, pero al parecer contiene muy pocos astrocitos diferenciados.  
 
Después de 4 semanas de diferenciación con AR y 2 semanas adicionales de cultivo 
sin AR, se formaron múltiples capas celulares superpuestas  muy densas de 
aspecto borroso que impiden la visualización de estructuras a la microscopia óptica 
o de contraste de fase (Figura III-3 D), excepto por las células de morfología epitelial 
en las lagunas marcadas con asteriscos en la figura, las cuales algunos estudios 
han reportado corresponden a astrocitos  y otras células gliales.   
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Figura III-3. Microscopia óptica del progreso del cultivo y diferenciación de las células NT-2 
con AR . En (A)  Células NT-2 indiferenciadas y de aspecto epitelial  al 100% de confluencia en el  
día 3 desde el inicio del cultivo; en (B) NT-2 diferenciadas con AR durante 4 semanas, las flechas  
señalan agrupaciones densas de células pequeñas que exhiben procesos celulares, creciendo sobre 
células de morfología epitelial que se indican con asteriscos; en (C) cúmulos de neuronas maduras 
se indican con  flechas, las cuales fueron aisladas y resembradas a partir de los cultivos en panel B, 
y mantenidas en cultivo por 4 semanas adicionales sin AR con los antimitóticos ARAC y Uracilo, los 
asteriscos indican algunas pocas células epiteliales residuales. La foto del inserto es una 
amplificación de la imagen de un cumulo de neuronas formando rosetas. En (D) el cultivo de células 
NT-2 diferenciadas con AR por 4 semanas del panel B mantenidas en el mismo cultivo por dos 
semanas adicionales sin AR. Las flechas señalan áreas enriquecidas de neuronas creciendo sobre 
áreas conteniendo células de morfología epitelial (NT-2-noN) señaladas por asteriscos.  
Magnificación de x100 

 
Para determinar el potencial de diferenciación hacia neuronas maduras pos-
mitóticas, se desprendieron mecánicamente y por tripsinización muy suave los 
acúmulos de neuronas superficiales a partir de cultivos de 4 semanas con AR 
(Figura III-3 B) y se resembraron con inhibidores mitóticos. Las células 
resembradas se agruparon formando rosetas con extensiones de neuritas (Panel C 
Figura III-3),  que se mantuvieron viables y positivas para el marcador neuronal 
Tubulina beta clase III durante 4 semanas hasta la terminación del cultivo y 
criopreservación, consistente con la descripción previa del protocolo (1,41). 
 
Soportados por los datos obtenidos a partir de los transcritos génicos con la 
metodología desarrollada en el Capítulo IV, se observó que las células NT-2 
diferenciadas con AR al linaje neural (NRA) comparadas con las NT-2 en estadio 
embrionario pluripotencial (N), expresan genes que enriquecen vías relacionadas 
con la embriogénesis en general, confirmando que las NT-2 son un buen modelo de 
simulación del destino de diferenciación de las CCN en la embriogénesis (2,3,58,59) 
(Figura suplementaria 1).  
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Figura III-4. Caracterización de la población neuronal de NT-2 (NT-2N)  diferenciada con AR. 
Imágenes de los cultivos en microscopio de luz invertida (A y D) o de microscopia de fluorescencia 
de la tinción de IFA para el marcador neuronal especifico Tubulina beta3 clase III en (B y E) o el 
anticuerpo control del ensayo  IFA (C y F). Las flechas indican procesos neuronales largos que 
parecen axones , el asterisco marca una laguna de células de aspecto epitelial negativas a la tinción. 
La imagen de las reacciones de inmunofluorescencia se tomaron con magnificación x400 para B, C 
y F y de X200 para E. 
 

En resumen, los resultados muestran evidencia que se logró establecer un cultivo 
de células NT2 como fuente de células madre pluripotenciales y precursores 
neurales y neuronas maduras para estudiar el tropismo (este capítulo) y de manera 
comprensiva los efectos moleculares (Capítulo IV) de la infección por ZIKV en estas 
poblaciones celulares. 
 
El ZIKV infecta preferencialmente los precursores neuronales y neuronas 
maduras y en menor magnitud las células pluripotenciales o mesenquimales. 
  
Para determinar la susceptibilidad  a la infección con el virus zika de los diferentes 
fenotipos celulares presentes en el modelo de los cultivos de NT-2 establecidos, se 
infectaron los cultivos de NT-2 sin diferenciar (NZ) o en proceso de diferenciación  
con AR varios días anticipados a la infección (NRAZ) o 72 h posterior a la infección 
(NZAR), con un aislado colombiano bien caracterizado de ZIKV (COL/2016/13785) 
con potencial neuro patogénico. Los cultivos N compuestos casi exclusivo de células 
madre embrionarias pluripotenciales y los cultivos  estimulados con AR (NRAZ y 
NZRA) conteniendo precursores  de  células neurales en diferentes estadios de 
diferenciación (neuronas y células gliales), neuronas maduras pos-mitóticas y 
posiblemente abundantes células mesenquimales embrionarias. 
 
Los cultivos de células madre pluripotenciales infectados (NZ) y sus controles sin 
infectar (N) se cosecharon y evaluaron previo al deterioro de las monocapas 
celulares en las células control sin infectar (N). Los cultivos infectados y estimulados 
con AR y sus controles se cosecharon a las 144 h p.i con ZIKV y 21 días bajo el 
influjo de AR en los experimentos del grupo NRAZ y en los cultivos del grupo 
experimental NZRA a los mismos 21 días de estímulo con AR y 25 días p.i con 
ZIKV.  Un análisis preliminar de la infección cuantificada por la carga viral  mediante 
qRT-PCR en los sobrenadantes de los cultivos (Figura III-5), indico un menor nivel 
de infección a las 72 h p.i. en el grupo de los cultivos  de células madre 
pluripotenciales indiferenciadas NZ (Ct =23) comparado con una alta carga viral en 
todos los replicados del grupo pre- expuesto a AR , NRAZ (Ct=16.6).  Los niveles 
de virus continuaron en aumento en las células en diferenciación a  linajes neurales 
NRAZ hasta el término del experimento a las 144 h p.i (Ct=10.6). Por el contrario, 
los niveles virales en los cultivos infectados previo al proceso de diferenciación con 
AR (NZRA)  fueron igualmente tan bajos como en las células  NT-2 sin diferenciar 
(NZ) en las primeras 72 h p.i (Ct= 25.6), pero la infección aumentó 
exponencialmente a las 72 h de haber iniciado su diferenciación hasta niveles 
similares,  aunque menores (Ct=15.8),  de carga viral ZIKV en los cultivos que las 
otras células previamente inducidas a diferenciarse y luego infectadas,  NRAZ 
(Ct=10.6). Estos resultados nos sugieren   que las células madre pluripotenciales 
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NT-2 son menos vulnerables a la infección que los precursores neurales y fenotipos 
celulares resultantes del proceso de diferenciación con AR.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III-5. Carga viral del ZIKV en los tres grupos de cultivos de comparación NZ (A), NRAZ 
(B) y NZRA(C) determinada por los valores Ct (Cycle threshold). Los gráficos de amplificación 
se generaron en una mismo ensayo de qRT-PCR, las flechas indican el valor Ct de los tres cultivos 
replicas en cada tiempo en horas (h) post infección (p.i). 

 
 
Consistente con los resultados del qRT-PCR, la evaluación de microscopia de 
inmunofluorescencia  mostró muy pocas células infectadas con ZIKV en las células 
NT-2 (NZ) sin diferenciar (Figura III-6, panel A), pero abundantes cúmulos de 
células positivas a ZIKV en las células diferenciadas con AR (Figura III-6,  C y E) a 
las 144 h p.i,  independientemente del momento en el cual se inició la diferenciación 
hacia células neurales (antes o después de la infección).  Las células infectadas en 
los cultivos no diferenciados denominados NZ mostraron escasa fluorescencia a 
nivel citoplasmático y muy ocasionalmente positividad en células con procesos 
similares a neuronas, tal como se muestra en el inserto aumentado del panel A en 
la Figura III-6. Mientras que el patrón de fluorescencia en las células positivas  a 
ZIKV en los cultivos del linaje neural, ocupa totalmente el citoplasma de los somas 
celulares pequeños y grandes, algunos de ellas con sus procesos igualmente 
marcados con la tinción a zika y vacuolización perinuclear, la cual es típica de la 
infección in vitro con flavivirus (36).   
 
Las células infectadas con ZIKV en los cultivos estimulados con AR (NRAZ y NZRA) 
se disponen en acúmulos que corresponden a las mismas zonas enriquecidas con  
neuronas (Figura III-6, paneles C, D, E y F), y al igual que las neuronas se organizan 
sobre otras células de aspecto epitelial negativas a la infección. Este resultado y el 
bajo nivel de infección en ausencia de diferenciación hacia neuronas con AR nos 
permite concluir que la principal población celular blanco de la infeccion en este 
modelo de celulas embrionarias pluripotenciales diferenciadas al linaje neuronal o 
sus precursores, y posiblemente tambien otras celulas neurogliales no identificadas 
con estos ensayos.  
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El tropismo neuronal preferencial del ZIKV no sorprende, desde que los efectos mas 
devastadores de la infección congénita  son a nivel del neurodesarrollo y  la 
infección de precursores neuronales y neuronas  ha sido reportados anteriormente 
en múltiples modelos de infección (23,24). 
 
Así mismo, el fenotipo neuronal, sus precursoras y las células gliales expresan los 
receptores para el virus zika (Tabla I-1 del Capítulo I ) (60); lo que se traduciría en 
una mayor probabilidad de infección tras la estimulación de la diferenciación con AR 
en células NT-2, como se observó en el primer panel C y E de la Figura III-6.   
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Figura III-6. Caracterización de la infección con ZIKV en células NT-2 pluripotenciales  y 
diferenciadas a linajes neurales y neuronas con AR.  Tinción de inmunofluorescencia para ZIKV 
usando sueros humanos policlonales de alto titulo específicos a las proteínas NS2B y E del virus 
zika  (A, C y E) o el marcador especifico neuronal Tubulin  beta3 clase III en los paneles B,D y F. En 
G y H los sueros control del ensayo de IFA (suero humano normal para la tinción de ZIKV o suero 
normal de ratón para la tinción con el MAb anti-neuronal). Las puntas de flechas indican células 
positivas a antígenos de ZIKV, las flechas señalan procesos axonales. El inserto en A muestra una 
magnificación de las células positivas. Magnificación x400. 

 
Resultados previos en otros modelos  concluyeron  que el ZIKV interfiere con la 
neurogenesis (36,61,62), sin embargo nuestros resultados indican que ZIKV no 
impide la proliferaron de los precursores neuronales, estorequiere realizar una 
cuantificación sistemática del numero de neuronas presentes por técnicas de 
inmunohistoquímica (Figura III-6, D y F). Por otra parte si parece afectar la 
maduración neuronal a su forma pos mitótica, como se confirmó con la observación 
de doble tinción con microscopía confocal (Figura III-7). Este hallazgos ya habían 
sido sugeridos previamente (63). Estos resultados sugieren que el ZIKV permite la 
diferenciación neuronal, pero evita que lleguen a su forma madura. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III-7. Caracterización de la infección con ZIKV en células NT-2 diferenciadas a linajes 

neurales y neuronas con AR. Doble tinción de campo de infección de células NT-2 con AR 

observada en microscopía confocal: células ZIKV positivas (Rojo), neuronas maduras posmitóticas 

(verde) y la superposición de los campos de tinción (MERGE). 

 
Realizamos una evaluación exploratoria preliminar de marcadores moleculares que 
controlan la neurogénesis. A juzgar por una expresión significativamente mas baja 
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de los genes reguladores negativos de neurogénesis CYP26B1, CYP26A1 y 
CYP26C1 o de la sobreexpresión significativa de mTOR, un regulador positivo de 
neurogénesis (Tabla III-2; Log2FoldChange NRAZ-NRA) en NRAZ  comparado con 
su control sin infectar NRA, los resultados sugieren que la infección con ZIKV de los 
precursores neuronales podría estar favoreciendo sobrecrecimiento neuronal, sin 
tener la certeza de que sean viables a nivel funcional (34). También, se extrajeron 
algunos datos de los transcritos genéticos obtenidos con el desarrollo de la 
metodología del Capítulo IV con el fin de realizar una evaluación exploratoria de los 
otros fenotipos celulares no neuronales que pudieran estar afectados tras la 
infección con ZIKV, mostró una disminución significativa en la expresión génica de 
OLIG1 y OLIG2, los dos factores de transcripción fundamentales para el desarrollo 
de los oligodendrocitos (Tabla III-2). Este resultado es indicativo de un efecto 
deletéreo del ZIKV sobre los oligodendrocitos;  que los oligodendrocitos son 
susceptibles a la infección por ZIKV ya era conocido en otros estudios previos en 
un modelo de microcefalia en ratones (64) o mas recientemente en un modelo 
murino de exposición perinatal  en el que ZIKV redujo ostensiblemente la población 
de oligodendrocitos en la espina dorsal (65) o en neuroesferas de precursores 
neurales infectadas con la cepa ZIKV asiática pero no con dengue (25). Aunque no 
se conoce si ZIKV afecta los procesos de mielinización, dado que este proceso se 
completa posnatalmente, la afectación de los oligodendrocitos podría explicar los 
problemas en el neurodesarrollo en niños expuestos tardíamente in útero que nacen 
aparentemente asintomáticos (66), o los problemas de espasticidad asociados al 
SCZ (37,66–68). Sin embargo en los estadios fetales tempranos  los 
oligodendrocitos son importantes para el mantenimiento de las neuronas y por lo 
tanto el efecto deletéreo del Zika sobre ellos podría contribuir también a defectos en 
el neurodesarrollo y microcefalia (64,69). Los fenómenos clínicos de espasticidad 
muscular, e hiperreflexia y las alteraciones de los sistemas motor en los brazos y 
piernas puede ser por falta de conexiones axonales al morir las neuronas en la 
infección por el virus, pero también puede deberse a problemas en la conexión de 
las placas motoras y en la generación de la cobertura de la mielina en los axones 
que hace que las señales nerviosas no lleguen bien a los músculos efectores. Esto 
mismo se ha propuesto como un posible efecto del síndrome de Guillain Barre 
inducido por el ZIKV, en donde hay debilidad muscular y se cree atribuible a que se 
generan reacciones autoinmunes entre ellas, anticuerpos contra la mielina (69).  
 
Tabla III-2. Marcadores genéticos  de linajes celulares característicos del neuroectodermo 

embrionario y de neurogénesis, en las células madre embrionarias pluripotenciales NT-2 (N) 

o diferenciadas con AR (NRA) e  infectadas con ZIKV respectivamente (NZ y NRAZ).  

  CONTEOS (RNAseq) Log2FCH Log2FCH 

GEN 
Linaje celular 

NZ N NRAZ NRA NZ-N p-valor* 
NRAZ-
NRA 

p-valor* 

OLIG1 (64) Oligodendrocito 210 154 0 46 0,16 0,86 -7.33 0,002* 

OLIG2 (64) Oligodendrocito 1001 1333 0 42 -0,11 0,9 -7,2 0,01* 

CD68 (57) Microglía 32 56 30 0 -0,77 0,5 5,88 0,05* 

YAP (3) Mesenquimal 8139 12268 14881 10760 -0,3 0,01* -0,01 0,9 
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TAFAZZIN (3) Mesenquimal 441 374 542 390 0,25 0,4 0,63 0,1 

GFAP (70) Astrocito 20 28 0 0 -0,2 0,8 0 1 

FGF1 (71–73) Mesenquimal 14 10 46 0 0,89 0,7 6,5 0,05* 

FGF2 (71–73) Mesenquimal 1866 2380 1196 511 -0,02 0,9 0,26 0,3 

FGF3 (71–73) Mesenquimal 38 26 8 0 -0,19 0,9 4,73 0,06 

AKT (62) Neurogénesis 3748 3538 2366 3236 0,079 0,8 -0,54 0,03* 

mTOR (62) Neurogénesis 4472 6416 2339 995 -0,45 0,06 0,9 0,00072* 

CYP26A1 (74) Regulación AR 146 188 953 1558 0,4 0,2 -1,68 0,006* 

CYP26B1 (74) 
Regulación AR 236 199 380 952 -0,3 0,3 -1,97 0,001* 

CYP26C1 (74) 
Regulación AR 

28 26 56 30 1,5 0,1 -0,2 0,9 

*p-valor significante (ajustado) 
FC=Fold-Change 

   

 
Mientras que la generación de los oligodendrocitos parecen afectarse 
negativamente por el ZIKV, la infección parece inducir activación de la microglía 
(determinado por sobreexpresión significativa de CD68, Tabla III-2) en las células 
diferenciadas NRAZ como un mecanismo inflamatorio o como la incapacidad de 
aclarar la infección como se ha sugerido con los astrocitos, que se postulan como 
células que pueden mantener con latencia el virus (24).  
 
Resulta interesante, determinar por otros métodos como luminex o por citometría 
de flujo cuales son los perfiles inmuno-inflamatorios de los diversos fenotipos de las 
células infectadas y si se generar la producción de los interferones y otras citoquinas 
proinflamatorias y si son funcionales. Adicionalmente en las células embrionarias 
pluripotenciales ZIKV (NZ-N) disminuyó significativamente la expresión de YAP 
(Tabla III-2), marcador principal de precursores de células mesenquimales (aunque 
no intentamos comprobar la infección en células positivas a YAP); luego cuando las 
células se indujeron a diferenciación hubo sobreexpresión del gen mesenquimal de 
maduración y proliferación de osteocondrocitos FGF1 (NRAZ-NRA; Tabla III-2) , lo 
cual sugiere que el Zika podría  también afectar directa o indirectamente a las 
células mesenquimales tanto en estadio precursor/temprano como en fase de 
diferenciación hacia linajes celulares mesenquimatosos (Tabla III-2). También hubo 
una expresión significativa en (NRAZ-NRA) de mRNA de los genes SOX10, PAX5 
y MYC que son marcadores de neuronas, condrocitos y melanocitos 
respectivamente y que intervienen en el desarrollo neural y craneofacial como se 
muestra en la Figura III-1. Estos resultados interesantes ameritan una mejor 
caracterización de la infección ZIKV en las células no neuronales del modelo, para 
así poder acercarnos a entender otras consecuencias en el desarrollo de otras 
estructuras no neuronales derivadas de la diferenciación del vicerocráneo. 
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4.4. Conclusiones: 
 
Los experimentos de infección con el ZIKV en NT-2 confirman el tropismo del virus 
por los precursores neuronales y neuronas inmaduras, un posible efecto deletéreo 
sobre los oligodendrocitos; una menor  tasa de infección de neuronas maduras 
posmitóticas y precursores mesenquimales que parecen ser las células no 
neuronales mas abundantes en el cultivo. Mientras que las células madre 
embrionarias pluripotenciales NT-2 parecen ser  mas resistentes a la infección con 
ZIKV. Basados en los resultados obtenidos con esta aproximación experimental, en 
la Figura III-8 proponemos  cómo funciona nuestro modelo de la infección ZIKV en 
células madre embrionarias pluripotenciales (NT-2)  y  linaje neural y no neural. 
 
Las células NT-2 se diferenciaron  en mayor proporción a células neuronales y sus 
precursoras tras la estimulación in vitro con acido retinoico y son una fuente de 
neuronas maduras pos-mitóticas, que en otros estudios han demostrado ser 
funcionales y usadas en ensayos clínicos en humanos con fines terapéuticos.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura III-8. Modelo de la infección ZIKV en células madre embrionarias pluripotenciales (NT-

2)  y  linaje neural y no neural. Diferenciación de las CEP con AR en ausencia de infección (A) y 

después de la infección con ZIKV  (B). Mecanismo propuesto del efecto de la infección ZIKV en la 

neuroglia (C)  y en los precursores mesenquimales (D). Célula embrionaria pluripotencial (CEP); 



89 
 

Precursor  Neuroepitelial (NE); Precursor mesenquimal (PM);  Neuroglia/Neurona inmadura 

(NG);Virus Zika (ZIKV); AR (Acido Retinoico) 

 
4.5. Recomendaciones y Limitaciones  
 
Se espera que este modelo celular de NT-2 establecido sea útil para investigación 
in vitro de otros patógenos neurotrópicos emergentes o para otros investigadores 
en el área de las neurociencias, y del desarrollo craneofacial en el caso que poder 
generar organoides en donde interactúen las células derivadas de la cresta neural 
que migran a los arcos branquiales y forman importantes componentes de la cara, 
de los dientes y del cráneo.  
    
El desarrollo del modelo de células NT-2, requiere mejor caracterización del 
conjunto de células adherentes no neuronales,  usando anticuerpos específicos de 
neuronas inmaduras (NESTIN), precursores mesenquimales (YAP/TAZ fosforilado) 
(3,18) o para biomarcadores de neuroglia (GFAP, OLIG1,2 y CD68) (56,57,65) o 
células mesenquimales (familia de genes FGF) (3,12). Esta detallada 
caracterización celular  permitirá describir y entender mejor el efecto del ZIKV sobre 
otras precursores no neuronales en ensayos de microcopia confocal con tinciones 
múltiples.   
 
La investigación con modelos celulares tiene ventajas como son el mayor control de 
las variables in vitro, pero tiene la desventaja que no forman los sistemas o los 
órganos completos, como aquellos que forman los componentes de la cara y del 
cráneo que se pueden visualizar con modelos infección viral en animales o en 
organoides, en donde interactúan múltiples tejidos, hormonas, morfógenos y genes 
activantes (enhancers), oncogenes, genes represores, microRNA o RNA de 
interferencia, etc.  
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5 CAPÍTULO IV: Perfil transcripcional inducido por la infección del Virus Zika 
en células embrionarias NT-2: hacia una integración básico-clínica de la 
infección congénita del Virus Zika con las ciencias básicas. 
 
 
5.1. Introducción 
  
Las ciencias ómicas utilizan estrategias de secuenciación masiva y de análisis 
bioinformático para la investigación traslacional del conocimiento biológico, y en 
este caso los modelos con el virus del Zika no son la excepción. Las múltiples 
secuenciaciones desarrolladas desde la investigación básica respecto al virus y su 
patogénesis han servido para tener avances tanto en el entendimiento de la 
enfermedad y sus consecuencias, como en el desarrollo molecular de antagonistas 
y de proponer algunas estrategias terapéuticas contra la infección (57). 
 
La transcriptómica es una ciencia ómica que permite detectar la expresión 
diferencial de genes (DEGs) a partir de la secuenciación masiva de mRNA, en 
condiciones distintas de los experimentos; ya sea un patógeno, una sustancia toxica 
u otra exposición (124). Ofrece oportunidades para comprender relaciones de 
función celular, metabólica o patológicas desencadenadas por cambios de 
expresión génica inducidos por alguna exposición particular, en tejidos u órganos. 
En la ultima década, los ensayos de transcriptomica (RNA-seq) son una alternativa 
común para construir el perfil transcripcional, según el objetivo de estudio (1). 
 
En relación con lo que se ha estudiado del transcriptoma en la infección hay 
disponibles algunos estudios transcriptomicos del ZIKV en la base de datos de GEO 
data sets, donde se encuentran secuencias curadas que pueden ser usadas para el 
análisis de STRING o DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated 
Discovery), sin embargo siguen siendo  muy pocas hasta el momento (124-126). 
Cada vez está más claro que la infección por el ZIKV tiene amplias implicaciones, 
más allá de la microcefalia; ya que los bebés nacidos con infección congénita por 
ZIKV han presentado patología en sus ojos, oídos, dimorfismo facial, alteraciones 
en el desarrollo de las extremidades y otros sistemas; lo que lleva a preguntar si, el 
ZIKV podría tener una firma de patogénesis específica que lo distingue de los otros 
flavivirus. Para lo cual el estudio del transcriptoma de células infectadas con ZIKV 
podrían conducir a la identificación de nuevas vías y / o objetivos farmacológicos 
para prevenir la infección por ZIKV y sus complicaciones asociadas (2).  
 
Adicionalmente hay secuenciaciones de transcriptoma de ZIKV que aún no están 
curadas y evalúan la alteración de la expresión génica en células precursoras del 
SNC (principalmente en hNPCs e iNPCs) y tiene como hallazgo principal, confirmar 
la alteración de las vías relacionadas con microcefalia, desordenes congénitos y 
epilepsia: comparando las células infectadas con ZIKV y las mismas infectadas con 
citomegalovirus (CMV) y/o Dengue (DENV) entre otras (124). 
 
Bibliométricamente, Figura IV-1 se evidencia pocas publicaciones desde la 
perspectiva de las vías de expresión génica apoyado en el uso de ciencias ómicas 
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en distintos modelos de infección, principalmente células inducidas a 
neuroprogenitoras (NPC) a partir de otros linajes jóvenes de otros tejidos 
reprogramados a estadios pluripotenciales (3). Los objetivos de estos estudios son 
principalmente entender las alteraciones del neurodesarrollo y la microcefalia tras 
la infección con ZIKV (2). 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura IV-1. Análisis bibliométrico de publicaciones en línea de tiempo con búsquedas “Zika AND 
transcriptome OR transcriptomics”; en bases de datos Web of Science, Pubmed y Scopus 
(Gráfica obtenida en el software VOSviewer 1.6.14®. Fuente: Propia). 
 
 

Las publicaciones científicas con este algoritmo de búsqueda reflejan que hay 
publicaciones desde el 2016, por lo que se presume que es un tema relativamente 
nuevo y en ascenso como tópico de investigación para enriquecer el conocimiento 
científico sobre la infección por ZIKV, su patogénesis y consecuencias. En el estudio 
de la transcriptómica relacionada con el ZIKV como trabajos producto del empleo 
de las bases de datos bioinformáticos,  hay disponibles 216 estudios con 
transcriptoma del ZIKV en la base de datos de GEO data sets (NIH), con secuencias 
curadas (disponibles para ser evaluadas en GEO2R) que están disponibles para el 
análisis (4–6). La mayoría de estudios, en orden cronológico (Figura IV-1); se han 
enfocado en entender la naturaleza del virus, el proceso de infección, el tropismo, 
los biomodelos de infección y avances en al entendimiento de la inmunopatogénesis 
a partir de ensayos de RNA-seq de secuenciación masiva y análisis de 
transcriptomas. 
 
Siendo consecuente con lo reportado en estudios clínicos, principalmente se ha 
documentado hallazgos acerca de la transcriptómica del ZIKV en células 
progenitoras infectadas, una afección significativa de la transcripción de genes 
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relacionados principalmente con enfermedades como Guillain Barré y patologías 
relacionadas con la conducción nerviosa de sistema nervioso central y periférico (5).  
 

Tabla IV-1. Principales genes afectados y su relación clínica con el SCZ, según el 

transcriptoma de células hNPCs infectadas con ZIKV. Adaptada de Kozak, 2018 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Otros estudios que han reportado hallazgos importantes de la infección por VZIK en 
diferentes líneas celulares en su mayoría en sus formas pluri o multipotenciales, con 
el fin de entender mejor los mecanismos de patogénesis e incluso algunos llegan a 
comparar los perfiles de transcriptomas en células infectadas con otros flavivirus 
versus ZIKV. Los hallazgos principales han revelado: una activación significativa de 
las vías de respuesta antiviral incluidas (Figura IV-2): la activación de la 
"señalización de interferón", "el papel de los receptores de tipo RIGI en la inmunidad 
innata antiviral", "reconocimiento de bacterias y virus", "señalización TREM1" y 
"señalización de CD40" (2).   
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Figura IV-2. Principales vías afectadas según el transcriptoma de células primarias de retina 
infectadas con ZIKV (2). Sight, et a. 2018. 

 
En resumen, los hallazgos de los ensayos RNA-seq de células embrionarias 
progenitoras neuronales encuentran que las vías antivirales activadas tras la 
infección ZIKV, podrían ser las desencadenantes de una neurogénesis alterada; y 
que la vía del IFN tipo 1 domina la respuesta inmune mediada por la infección con 
ZIKV. Hasta donde nuestro conocimiento alcanza, desconocemos que existan 
estudios que utilicen células embrionarias precursoras de tejido neuronal NTERA2 
(NT-2) como modelo de estudio para la infección con ZIKV (1). Por esto, el objetivo 
de este capítulo fue analizar el transcriptoma y la expresión de genes relacionados 
con el desarrollo neural y craneofacial en las células NT-2 infectadas con el ZIKV 
en dos estadios de diferenciación: embriológicas pluripotenciales y del linaje neural; 
esto con el fin de acercar los hallazgos clínicos médicos y odontológicos de la 
infección congénita con alteraciones identificadas en los transcritos génicos del 
modelo de infección de células madre embrionarias NT-2. 
 
5.2. Metodología 
 
Tipo de estudio: 
 
Es un estudio de secuenciación masiva tipo RNAseq para evaluar la expresión  
diferencial de genes (Log2FoldChange-Log2FC), relacionados con vías de 
diferenciación y desarrollo neurológico y craneofacial en células 
carcinoembrionarias pluripotenciales (NT-2) infectadas y no infectadas con el ZIKV; 
en dos diferentes estadios de diferenciación: indiferenciadas (embrionarias 
pluripotenciales) y diferenciadas con Ácido Retinoico-AR (linaje neural).  
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Figura IV-3. Flujograma de trabajo para cultivo, diferenciación, infección y extracción de RNA 
para ensayo de RNA-seq. 

 
Transcriptoma: 
 
El flujograma de trabajo del estudio del transcriptoma de las células ya 
caracterizadas y diferenciadas se realizó a través de la técnica RNA-seq, y tuvo tres 
fases descritas en la Figura IV-4: 
 
 

 

 

 

 

 

 

Figura IV-4. Fases del ensayo RNA-seq en el modelo de infección con ZIKV de células NT-2 
embrionarias pluripotenciales y de linaje neural. 

 
Las fases del experimento de secuenciación masiva RNA-seq, del modelo de 
infección con ZIKV de embrionarias pluripotenciales y de linaje neural. 
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Diseño: Esta es un estudio del ARN total de los 4 grupos diferentes con el fin 
de identificar cambios en los patrones de transcripción en cada condición. Se 
analizó el transcriptoma (mRNA)de un total de 12 muestras: 2 grupos de NT-2  
embrionarias pluripotenciales (infectadas con ZIKV “NZ” y no infectadas “N”) y 
2 grupos de NT-2 de linaje neural (infectadas con ZIKV “NRAZ” y no infectadas 
“NRA”); cada uno de los grupos tuvo tres réplicas biológicas para disminuir las 
fuentes de varianza y aumentar la precisión de los datos. 
 
Extracción de RNA: Se optimizó la extracción del RNA (para el cumplimiento 
de los estándares de calidad de NOVOGENE®), extraído con el kit RNA viral 
extraction Accuprep®, con una segunda columna de purificación del kit RNeasy 
PowerSoil Total RNA de Qiagen®. La extracción fue eficiente para las muestras 
en las que se recuperan entre 1.5 y 3.5 *106 células por vial: para no saturar las 
columnas con exceso de material genético y disminuir la contaminación con 
ADNc (Tabla IV-2). 
 
Adquisición de datos: Con base en el ARN se generaron y secuenciaron las 
librerías, posterior a la aprobación de calidad con los parámetros de pureza 
(Nanodrop y Qubit), evaluación de la integridad a través del gel de electroforesis 
(5/5.8S, 18S, 28S) y el índice RIN (RNA Integrity Number). Se secuenciaron y 
construyeron las librerías con Novaseq 150PE/6Gb por muestra. 
 

 
Tabla IV-2. Requerimientos Novogene corp® para el análisis de muestras de ARN por 
secuenciación masiva. 

Tipo de Librería 
Tipo de 
muestra 

Concentración 
(Qubit) 

Volúmen Concentración 

Número 
de 

integridad 
de ARN 

(RIN) 

Notas 

Librería mRNA 
eucariota 
(Enriquecimiento 
poli A) 

Total ARN 
(no-

sangre) 
>=0.4ug >=20 uL >=20ng/uL 

>= 6.3 
como 

línea de 
base 

OD 
A260/A230 

>=2, 
OD 

A260/A280 
>=2,  

 
 
Análisis de la Información 
 
La información de los transcritos genéticos de las células NT-2, se recibió en 
archivos planos .fastq. La información se custodia en un disco duro de 500Gb de 
capacidad destinado para almacenar la información de los datos crudos, 
procesados, inventarios de muestras y protocolos del ensayo, garantizando el buen 
manejo de la información, y reposa en el Departamento de Microbiología de la 
Universidad del Valle. El flujograma de trabajo de análisis bioinformático se llevo a 
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cabo como se reporta en la Figura IV-5: 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura IV-5. Path-line: plan de análisis de transcriptoma de muestras del modelo de 
infección con ZIKV de células NT-2 embrionarias pluripotenciales y de linaje neural. 

 
● Control de calidad de los datos: Se evaluó de la calidad de los datos con el 

programa FastQC (7). Considerando la alta calidad de las lecturas no fue 
necesario realizar ninguna limpieza o filtro a los datos. (2). 
 

● Alinear con la secuencia de referencia: Los datos crudos obtenidos se 
mapearon contra el genoma de referencia humano GRCh38.p13 empleando 
programa STAR (8) para obtener los archivos .bam (2). 
 

● Conteo de lecturas en cada región: La medición de la expresión génica se 
realizo a partir del conteo de las lecturas únicas mapeadas con el programa 
FeatureCounts (9). La tabla de conteos fue importada al software R con los 
paquetes dplyr y tidyverse. 

 
● Normalización de las lecturas para el efecto de la preparación de la librería: 

Los datos de expresión de genes basados en el recuento de lecturas filtradas 
se normalizaron utilizando VST (variance stabilizing transform) del paquete 
DESeq2, que ajusta la varianza de los datos del recuento de genes 
transformados logarítmicamente y genera un peso de precisión para cada 
expresión de genes.  

 
 
Estimaciones estadísticas de DEG´s  
 
Una aproximación exploratoria de lo datos, se realizó con el análisis de 
componentes principales (PCA) utilizando la biblioteca PRCOMP en R, que 
proyecta objetos de datos multivariados en un espacio de dimensión inferior 
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mientras conserva la mayor cantidad posible de la varianza original (2). Se utilizó un 
paquete de software de análisis de secuencias en un modelo lineal (DESeq2) (10). 
Se estimaron los cambios en los perfiles de transcripción (DEG´s) y la magnitud del 
cambio dada por el Log2Fold-Change (Log2FC) para determinar si esa magnitud 
del cambio se da en sobre expresión génica o una infra expresión del gen; el error 
aceptado para el estadístico fue < o igual al 5%. Se consideraron estadísticamente 
diferentes, los cambios de expresión con un p valor del Log2FC inferior a 0,001 en 
el grupo de NRA Versus N (NRA-N), y un p valor inferior a 0,05 en las células 
carcinoembrionarias pluripotenciales NT-2  tras la infección con ZIKV (NZ-N) e 
inducidas al linaje neural con AR (NRAZ-NRA). 
 
Enriquecimiento de vías 
 
Para el enriquecimiento de vías se consideraron los genes con valores de FDR>2 
(valor corregido de falsos positivos del cambio de expresión genética) y un p-value 
<0,05, siendo estos los genes con cambios significativos en el análisis. Cada vía se 
enriqueció según la bondad de ajuste de los genes significativos con el total de los 
genes reportados en cada vía (estadístico BonFerroni-BF; p-value<0,05). 
 
Interpretación biológica de los resultados  
 
Se estableció la relación funcional de los cambios de FDR al enriquecimiento de 
vías genéticas con los repositorios de datos biológicos de “KEGG pathways”, 
“WIKKI pathways”, “GO” (Gene Onthology) “Biological process-BP”, “Molecular 
Features-MF” y “Cellular Components-CC”, en la que se relacionan los cambios de 
expresión génica con las vías de señalización mas importantes de la diferenciación 
celular con el paquete disgenet2-RStudio (11). Para el enriquecimiento de vías 
relacionadas con procesos patológicos en humanos se consultaron los repositorios 
ClinVar y OMIM.  
 
El análisis clínico-básico tuvo como objetivo relacionar los genes que mayor 
magnitud de cambio tuvieron en expresión, las asociaciones patológicas reportadas 
en Gene Cards, hallazgos clínicos obtenidos en  el desarrollo del Capítulo II,  
evidencias observadas durante el desarrollo del modelo de infección del Capítulo 
III y los reportados en la literatura científica. Así mismo, las vías significativamente 
enriquecidas con los procesos patológicos en humanos se intentaron aproximar con 
los perfiles clínicos neuro-craneofaciales reportados previamente. 
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5.3 Resultados y Discusión 

 
Extracción y control de Calidad de RNA 
 
Para asegurar la calidad de la extracción del RNA, se empleó una técnica con una 
columna del Kit Accuprep® en un experimento piloto de cuatro muestras, una de 
cada estadio de diferenciación infectado y no infectado con ZIKV (N,NZ,NRA,NRAZ) 
como se observa en la (Tabla IV-3). En este experimento piloto, las muestras 
tuvieron condiciones requeridas para la secuenciación de RNA-seq en la empresa 
Novogene®, sin embargo los valores de contaminación con cDNA eran muy altos y 
no permitieron la construcción de una de las librerías en la secuenciación masiva, a 
pesar de haber tenido valores de RIN (Figura Suplementaria 2A), adecuados. 
Basados en los resultados del experimento piloto y la optimización del proceso de 
purificación del ARN, se diseñó un segundo experimento con tres réplicas biológicas 
para cada uno de los tipos de estadio celular infectadas y no infectadas con ZIKV. 
Al aplicar el protocolo de una segunda columna de purificación de RNA del kit 
RNeasy PowerSoil Total RNA de Qiagen®, los resultados fueron óptimos al obtener 
menor cantidad de cDNA contaminante y obtener un buen tamaño de las librerías a 
pesar de tener valores de RIN (Figura Suplementaria 2B) similares al experimento 
piloto. En conclusión, emplear una técnica de purificación de doble columna elimina 
gran cantidad de ADN contaminante siendo la concentración de ARN efectiva al 
momento de la construcción de las librerías. 
 
Tabla IV-3. Muestras de RNA de cultivo y convenciones para las categorías de 
análisis.  

Muestra 
Células 
(*10⁶) 

ARN 
(ng/uL) 

Volúmen 
(uL) 

ADN 
(ng/uL) RIN 

Número 
de 

lecturas 

Genes 
expresados 

(%) 

Método de 
purificación 

N 4,8 219 100 53,8 2,7 50319820 36 1 

NZ 3,2 174 100 39,2 3 43875554 24 1 

NRA 2,8 154 100 33,6 2,6 Falló 0 1 

NRAZ 3,6 196 100 39,8 1 27382878 25 1 

N Rep1 2,1 79 50 10 6.8 57552630 59 2 

N Rep2 1,9 71 50 9,7 7.6 49717312 63 2 

N Rep3 1,8 87 50 11,3 6.4 77754770 63 2 

NZ Rep1 2 59 50 7,6 3.3 61157944 52 2 

NZ Rep2 2,3 82 50 5,7 5.3 65432364 62 2 

NZ Rep3 2,1 83 50 17,3 3.3 63116736 59 2 

NRA Rep1 2,9 25 60 12,9 2.4 61793078 45 2 

NRA Rep2 2,4 31 60 5,3 3.3 54267174 61 2 

NRA Rep3 3,4 39 60 21,8 3 48334754 40 2 

NRAZ Rep1 1,6 34 60 2,5 4 60344566 53 2 

NRAZ Rep2 3,8 39 60 9 2.6 69311308 58 2 

NRAZ Rep3 2,6 26 60 9 5.1 68888730 62 2 
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*Rep.: Replica biológica 
**Método de extracción 1= columna de extracción kit Accuprep®   2= Método 1 + columna de kit Total RNA Quiagen® 

  

De acuerdo a la cantidad de genes anotados y expresados en las diferentes replicas 
de la Tabla IV-3, el análisis de expresión diferencial, se ejecutó solo con las 
muestras extraídas por el método de doble columna  (Método 2); la diferencia del 
tamaño de las librerías del experimento piloto con el segundo experimento, no 
permitió hacer el análisis completo uniendo los datos de los dos experimentos 
después de normalizar los datos, inclusive. Al final todas las muestras del 
experimento construido con las tres réplicas biológicas, tuvieron valores muy 
superiores a 30.000 lecturas, que en términos generales para un ensayo de RNA 
seq, es de alta calidad (Tabla IV-3).  
 

Análisis de expresión diferencial de genes (DEG).  
 

Después del proceso de ensamblaje y calidad del transcriptoma, se obtuvieron en 
promedio 30% (28,2% - 34,1%) de genes anotados y mapeados a los que se les 
determinó la expresión diferencial en las diferentes células NT-2 infectadas o no 
Tabla IV-3. Los datos normalizados (VST= 0,98) dieron un comportamiento 
uniforme entre las muestras (Figura IV-6), se ajustaron lo esperado a pesar de tener 
diferencias de conteos en las librerías. Después de normalizar el tamaño de las 
librerías, estas quedaron de aproximadamente 22 millones de lecturas, para cada 
réplica. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura IV-6. Normalización de conteos en las diferentes categorías de comparación. A. Distribución 
de conteos crudos y B. Conteos normalizados con VST. 

 
En las células NT-2 del linaje neural (NRA), hubo que eliminar una de las tres 
réplicas del grupo sin infectar y una réplica del grupo de infectado, porque tenían un 
comportamiento distinto  a las otras dos, y lograr normalizar los grupos (Figura 
Suplementaria 3).  
 
Para observar como si los grupos de comparación se comportan gráficamente 
según el diseño planteado, se evaluó la distribución de acuerdo a la verosimilitud de 
la expresión, a través del análisis de componentes principales. La mayor variabilidad 
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de la expresión génica agrupa en extremos distintos la distribución de los grupos. 
El PC1 explica cerca del 80% de la varianza total de los datos, separando el perfil 
de expresión génica de las células NT-2 del linaje neural (NRA) comparado con el 
de las células indiferenciadas (N) (Figura IV-7A). Mientras que el PC2 explica el 6% 
de la varianza total de los datos, y separa de acuerdo al perfil de infección 
principalmente las células NT-2 del linaje neural (NRAZ); sin embargo, la infección 
también explica diferencia en perfil de expresión génica en las células NT-2 
embrionarias pluripotenciales (NZ) (Figura IV-7B). 

 
 

 

 

 

 
 
 
  

 
Figura IV-7. Análisis de Componentes principales (PCA), en células NT-2 según su diferenciación 
e infección con ZIKV. A. PCA componentes 1 y 2 de células indiferenciadas (N) y diferenciadas 
(NRA). B. PCA componentes 1 y 2 en células indiferenciadas (N). 

 
DEG entre Ntera2 diferenciadas con AR y no diferenciadas (NRA Versus N) 

Con el propósito de evaluar los cambios en la expresión génica del proceso de 
diferenciación inducido por el AR, se estimó el valor de cambio (Log2FoldChange-
Log2FC) en las células NT-2 después del tratamiento con AR. Se encontraron 
11388 genes expresados diferencialmente (p<0,001) en las células inducidas a 
diferenciación, de los cuales 6166 suprimieron su expresión 
(desregularon/infraexpresaron) y 5222 se sobre expresaron (Tabla IV-4; Figura IV-
8).  
 
Tabla IV-4. Comparación de genes netos expresados diferencialmente (p<0,05) en las células 
NT-2  infectadas con el ZIKV según la diferenciación e infección. 

Muestras comparadas 
DESREGULACIÓN 

(n) 
SOBRE EXPRESIÓN 

(n) 
TOTAL 

(n)  

NRA-N  6166 5222 11388* 

NZ-N  551 471 1022 

NRAZ-NRA  783 1268 2051 

TOTAL 7500 6961 14461 
*p<0,001 

N= NTERA2 indiferenciada-no infectada, NZ=NTERA2 indiferenciada-infectada, NRA=NTERA2 diferenciada, y NRAZ=NTERA2 
diferenciada-infectada. 

A 

B 
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De acuerdo a lo descrito en la literatura, se esperaba que los cambios inducidos 
solamente por la diferenciación del cultivo de células NT-2 con AR se presentaran 
en gran cantidad, como se evidenció en los genes que cambiaron su expresión 
(NRA-N) (12–16). Si bien, no fue posible durante el desarrollo del modelo de 
infección (Capítulo III) marcar la diferenciación de otros tipos de células derivadas 
de un perfil ectomesenquimal (característico también del comportamiento de las 
CCN en la embriogénesis), se exploró con base en los transcritos génicos el cambio 
de expresión de genes relacionados con la diferenciación celular a otros linajes 
celulares distintos al neuronal y algunos de los cuales se presentan en Tabla III-2 
del Capítulo III; y se validó el escenario de simular gráficamente con el 
enriquecimiento de vías en Gene Onthology (GO-BP) (Figura IV-8), y se observa 
que el AR induce procesos de embriogénesis similares a los procesos que se 
activan durante la diferenciación de las CCN (15,17,18). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura IV-8. Análisis funcional de la estimulación de las NT-2 con AR. Enriquecimiento de genes 
con cambios de expresión significativos (p<0,05) relacionado con procesos biológicos en la base de 
datos Gene Ontology (GO BP). NRA versus N (NRA-N). 

 
A pesar de que los parámetros de análisis de la magnitud del cambio de expresión 
fueron estrictos, en el caso de NRA-N (Log2FC,p<0,001), el perfil de las células NT-
2 cambió significativamente acorde al proceso fenotípico de diferenciación, a 
neurona madura como se mostró en el Capítulo III (Figura III-4, B y E) (16,19). 
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Cambios en la expresión génica en las células NT-2 por la infección con ZIKV 
 
La infección con ZIKV indujo cambios en la expresión génica de las células NT-2 
independientemente de su estado de diferenciación, hubo genes suprimidos en su 
expresión  y otros sobre expresados. Sin embargo, la infección en células NT-2 del 
linaje neural (NRAZ) indujo una mayor cantidad de genes expresados 
diferencialmente. Aproximadamente el doble de genes de las células NT-2 
embriológicas pluripotenciales (N) cambiaron su expresión en las células NT-2 
neurales (NZ-N=1022 vs NRAZ-NRA= 2051) tras la infección con ZIKV (Tabla IV-4; 
Figura IV-9). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura IV-9. Diagrama de Venn. Número neto de genes que tuvieron valores de LogFold Change 
significativo para cada grupo de réplicas comparadas (A) con sobreexpresión y (B) inhibidos en su 
expresión.  

 
La diferenciación con AR (NRA-N) indujo sobreexpresión de 5184 e infra expresión 
de 6007 genes únicos, que no fueron explicados por la infección con ZIKV (NZ-N y 
NRAZ-NRA). A su vez, la infección por ZIKV de células NT-2 diferenciadas con AR 
indujo una mayor expresión en 1243 genes y redujo la expresión de 622. En 
contraste hubo una menor cantidad de genes que presentaron cambios en su 
expresión en NT-2 embriológicas pluripotenciales infectadas (NZ-N)(Figura IV-9); 
posiblemente porque en el estadio inmaduro/precursor celular, las NT2 fueron 
menos susceptibles a la infección como se ha reportado para otros virus 
neurotrópicos (20). y como se demostró en los resultados de las Figuras III-5 y II-6 
(Capítulo III).  
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Análisis de los mayores cambios de expresión génica inducidos en NT-2 
infectadas con ZIKV 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura IV-10. Volcano Plot (Azul= infraexpresión - Rojo= sobreexpresión). Genes con mayor 
expresión diferencial en las células indiferenciadas infectadas (NZ-N) (A). Genes con mayor 
expresión diferencial en las células diferenciadas infectadas (NRAZ-NRA) (B). 

 
Hubo cambios de infraexpresión y sobreexpresión en los diferentes tipos celulares 
explicados por la infección con ZIKV. En la Figura IV-10 se muestra cómo los 
cambios de expresión génica, son en cantidad y en la magnitud  (Log2FC), mayores 
en las células del linaje neural que en las embrionarias pluripotenciales.  
 
Los cambios genéticos se analizaron según la mayor magnitud del cambio 
(Log2FC) y su relación biológica a nivel funcional y los perfiles patológicos 
reportados para humanos, en los repositorios genéticos disponibles (Tabla IV-5).  
 
 
 
 

B 

A 
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Tabla IV-5. Genes con mayor magnitud de cambio de expresión tras la infección con ZIKV en 
NT-2 embriológicas pluripotenciales (NZ-N) y de linaje neural (NRAZ-NRA). 

GEN REGULACIÓN PATOLOGÍA RELACIONADA REF. 

NZ-N    

HOXB5 5,5 Leucemia Mieloide, síndrome congénito hipoventilación (21) 
ANXA1 1,9 Edema cerebral (22) 
RND3 1 Hidrocefalia ligada al X (23) 
ZNF302 1 Gangliosidosis (neurodegeneración) (24) 
HFM1 1,6 Falla ovárica  (25) 
KLHDC9 0,9 Polineuropatía crónica (26) 
XRCC4 

1,2 
Baja estatura y microcefalia con síndrome de resistencia 
a la insulina 

(27) 

ARL14EP 0,9 Microcefalia (28,29) 
ELMOD2 0,9 Fibrosis pulmonar (30) 
IFTAP 1 Displasia Cranioectodermal (31) 
ZFAND1 0,9 Patología de hueso y demencia frontotemporal (32) 
HOXB8 2 Comportamiento impulsivo, síndrome de Frágil X (33,34) 
DRAM2 0,9 Distrofia de retina, retinitis pigmentosa (35,36) 
ARV1 0,9 Encefalopatía epiléptica (37) 
PRAC2 1,6 Braquidactilia tipo C (38) 
SLC35A1 1 Trastorno metabólico de glicosilación (39) 
TATDN1 0,9 Cáncer de pulmón, carcinoma urotelial (40) 

HOXB9 -6,62 Cáncer pulmonar (41) 
GLIS3 -5,74 Diabetes mellitus neonatal (42) 
CRB1 -4,74 Atrofia corioretinal pigmentosa (43) 
PDE1A -4,72 Uniones de cGMP (alteraciones metabólicas) (44) 
NTRK2 -3 Retraso mental, encefalopatía epiléptica (45,46) 
SCD5 

-1,15 
Sordera congénita, alteración del desarrollo del sistema 
nervioso 

(47) 

DNALI1 -1,61 Disquinesia ciliar (48) 
TPR -0,91 Síndrome de camptodactilia artropatía y pericarditis (49) 
NIPBL 

-1,15 

Síndrome de Cornelia de Lange (dimorfismo facial, 
prognatismo maxilar), Microcefalia. 

(50,51) 

ADAM17 -0,88 Enfermedad neonatal inflamatoria de la piel y el intestino (52) 
ADAR 

-0,9 
Discromatosis simétrica hereditaria (hiperpigmentación, 
maculas) 

(53) 

ANK3 

-0,92 

Desorden de desarrollo intelectual, Neurodegeneración y 
alteraciones mentales 

(54,55) 

KLHL20 -0,9 Patología del desarrollo anterior del ojo (56) 
SLC6A6 -1,09 Degeneración retinal (57) 
PPTC7 -1,21 Regulación de apoptosis (58) 
FAM169A -1,03 Distrofia muscular Emeri Dreifuss (59) 
EFNB2 -0,86 Alteración del desarrollo del sistema nervioso (60) 
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FOXJ1 -1,48 Disquinesia ciliar (61) 
SHPRH 

-1,28 

Xeroderma pigmentosa (neurodegeneración relacionada 
con fotosensibilidad ocular y de piel) 

(62) 

DDHD1 -0,97 Paraplejia espástica autosómica (63) 
APAF1 -1,11 Defectos del tubo neural (64) 

NRAZ-NRA    

MARCHF10 7,7 Disquinesia ciliar (65)  
GRIN2C 

7,9 
Retinitis pigmentosa, Esquizofrenia, Autismo, Alteración 
en el desarrollo, Microcefalia 

(66,67) 

PRDM6 9,1 Alteración de formación arterial (68) 
CRYBA4 8,5 Microftalmia, alteración de formación del cristalino (69) 

C12orf42 

7,6 

Enfermedad de la pigmentación caracterizada por 
máculas hiper e hipopigmentadas reticuladas de 
distribución generalizada 

(70) 

MSS51 7,9 Discapacidad asociada al cromosoma X  (71) 
HAND1 7,8 Formación alterada del corazón desde la cresta neural (72) 
MCIDAS 8,1 Disquinesia ciliar (73) 
ZNF385D 8,3 Dislexia (74) 
P2RX2 7,8 Tularemia, Gota (artritis) (75,76) 
PRR19 8 Isotropía alternante (77) 
SLC6A2 8,3 Ansiedad generalizada, desorden de hiperactividad (78,79) 
TMEM63C 8,2 Paraplejia espástica (80) 

SMIM43 9,3 Artrogriposis (81) 
PACSIN1 8,1 Endocitosis mediada por claritina (82) 

AVPR1B -7,5 Diabetes insípida, Síndrome de Asperger (83,84) 
C11orf21 

-8,5 
Macroglosia, Falla en la diferenciación de células 
pluripotenciales 

(85) 

GPR4 -7,8 Síndrome de hipoventilación congénito, Cáncer de ovario (86,87) 
PLEKHD1 -8,6 Enfermedad infecciosa por virus del visión aleutiano (88) 
DHRS2 -8,05 Enfermedad del oído medio (89) 
SOX18 -8,1 Síndrome de hipotricosis, linfedema y telangiectasia (90) 
KCJNJ13 -9,2 Ataxia-epilepsia (91,92) 
ERVV-2 -8,05 Gen endógeno retrovirus (93) 

MAGEB3 -7,5 Melanoma (94) 
PTEN 

-8,13 
Es parte de la vía PI3K/AKT/mTOR y los inhibidores de 
mTOR, se relaciona con microcefalia y autismo 

(95) 

HKDC1 -8,6 Labio y paladar hendido, retinitis pigmentosa (96,97) 
LINC01234 -8 Carcinoma escamocelular y cáncer gástrico (98,99) 
GLIS3 -1,23 Encefalitis equina y epilepsia (100) 
KIFC1 -7,9 Transporte retrogrado Golgi-ER (101) 
NT5E -9 Calcificaciones en articulaciones y arterias (102) 
FAM166B -8,9 Enfermedad intestinal (103) 
FLI1 -7,9 Desarrollo del Sistema Nervioso (104) 
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CEP170 -8,33 Microcefalia primaria (105) 
PROKR1 -8,08 Actividad del receptor del neuropéptido (106) 

 
En la Tabla IV-5 se presentan un total de 72 genes con mayor magnitud del cambio 
en su expresión (38 en las células NZ y 34 en las células NRAZ) y las patologías 
que se han asociado con esos genes (GeneCARDS). El cambio de expresión génica 
fue mayor en las células NT-2 del linaje neural infectadas (NRAZ) según los valores 
de Log2FC. Sin embargo, las alteraciones patológicas relacionadas individualmente 
tanto en las células NT-2 embriológicas pluripotenciales (NZ) como en las NT-2 de 
linaje neural (NRAZ), coinciden con algunos de los signos y características 
reportadas en la literatura y en nuestra cohorte de pacientes estudiada en el 
Capitulo II. La microcefalia es la característica con mayor evidencia en el Síndrome 
congénito por ZIKV-SCZ (107), y los genes de mayor cambio tanto en el modelo de 
células embrionarias pluripotenciales (NZ) como en las diferenciadas neurales; 
presentando una sobreexpresión en los genes: XRCC y ARL14EP, y una infra 
expresión en el gen: NIPBL; y en el caso del linaje neural (NRAZ) se 
sobreexpresaron: GRIN2C y en infra expresión: PTEN y CEP170. 
 
Las alteraciones oculares, el dimorfismo facial, epilepsia y el espectro autista citado 
desde la discapacidad cognitiva y alteraciones comportamentales, en conjunto 
describen el cuadro clínico reportado en los pacientes con infección congénita en 
los diferentes estudios clínicos; todos estos, de alguna manera representados por 
los genes que se sobreexpresaron o suprimieron su expresión en el modelo de 
células NT-2 en estadio pluripotencial y del linaje neural (Tabla IV-5) (1,107,108). 
Es importante resaltar, que tras la infección con ZIKV se sobreexpresaron en gran 
magnitud en las NT-2 del linaje neural (NRAZ) los genes ZNF385D y SMIM43, que 
se relacionan con dos de las condiciones clínicas mas frecuentes en niños con SCZ, 
dislexia y artrogriposis respectivamente (109–114); así como también hubo un 
grupo grande de genes con cambios relacionados con alteraciones oculares  en los 
dos linajes celulares infectados, y que a su vez son frecuentemente reportados 
como parte del espectro clínico del SCZ (109,115,116). 
 
Con relación al desarrollo facial encontramos genes en las NT-2 embrionarias 
pluripotenciales infectadas (NZ) relacionados con prognatismo maxilar, tal como la 
subexpresión de NIPBL, que fue un signo clínico común para los niños evaluados 
de nuestro estudio en el Capítulo II (50,51). Por otra parte, también se presentó  en 
las NT-2 del linaje neural la infra expresión de los genes C11orf21 (85) asociado al 
desarrollo de macroglosia y HKDC1 de labio y paladar fisurado (96), anotaciones 
importantes para estudios futuros.  
 
De la misma manera que para los otros genes discutidos anteriormente, la mayoría 
de cambios significativos en genes relacionados con el desarrollo neurológico y 
craneofacial, se presentaron en las células NT-2 de linaje neural infectadas (NRAZ). 
Esto se puede explicar porque la proporción de células en las NT2 embriológicas 
(NZ) es pluripotencial y de diferentes proporciones de precursores (no 
caracterizados) de otros linajes distintos al neurológico (14,16), pero también por 
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que la mayoría de células infectadas en NRAZ son neuronas y/o precursores 
neuronales (Capitulo III, Figura III-6). 
 
De acuerdo con lo reportado en la literatura se extrajeron datos de genes que 
participan durante el desarrollo embrionario, en la formación del complejo 
craneofacial para evaluar la expresión diferencial, estos datos se resumen en la 
Tabla IV-6: 

Tabla IV-6. Comparación de la expresión génica de familias de genes relacionados con 
neurogénesis y desarrollo craneofacial (p<0,05). 

 Log2Fold Change 

GEN NZ-N p-adj NRAZ-NRA p-adj 

GSK3B - - 0,54 0,00045 

MED13L -0,87 0,02 0,66 0,017 

MASP1 - - -1,04 0,045 

CYP26B - - -1,697 0,001 

MCPH1-DT - - -1,17 7,4E-04 

PHC1 - - 0,9 8,07E-05 

NOTCH2 -0,52 0,005 - - 

MYCBP2 -0,78 0,00007 0,67 0,0048 

ID1 0,5 0,0016 -0,42 0,038 

RXRA - - -0,91 0,01 

SNAI3 - - 2,89 0,0039 

TFAP2C - - 0,87 0,0009 

TFAP2E - - 2,97 0,017 

ZIC2 - - 0,51 0,014 

ZIC5 - - 0,53 0,022 

FGF19 - - -1,4 7,27E-06 

FGFR4 - - -1,2 0,00084 

FGF13-AS1 - - 5,66 0,024 

FGF4 - - 6,74 0,00032 

BMP4 - - -0,48 0,04 

BMP8B - - -1,5 0,03 

FZD3 - - 7,44 0,001 

FZD5 -0,52 0,06 - - 

PAX5 - - 7,02 0,0007 

PHOX2A - - 1,18 0,04 

HOXA-AS3 - - -1 0,02 

HOXB-AS3 - - -0,9 0,007 

HOXB1 - - -0,7 0,01 

HOXA2 - - 0,8 0,006 

HOXB5 5,45 0,02 13,7 1,3E-13 

HOXB8 2 0,01 10,8 2,3E-92 

HOXB9 -6,62 2,82E-05 - - 
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“-“= Sin Dato, no hubo diferencia estadística al comparar con el control, para ese gen 

p= ajustado 

Hay genes que orquestan la formación de la cara y por ende el complejo maxilofacial 
una vez se da el selle del tubo neural durante la embriogénesis. Estos se agrupan 
en varias familias: factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), Wingless (WNT-en 
inglés), proteínas de morfogénesis ósea (BMP); así como los factores de 
transcripción que se estimulan para llevar a cabo sus funciones: las familias de  
factores RUNX, SOX, DLX y MSX (117). En la Tabla IV-6 hay cambios significantes 
en genes relacionados con el desarrollo facial como FZD3, PAX5, HOXB5, HOXB8, 
HOXA2 y FGF4; y así como los genes de la Tabla IV-5 pueden relacionarse con 
aspectos del desarrollo anatómico y funcional del complejo maxilofacial, estos 
genes tienen participación fundamental y se relacionan con procesos patológicos 
como dimorfismo facial, craneosinostosis y paladar hendido (18).  
 
 
Enriquecimiento de vías 
 
Para establecer la interpretación funcional del cambio de expresión génica en las 
células NT-2 inducida por la infección con ZIKV, fue necesario enriquecer las 
anotaciones con las vías reportadas en los diferentes repositorios genéticos para 
humanos de acceso público. Para el caso de este estudio se presentan resultados 
de enriquecimiento en las células NT-2 embrionarias pluripotenciales (NZ) para los 
repositorios de Gene Ontology-Molecular features (GO MF-en inglés), Gene 
Ontology Biological process (GO BP) y ClinVar (Figura IV-11).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA IV-11. A. Enriquecimiento de genes relacionado con procesos moleculares de gene 
onthology (GO MF). B. Enriquecimiento de genes en el repositorio de variables en expresión génica 
clínica ClinVar. C. Enriquecimiento de genes relacionados con procesos biológicos en la base de 
datos Gene Ontology (GO BP). 
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De acuerdo al análisis de enriquecimiento, en las células NT-2 embriológicas 
pluripotenciales por Zika (NZ) principalmente se presentan significativamente 
alterado procesos moleculares relacionados con canales de calcio (Figura IV-11A), 
clínicamente se altera la vía relacionada con la presencia de convulsiones (ClinVar: 
sceizures) (Figura IV-11B) que es un signo clínico frecuentemente encontrado en 
niños con SCZ (118). Se presentan con significancia estadística, alterados procesos 
biológicos relacionados con el desarrollo embrionario, desarrollo sensorial, 
transporte de iones (incluido el calcio)(109) y desarrollo de la retina, este último 
también una secuela común de la infección congénita con ZIKV (2) (Figura IV-11C). 
En este análisis de las células NZ, no se identifican vías activadas como repuesta 
inmune a la infección como se reporta para otros modelos celulares humanos y 
murinos (1,119), y que pudiera deberse a la poca cantidad de células susceptibles 
a la infección en este estadio (Capítulo III).  
 
Por otra parte, los cambios en las células NT-2 de linaje neural (NRAZ) 
enriquecieron funcionalmente vías para los repositorios de procesos biológicos y 
clínicos de Wikki Pathways (WP), KEGG y Gene Ontology (GO BP); así como para 
el repositorio de procesos moleculares de Gene Ontology (GO MF) (Figura IV-12). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA IV-12. A. Enriquecimiento de genes relacionado con procesos reportados en el repositorio 
Wikki pathways (WP). B. Enriquecimiento de genes en el repositorio de expresión biológica y clínica 
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KEGG. C. Enriquecimiento de genes relacionado con procesos moleculares de Gene Onthology (GO 
MF). D. Enriquecimiento de genes relacionados con procesos biológicos en la base de datos Gene 
Ontology (GO BP). 

 
En el análisis de las células NT-2 de linaje neural, la infección por ZIKV (NRAZ) 
muestra alteraciones en la expresión de genes relacionados con vías moleculares 
y biológicas del transporte de iones (especialmente del Calcio) al igual que para el 
caso de las células NT-2 embriológicas pluripotenciales e infectadas con ZIKV (NZ). 
Alteraciones en vías relacionadas con el calcio pudieran estar relacionada con las 
calcificaciones cerebrales en el  SCZ (109). En contraste, en este estadio de las 
células NT-2 del linaje neural si se visualizan vías enriquecidas relacionadas con la 
respuesta inmune a la infección, sin embargo no aparece la vía del IFN tipo 1 como 
ha sido reportado previamente en otros modelos celulares (1,2,119), esto debe 
evaluarse en el futuro, porque puede estar relacionado con la proporción de 
progenitores neurales que tienen las líneas celulares en otros modelos de estudio 
(120). Si se identificó DEG en el TNFRSF1, reportado recientemente como parte de 
la respuesta a la infección por ZIKV, en el grupo NRAZ-NRA(1). 
 
Clínicamente se muestran alteraciones que enriquecieron vías patológicas 
relacionadas con Diabetes juvenil y lupus eritematoso, dos condiciones de 
autoinmunidad que pudieran explicarse por el neurotropismo y que en algunas 
infecciones como el ZIKV generan un estado de autoinmunidad transitoria al parecer 
mediada por la hipófisis (121), sin embargo hay que seguir observando si se 
presentan algunos de estos síntomas de autoinmunidad o enfermedades 
metabólicas a medida que los niños con SCZ continúan su crecimiento y desarrollo. 
También  se enriquecieron vías relacionadas con problemas de neurotransmisores 
y la percepción sensorial, alteraciones que clínicamente estuvieron presentes en el 
grupo de niños evaluados y descritos en el Capítulo II, quienes presentaron 
alteraciones desencadenadas por hipersensibilidad facial y perioral, y en algunos 
casos perdida de la visión y audición; lo cual probablemente se puede relacionar 
con alteraciones en el desarrollo del Sistema Nervioso Periférico-SNP (122). 
 
 
Acercando la clínica de la infección congénita del Virus Zika con las ciencias 
básicas 
 
En un esfuerzo por generar hipótesis que contribuyan al conocimiento de la historia 
natural de la infección congénita por ZIKV, tratamos de reconciliar los hallazgos 
obtenidos de lo reportado a este respecto en la literatura científica, con los 
resultados de nuestro estudio clínico (Capítulo II), el desarrollo del modelo de 
infección de NT-2 (Capítulo III) y el perfil de expresión génica del transcriptoma del 
ZIKV en un modelo in vitro de células madre embrionarias pluripotenciales y de su 
progenie diferenciada a neuronas/linaje neural. En la Figura IV-13 se presentan los 
resultados innovadores de los transcritos genéticos reportados en este estudio, 
junto con la marca genética reportada anteriormente (algunos también en este 
estudio), todos asociados con los perfiles clínicos que se han descrito para el SCZ. 
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Hay algunos signos y síntomas reportados en la literatura como parte del SCZ, que 
ya tienen algunas asociaciones genéticas comprobadas con otros  estudios clínicos, 
tejidos infectados con ZIKV de humanos, modelos animales y modelos celulares de 
infección con ZIKV (en color azul), algunos también encontrados por nosotros (en 
color morado). Sin embargo, según la evidencia presentada en los Capítulos II, III 
y IV, la infección con ZIKV altera o induce la expresión de otros genes en el modelo 
celular, con los que también se han documentado en general relaciones patológicas 
en la base de  GeneCARDS y que hacen parte del SCZ (Figura IV-13).  Los nuevos 
genes aquí reportados pueden explicar signos importantes del SCZ como en la 
microcefalia, epilepsia y malformaciones oculares del cristalino y pigmentaciones de 
retina (2,109,116).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura IV-13. Asociación patológica del SCZ y perfil de expresión genética.  Se grafican los genes 
con mayor Log2Fold-Change en células NT-2 en los dos estadios, pluripotencial y neural,  infectadas 
con ZIKV en su relación con los hallazgos clínicos mas frecuentes del SCZ. Azul= Genes 
previamente reportados a cada signo clínico, Morado= Genes encontrados con expresión diferencial 
en nuestro estudio y previamente (123) y Verde= Los genes propuestos por este estudio integrando 
los resultados de los Capítulos II-III-IV.  

 

Por otra parte estamos  reportando nuevas características clínicas del SCZ 
consecuencia de la afectación del desarrollo cráneo-facial,  que se identificaron con 
alta frecuencia en la caracterización clínica del grupo de niños evaluados en el 
Capítulo II  y se pueden relacionar con los genes que presentaron mayor magnitud 
de cambio de expresión en el modelo  in vitro de infección ZIKV en las células 
humanas (pluripotenciales y neuronas/línea neural), como son la dislexia y el 
prognatismo maxilar (107,111,112,124). Estos últimos resultados también son 
novedosos y podrían ser el resultado de cambios genéticos generados por ZIKV, en 
células progenitoras mesenquimales de CCN o su progenie en el viscerocráneo, 
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que de acuerdo a nuestro modelo in vitro (Tabla III-2)  también son afectadas por 
ZIKV;  por ejemplo la sobreexpresión de YAP (como marcador mesenquimal) en NZ 
y FGF1 (como marcador de factor de crecimiento de fibroblastos) en NRAZ; que 
nos sugiere algún tipo de afección explicada por la infección en estas células que 
juegan un papel importante en la diferenciación de las CCN y en la formación de la 
cara (18,125). 

 

 

5.4. Conclusiones 
 
La infección congénita por ZIKV afecta más a las células del linaje neural por su 
mayor susceptibilidad a la infección, lo que confirma las aberrantes consecuencias 
clínicas que observamos en la formación del SNC y SNP en los niños afectados 
durante el periodo de epidemia en Colombia. Sin embargo, otras afecciones clínicas 
craneofaciales, no precisamente derivadas de alteraciones neurodegenerativas por 
la infección con ZIKV, y que pueden explicarse por efectos directos o indirectos del 
virus en células precursoras mesenquimales que, según los resultados de nuestro 
estudio, son secuelas clínicas de la infección, pero de menor gravedad. A pesar de 
ser menores y diversas las secuelas anatómicas y funcionales sobre el desarrollo 
craneofacial tras la infección congénita por ZIKV, estas demandarán servicios de 
atención en Salud, para los que los profesionales de Salud y los sistemas que deben 
estar capacitados y estructurados para dar respuesta oportuna y eficiente. 
 
A menos de que se genere un nuevo brote en los humanos, los modelos animales 
y celulares, seguirán siendo los escenarios que permitirán continuar construyendo 
la historia natural de esta enfermedad. 
 
El modelo de infección celular permitió generar nuevo conocimiento del SCZ y entre 
ellos, genes asociados con la diabetes juvenil; y otros genes que explican la dislexia 
y el prognatismo maxilar.  
 
 
5.5 Limitaciones y Recomendaciones 
 
Se recomienda continuar con el seguimiento de los niños clínicamente desde la 
odontología y otras disciplinas para  intervenir las secuelas de la infección congénita 
por ZIKV en el Valle del Cauca. 
 
El desarrollo del modelo celular de NT-2 debe ser mejor caracterizado en estadio 
de diferenciación (con marcadores específicos de neurona inmadura y 
mesenquimales), ya que se visualizan diversos tipos celulares a partir de la 
estimulación con AR, y se sugiere que son células de naturaleza ectomesenquimal; 
y así con una mejor caracterización de los tipo celulares se pueden usar con otros 
patógenos neurotrópicos identificados o emergentes. 
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Se sugiere enriquecer el conocimiento (adicional de la perspectiva clínico-básica) 
del efecto de esta infección congénita y el impacto en sus familias y cuidadores; 
pues el amplio espectro clínico de la discapacidad y la limitada posibilidad de una 
rehabilitación genera altos costos económicos y sociales, poco identificados en 
nuestro país. 
 
Finalmente es necesario difundir la información científica de esta patología a los 
profesionales de salud, comunidad científica y población en general. 
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6.3 Artículo publicado el 10 de febrero de 2021 en el American Cleft Palate-
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Segundo artículo sometido: Revista Clinical Oral Investigations 
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7. Material suplementario 

 

Registro fotográfico. Imágenes: Fotografías y radiografías (de algunos casos) evaluados de niños 
con y sin SCZ. 
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Figura Suplementaria 1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura Suplementaria 1. Vías de enriquecimiento (FDR>2 y p<0,05) de GOprocess en células 
NT2 diferenciadas a linaje neural versus células NT-2 embrionarias pluripotenciales (NRA-N).  
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Figura Suplementaria 2. 
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Figura Suplementaria 1. A: Curvas RIN del experimento piloto con muestras N-NZ-NRA-NRAZ. 
B: Curvas RIN del experimento con tras replicas biológicas de cada tipo de cultivo 
(Indiferenciadas= N Rep 1,2,3. Indiferenciadas infectadas= NZ Rep 1,2,3. Diferenciadas con 
AR= NRA Rep 1,2,3. Diferenciadas con AR infectadas= NRAZ Rep1,2,3. 
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PC1:83%Variance 

Figura Suplementaria 3. Análisis de PCA, tres réplicas de cada experimento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


