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TiITULO

“Infeccidn congénita por virus del Zika perspectiva basica y clinica: efectos en el
desarrollo craneofacial y dental de algunos nifios en el Valle del Cauca 2019-2021”

1. RESUMEN:

Introduccion: El virus del Zika (ZIKV) fue declarado pandemia publica por la OMS
en febrero de 2016, luego de demostrar su neurotoxicidad. Durante los brotes de
infeccion 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 sindrome congénito del zika (SCZ) en los nifios y el sindrome 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 infeccion
congénita por el ZIKV.

Se han identificado como signos y sintomas asociados al SCZ: bajo peso al nacer,
neurodesarrollo deficiente que afecta la locomocion e independencia de los nifios,
alteraciones oculares, alteraciones en el lenguaje, retardo en el aprendizaje,
disminucién de la audicion, 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
infeccion por ZIKV, se presume que los componentes del sistema estomatognético
también estan afectados. Sin embargo, se ha documentado mucho mejor el impacto
en los tejidos derivados del Sistema Nervioso Central (SNC), y es muy escasa la
informacion sobre los efectos del ZIKV en tejidos los derivados del ecto-
mesénquima, asi 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 oclusién y denticion., tales como
el retraso en la erupcién del primer diente temporal, hipoplasia del esmalte,
anquiloglosia, diferencias en la anatomia del paladar, anomalias dentales de forma,
namero y cronologia de la erupcion. La presencia de mayor tasa de salivacion,
irritabilidad y mayores diastemas, también han sido descritos en nifios con el SCZ.
Por lo tanto, es crucial continuar expandiendo el conocimiento en el area para
describir completamente, y asi poder prevenir, las consecuencias deletéreas en el
desarrollo craneofacial del SCZ.

Nos planteamos la siguiente pregunta de investigacion: ¢ cuales son los efectos en
el desarrollo craneofacial y dental en nifios que fueron expuestos neonatalmente a
ZIKV en el Valle del Cauca y podria el perfil de la transcriptomica de la infeccion
ZIKV en un modelo in vitro de células embrionarias pluripotenciales dar nuevos
indicios de los genes y vias moleculares implicados en los defectos craneofaciales
del SCz?



Objetivo: Determinar los efectos de la infeccidbn congénita por el ZIKV sobre el
desarrollo dental y craneofacial, desde una perspectiva basica y clinica.

Materiales y métodos: Para cumplir el objetivo se desarrollaron cuatro fases de
estudio, desde la revision de literatura (Capitulo I), un andlisis exploratorio de casos
con SCZ y un grupo de controles sanos, apareados por edad (Capitulo 1), un
modelo in vitro de infeccibn con ZKV en células carcinoembrionarias
pluripotenciales (Capitulo Ill) y finalmente un analisis comprensivo de genes y vias
moleculares afectados en las células pluripotenciales embrionarias y las
diferenciadas a linaje neural del modelo in vitro y su relacion con fenotipos
craneofaciales del SCZ (Capitulo 1V)

En el estudio clinico odontolégico se evaluaron 14 nifios con infeccion congénita por
ZIKV, expuestos durante la epidemia en Colombia (septiembre de 2015-Julio 2016)
comparandolos con el desarrollo craneofacial en un grupo de 12 nifios sanos con
edad similar sin evidencia clinica y/o seroldgica de exposicién al ZIKV durante su
gestacion. Se realizé una evaluacion del desarrollo craneofacial con parametros y
medidas antropométricas extraorales, examen intraoral de tejidos duros y blandos.
Ademas de los datos clinicos, se utilizaron como apoyo diagndstico modelos
dentales y fotografias estandarizadas. Todas las medidas se tomaron en los dos
grupos para comparar las variables de estudio con las de los nifios de la misma
edad y procedencia. La informacion se consolidd en una base de datos de Excel y
se realiz6 un andlisis uni y bivariado con tablas de frecuencia y medidas estadisticas
de acuerdo a la normalidad de los datos, con el software STATA 15®. Se desarrollé
un modelo in vitro de infeccibn 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 via del &cido retinoico (AR)
a perfiles neural/mesenquimal y neuronas maduras. La infeccién se evalud por el
patrén de positividad viral en células neuronales y no neuronales, mediante tincién
de inmunofluorescencia con anticuerpos especificos al ZIKV (anti-NS2B y E) y para
un marcador especifico de neuronas (Tubulin beta3 clase Ill). Posteriormente se
realiz6 un andlisis de RNAseq, de las infecciones que consistio primero en la
optimizacién de un protocolo de purificacién del RNA con los mejores estandares
de calidad para estudios de transcriptomica. La secuenciacion se contratd por
encargo comercial (NOVOGEN®, USA) y el plan de analisis bioinformatico fue
desarrollado y ejecutado por la autora y el equipo asesor experto. Se estimé el
cambio en la expresion 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 analisis del transcriptoma
incluyo tres replicas por condicion de cultivo. Se evaluaron y reportan los genes de
mayor cambio en su expresion y los relacionados con alteraciones craneofaciales.

Resultados: En el grupo de los pacientes con SCZ se encontrd perimetro cefélico
disminuido 43.5 cm compatible con microcefalia versus 49.5 cm en los controles p<
0.05, tercio facial superior disminuido, una relacion molar temporal tipo escalon
distal que predispone a una Clase Il de Angle, mientras que los nifios controles no
tenian dicho escalon, la distancia Zg-Zg estaba incrementada en SCZ y la distancia
glabela (Gla)- opistium (Op) disminuida, y presentaban perfil facial convexo, linea



pupilar asimétrica, musculos masticatorios hipertonicos, disfagia, dislalia, bruxismo,
incompetencia labial, interposicion lingual e hipersalivacion, maxilar protruido y
mandibula retraida, paralisis cerebral, epilepsia, limitacion de la alimentacion y para
caminar. La formula dental estuvo completa y con morfologia dental normal, sin
embargo, el patrén de erupcion dental en algunos pacientes fue prematuro o tardio,
y algunos presentaron caries dental y maloclusion en comparacion con los nifios
sanos.

Los experimentos de infeccidn 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 infeccidbn de precursores
mesenquimales, mientras que las células madre embrionarias pluripotenciales NT-
2 parecen ser mas resistentes a la infeccion con ZIKV. El andlisis funcional de los
cambios de expresidn génica se relacionan con el enriquecimiento de vias
relacionadas con alteraciones de la conduccidon 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 expresion se relacionaron con
procesos patolégicos frecuentemente identificados y reportados en el SCZ como la
microcefalia (ARL14EP, XRCC, NIPBL, GRIN2C, PTEN, CYP26A1 y CEP170),
artrogriposis (SMIM43), espasticidad(TMEM63C y DDHD?2), dislexia (ZNF385D),
epilepsia (KCJINJ13, GLIS1, ARV1, NTRK2) y alteraciones oculares (GRIN2C,
C1l2o0rf42, HKDC1, DRAM2, CRB1, ADAR, SLC6A6, SHPRH, CRYBA4, KLHL20.).

Conclusion: No hay cambios en la formula y morfologia de los dientes deciduos en
ZIKV congénito, sin embargo, los principales problemas médicos fueron paralisis
cerebral, limitacion de la locomocién, hiperreflexia y disfagia y en las bucales;
dificultades para masticar y hablar, bruxismo, sin cierre labial y protrusién lingual y
mordida abierta anterior. Las células del linaje neural NT-2 se infectan mas por zika,
esto explica la afeccion 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 infeccion
congénita del ZIKV deben seguir siendo entendidas y comunicadas a la comunidad
cientifica y los profesionales de la salud, porque demanda servicios y oportunidad
de respuesta.

Palabras claves: Infeccidn congénita por el virus del Zika, Sindrome congénito por
ZIKV (SC2), Desarrollo craneofacial, NTERA2/NT-2, Células progenitoras neurales,
Zika virus, Transcriptoma/RNAseq.



2. CAPITULO I: Introduccién

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. Expansién del ZIKV segun los diferentes linajes en las diferentes regiones del
mundo (3,4).
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Filogenéticamente se ha identificado dos linajes del ZIKV asiatico y africano, sin
embargo, se ha demostrado que las dos emergen del este de Africa a fines del siglo
XIX y al final del siglo XX (Figura I-1) (3-5). El linaje asiatico se originé durante la
migracion del virus de Africa al sudeste de Asia, y se detectd por primera vez en
Malasia, en humanos (5). A partir de ahi, el virus del Zika se propago a las islas del
Pacifico, siendo en el 2007 cuando se informé sobre el primer brote documentado
de enfermedad por el ZIKV en Yap - Estados Federados de Micronesia (MR766).
Se produjeron brotes subsecuentes en el sudeste asiatico y el Pacifico occidental,
como la Polinesia Francesa en el 2013 (H|PF|2013) (6); en mayo de 2015 la
Organizacion Mundial de la Salud informo la primera transmision local de ZIKV en
la Regién de las Américas, con casos autoctonos 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 multiples copias de la proteina de la
capside, la cual esta rodeada por una envoltura o cubierta seudo- icosaédrica que
consiste en 180 copias tanto de la glicoproteina de la envoltura (E) (~ 500
aminoéacidos) como de la membrana (M) proteina (~75 aminoacidos) en el virus



maduro o la proteina de la membrana precursora (prM) (~165 aminoéacidos) anclada
en una membrana lipidica en la particula intracelular inmadura (8,9). La traduccién
del genoma viral resulta en una poliproteina compuesta por tres proteinas
estructurales y siete proteinas no estructurales (NS): NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a,
NS4b y NS5. El ZIKV inicialmente se ensambla en el reticulo endoplasmatico como
una particula inmadura no infecciosa que consiste en 60 espiculas de heterodimero
E: prM triméricas (4,9-11). La particula viral madura es infecciosa y consiste en 90
heterodimeros 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 glicoproteinas de
superficie (13), y el subsecuente uso de las vias 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
ademas de la mas comunmente conocida especie aegypti, dependiendo de su
distribucion geogréfica y condiciones climaticas (1). Se han documentado otras vias
de transmision, que incluyen transfusiones de sangre, contacto sexual y transmisién
vertical, de madre a hijo durante el embarazo (1,3,14,15).

El ZIKV no tiene un método de diagndstico Unico, pues es necesario relacionar los
signos y sintomas clinicos con las pruebas de laboratorio (1,16). El diagnéstico
depende tanto de los resultados de los marcadores moleculares de infeccién por
ZIKV, y se considera como la prueba oro, la identificacion del virus a traves de la
reaccion cuantitativa en cadena de la polimerasa de transcripcion inversa (RT-PCR)
en un paciente sintomatico (17). También se puede confirmar la infeccion por ZIKV
por el analisis del perfil inmunolégico en sangre (IgM, anticuerpos IgG
neutralizantes), complementado por la caracterizaciéon y el seguimiento clinico
(16,18,19). Existen otras pruebas contemporaneas de deteccibn como la
amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP), como una alternativa al RT-
gPCR para ZIKV y otros arbovirus; ya que este método resulta mas eficiente para
la deteccion temprana de nuevos brotes en paises en desarrollo (17).

El periodo de incubacion del virus ocurre entre 3 y 12 dias en humanos, y
aparentemente es asintomatica en 80% de los casos (18,19). Las manifestaciones
clinicas de ZIKV son comunes con otros arbovirus, son erupcién cutanea, inyeccién
conjuntival, mialgia, artralgia y la fiebre, una imagen comun 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
asocio con aumento en la incidencia de complicaciones neurolégicas como el
sindrome de Guillan - Barré en adultos y microcefalia o el denominado sindrome
congénito asociado a ZIKV (19-21). Siendo hasta hoy, el Unico virus transmitido por
mosquito, cuya infecciébn desencadena problemas al nacer con consecuencias
aberrantes.

Durante el estudio del tropismo de este virus, se han identificado diferentes genes
gue codifican para proteinas que permiten la entrada del ZIKV en las células en las
que se replica (22,23). El receptor actualmente identificado como uno de los



principales mediadores de la entrada del ZIKV a la célula es el AXL (receptor de la
familia Tirosin-kinasa) (24). Las principales proteinas que interaccionan con este
receptor TAM son las proteinas Gas6 y Proteina S, que pertenecen a la familia de
proteinas de la fosfatidil-serina (25). Recientes investigaciones han confirmado el
papel de ligando que cumplen las proteinas Gas6 y PS para mediar la entrada del
ZIKV, y a su vez, activando sefiales de los dominios TIM del receptor para la
inhibicion de la expresion 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, ademas
de permitir que la infeccidn 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 glicoproteina TIM1, expresadas en la envoltura viral
(26). Las proteinas 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 interaccién de ZIKV con las células huésped.
Proteina Proteina del

. Funcion
ZIKV huésped
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 sindptica y las funciones cognitivas; facilita la unién vy la
entrada de ZIKV en las células huésped.

Integrina avp5

Actor de internalizacidn para ZIKV en células madre neurales humanas
(hNSC) y células madre de glioblastoma (GSC).

GRP78 Proteina chaperona GRP78 del reticulo endopldsmico (ER); facilita el
plegamiento adecuado de las proteinas nacientes; involucrado en el
estrés del RE al mediar la via de respuesta de proteina desplegada
(UPR); media la entrada de ZIKV en las células huésped.

Capside Hsp70 Desempefia un papel esencial en la traduccién, plegamiento, trafico

intracelular y degradacidn de proteinas; involucrado en la transduccién
de sefiales, apoptosis, regulaciéon del ciclo celular e inmunidad innata;
implicado en la replicacion de varios virus; facilita la unién y la entrada
del ZIKV en las células de los mamiferos, asi como los procesos
posteriores a la entrada, incluida la replicacién y la salida

Desconocido a2,3-union
acido salico

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

*Traducida de Komarasamy et al., 2022.



Los efectos virales del ZIKV, como las malformaciones cerebrales congénitas, la
disfuncion 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 acompafia
de una disfuncién neurolégica, que incluye hipertonia y hemiparesia, disquinesia /
distonia, 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 succion durante la lactancia(32). Ademas, algunas gestantes con sospecha
de infeccién por ZIKV durante la gestacion han tenido complicaciones en la
formacion 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 clinicos a
través de modelos animales e in vitro. Las observaciones de los modelos de
infecciébn congénita, con inoculacion intracraneal directa de ZIKV en el periodo
posnatal de ratones silvestres, generaron el agotamiento de las células madre
pluripotenciales en el compartimiento la zona ventricular, asi como alteracion de las
neuronas piramidales corticoespinales (34-36). La infeccion del ZIKV se ha
comprobado en experimentos tanto en ratones, humanos y en primates (37); y se
ha reconocido que la infeccion productiva a nivel de trofoblastos placentarios,
posibilitan la trasmision vertical del virus (36). Adicionalmente, hay estudios con
cultivos de neurosferas u organoides humanos in vitro infectados con ZIKV, en
donde se reduce el numero de neuronas por mecanismos de autofagia inducida por
el virus (37,38). Por otro lado, la infeccion de las CCN puede dar como resultado la
produccion de citoquinas inflamatorias que promueven procesos apoptoticos
(39,40). En estudios con tejidos humanos, se ha detectado RNA de ZIKV tanto en
tejidos maternos y fetales, incluida la sangre del cordén umbilical, varios tipos de
células placentarias, liquido amniético y el cerebro humano neonatal; como en el
cerebro y la placenta de fetos humanos espontaneamente abortados en el primer y
segundo trimestre (41).

Los nifios con microcefalia asociada a ZIKV presentan varias caracteristicas
maxilofaciales, dentales y oclusales como, caras anchas y cortas, distancia
intercantal disminuida, longitud nasal posterior corta, raiz nasal prominente, orejas
largas y de implantacion alta, tercio facial superior disminuido, forma del paladar
estrecho, proyeccion anterior de la lengua, frenillos sobreinsertados, erupcion tardia
del primer diente, cronologia de erupcion dental alterada, alteraciones en la
formacion dental como agenesia (51,52,13,12). Otros reportes mas actuales,
evidencian hallazgos complementarios al perfil clinico de nifios con SCZ como
aumento de la salivacién, incompetencia labial, posicion lingual alterada en reposo,
posicion mandibular alterada, paladar ojival y bruxismo (43).



Epidemiologia del virus del Zika (ZIKV) en el mundo y Colombia:

En 1947, se realiza el primer aislamiento del virus en Uganda (Africa) a partir de un
mono, Yy solo hasta el 2007 se registra un brote espontaneo en la isla de Yap; en el
2013 se presenta un brote similar en la Polinesia Francesa asociado con el
sindrome de Guillain Barre. A finales de 2013 e inicios de 2014 se registra la llegada
del ZIKV a Brasil y en mayo del siguiente afio se confirma la diseminacion del virus
en todo ese pais y un aumento en los casos de microcefalia. En julio de 2015 hubo
un aumento en la deteccion de los desérdenes neuroldgicos y tres meses despues,
se observaron dos aspectos importantes: la propagacion del virus a otros paises,
como Colombia; y un aumento inusual de los casos de microcefalia. En enero del
2016, se detecta ZIKV en tejido nervioso de nifios recién nacidos. Finalmente, se
registra que en el 2017 ya se habia diseminado en 47 paises 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 areas de mayor pobreza (14,44). De acuerdo con lo
anterior, se sabe que el vector del ZIKV tiene la caracteristica de reproducirse en
areas 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 publica (45).

Figura I-2. Esquema espaciotemporal de identificacion de brotes en las diferentes regiones
del mundo, ZIKV (3).
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Figura I-3. Morbilidad mundial del ZIKV durante periodos epidémicos (46)
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En la regién del sureste asiatico entre los afios 2015 y 2016 se reportd con mayor
frecuencia en paises no insulares como Tailandia, Laos, Myanmar, Vietnam,
Malasia y Camboya, comparado con paises insulares como Indonesia, Singapur,
Brunei, Timor Oriental y Filipinas. La situacion en las regiones adyacentes al
sudeste asiatico como la region meridional de China y la parte méas oriental de la
India era diferente, pues hasta el afio 2016 aun no se ha informado que el virus del
Zika estuviera presente en esas areas, pero siempre se consider6 como un
importante problema de salud publica (Figura 1-3) (47). En menos de un afio, 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 paises
de América del Norte, provenientes de las areas 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
habia desarrollado en Brasil (1).

Para el afio 2016, de los casi 100 mil casos sospechosos de infeccion con ZIKV,
solamente 9.799 casos se confirmaron por laboratorio en Colombia durante la fase
epidémica y endémica. Segun 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 pais, 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 mayoria mujeres y en
edad fértil (48-50).
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Figura I-4. Distribucién de casos de Zika segln ciudad de procedencia. Colombia, INS 2017.
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Segun el dltimo informe del INS (Marzo de 2019) en Colombia se confirmé que para
abril del 2017 se habian notificado 1239 casos de infeccion congénita en SIVIGILA,
de los cuales 858 se confirmaron como posible infeccion por Zika y 356 de estos,
desencadenaron eventos como microcefalia o sindrome congénito asociado a Zika
en los bebés, la mayoria 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 nifios con microcefalia de los 350, reportados para todo el pais durante
el periodo epidémico (51).

Figura I-5. Distribucién de casos de Zika. Colombia, semanas epidemiolégicas 01-52, 2017(52).
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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 pais que dificultan la
identificacion de las secuelas de la infeccién congénita y en otros grupos de edad
(Figura I-5).

Embriogénesis y desarrollo craneofacial:

Las estructuras del desarrollo en gestacion inician cuando el cigoto se implanta
convirtiéndose en el blastocisto y termina diferenciandose como disco bilaminar al
final de la segunda semana después de la fecundacion. Desde ese momento se
inician eventos importantes del desarrollo del embridn claves para la neurogénesis
y la diferenciacién celular (53). Las células de la cresta neural (CCN) se forman en
la union de la placa neural y el ectodermo epidérmico durante la neurulacion. La
formacién de la Cresta Neural (CN) requiere mdultiples vias de sefalizacion vy
factores de transcripcién que establecen un conjunto de células de la CN (CCN)
premigratorias en las regiones dorsales de los pliegues neurales (54). La
diferenciacion de la CN a partir de la formacion del tubo neural esta mediada por
genes especificos (p ej. FoxD3, Pax3/7, otros) (Tabla I-2) que resultan dando origen
a la diferenciacién de la lamina del ectodermo y da lugar a las células en etapa
migratoria. Ademas, 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 FUNCION LOCI INTERACCION REF.
WNT Regulacion de diferenciacion celular WNT1: Positiva: Msx1, NCBI
SNC. Cromosoma 1y 3 | Gbx2, DIx5/6 (55,56)
WNT5A: Negativa:
Cromosoma 3 Otx2
BMP Regulacion de morfogénesis Osea, BMP2: Positiva: Msx1, NCBI
diferenciacion de células precursoras Cromosoma 2 Gata2/3, DIx5/6 (55,57)
(condroblastos y osteoblastos) BMP4: Negativa: Otx2
Cromosoma 10
BMPR1B: Crom. 4
PAX3/6/7 | Desarrollo fetal, adhesion celular para | PAX3: Positiva: NCBI
diferenciacion. Cromosoma 2 Msx1, Gata2/3, (55,58,59)
PAX7: DIx5/6
Cromosoma 4 Negativa:
Otx2
DLX5/6 | Factor de transcripcion que codifica para | DLX5/6: Positiva: NCBI
la diferenciacion vy cicatrizacion del |Cromosoma 7 Six1, Ella 1/2. (54,55)
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hueso (DLX5); y la formacion del cerebro
anterior y desarrollo craneofacial

(DLX6).

MSX1 Represor  transcripcional durante. | Cromosoma 4 Positiva: NCBI
También tiene roles en la formacion de Six1, Ella 1/2. (55)
extremidades, desarrollo craneofacial
(ontogénesis) e inhibicién del
crecimiento tumoral.

FOXD3 Involucrado en la produccién de|Cromosoma 1 Positiva: NCBI
Cadherina 7, para la diferenciacion Cad7, ItgB1 (54,55,58)

celular, también se relaciona con
reacciones autoinmunes.

SOX9/10 |Diferenciaciéon de los condrocitos y, con | SOX9: Positiva: NCBI

factor  esteroidogénico 1, regula|cromosoma 17 SOX9: Snaill/2, Zic1.
transcripcion de la hormona anti- | SOX10: SOX10: Cad?7
Muelleriana (AMH)-SOX9. Involucrados | cromosoma 22
en la regulacion del desarrollo
embrionario y determinacion  del
destino celular. Proteina lanzadera
nucleo citopldsmica y es importante
para la cresta neural y el desarrollo del
sistema nervioso periférico-SOX10.

RUNX2 Factor de transcripcién mediada por|Cromosoma 6 Positiva: NCBI
BMP2 para la osteogénesis. BMP2 (4)
SMAD 1/5/9

Segun algunos andlisis in vitro, la elevacion simulada de la sefalizacion de WNT
bloqued la diferenciacion neuronal de las CCN, sugiriendo que la sefializacion
elevada de WNT dirige a las CCN hacia un destino mesodérmico. Se ha informado
que la induccion neural del ectodermo requiere la inhibiciéon de la sefalizacion de
WNT y que WNT3a regula la induccién del mesodermo paraxial, a expensas de los
destinos neurectodérmicos (59).

Inicialmente, en la tercera semana inicia el periodo de gastrulacién donde el disco
bilaminar se convierte en trilaminar. El ectodermo (precursor de la formacién del
epitelio mucoso oral, esmalte, glandulas salivares y epidermis) se diferencia del
mesodermo (precursor de formacion del esqueleto facial, dermis facial, complejo
dentinopulpar, periodonto, craneo, tejido conectivo de la cabeza y musculos) y del
endodermo (precursor de glandulas mayores submaxilar y sublingual, y la base de
la lengua), dando como resultado de la maduracion la membrana bucofaringea, el
nddulo primitivo y la membrana cloacal; que al final de la tercera semana dan origen
a la linea 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 lamina del estomodeo (que daran origen a las tonsilas) (53,60). También
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se originan los arcos faringeos 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 DESCRIPCION

Primero Originan mandibula, musculos, 2/3 anteriores de la lengua (a partir

(protuberancia del cartilago de Meckel), huesos yunque y martillo.

maxilar) Nervio trigémino (V par craneal).

Segundo (hioideo) Parte del hueso hioides, hueso estribo, base de la lengua, musculos
estilohioideos y vientre posterior del digdstrico, musculos de la
mimica.

Nervio facial (VII par craneal).

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

Cuarto Cartilagos laringeos, musculos cricotiroideos, musculo constrictor
de la faringe.
Nervio Vago (Rama laringea superior-X par craneal)
Quinto Es rudimentario, se fusiona con el cuarto y el sexto arco faringeo.
Sexto Cartilagos laringeos, musculos laringeos intrinsecos,

Nervio Vago (Rama laringea recurrente — X par craneal).

Durante su maduracién pos-migratoria temprana, posterior a la transicion
ectomesenquimal de las CCN (55,62), las células de la cresta neural en los arcos
branquiales y los ganglios craneales muestran diferencias en la expresion génica, y
la informacion de sus funciones e interacciones aun es limitada (54,63); sin embargo
se conocen algunas interacciones genéticas como la sobreexpresion del gen
SOX10 en la cresta neural migratoria y su misma regulacién a la baja en zona de
primer arco branquial; por el contrario el gen DLX2 activa su expresién al disminuir
la de SOX10. También se conoce que la baja expresion del gen DLX2 se asocia con
dismorfologia craneofacial (63).

De la sexta a la octava semana de gestacion se inicia la diferenciacion de lamina
dental y la lengua consolida su formacion. Se forman los primordios nasales, los
segmentos premaxilares, crece la mandibula y labio inferior, aparecen las acciones
como la deglucion. Aparecen las 20 yemas de la denticion decidua (de naturaleza
ectodérmica) (60,64), lo que da inicio a la morfogénesis dental. La primera
manifestacion consiste en la diferenciacion de la lamina dental a partir del
ectodermo; que tapiza la cavidad bucal primitiva o estomodeo. El epitelio
ectodérmico bucal en este momento esta 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 seran los maxilares, dando lugar a la lamina vestibular y la
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lamina dentaria. La lamina 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 gestacion la lamina 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
lamina, también se da origen los 32 gérmenes permanentes maso menos al quinto
mes de gestacion. 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 afios de edad (66).

Los gérmenes dentarios surgen en su evolucion una serie de etapas que, de
acuerdo con su morfologia, se denominan: Estadio de brote macizo (0 yema)
aparecen diez yemas o brotes en cada maxilar. Son engrosamientos de aspecto
redondeado que surgen como resultado de la division mitética de algunas células
de la capa basal del epitelio. Estos seran los futuros érganos del esmalte que daran
lugar al unico tejido que deriva del ectodermo, el esmalte (64—66).

Durante la semana 9 de gestacion se da el estadio de casquete, la proliferacion
desigual del brote a expensas de sus caras laterales determina una concavidad en
su cara profunda. Su concavidad central encapsula una pequefia porcion del
ectomensenquima que lo rodea; es la que posteriormente se llamara papila dentaria,
que dard 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 formacion del esmalte. Las células del epitelio
interno (se diferencian en ameloblastos jovenes), los ameloblastos jovenes ejercen
su influencia inductora sobre la papila dentaria. Las células superficiales
ectomesenquimales indiferenciadas se diferencian en odontoblastos que
comenzaran luego a sintetizar dentina. Al final del estadio de campana, los
ameloblastos jévenes se han transformado en ameloblastos secretores o maduros.
En la papila dentaria se da la diferenciacion de los odontoblastos lo cual se realiza
a partir de las células ectomesenquimales de la papila que evolucionan
transformandose en pre-odontoblastos, luego en odontoblastos jovenes y para
finalizar, en odontoblastos maduros o secretores (66). En su extremo proximal o
libre (polo secretor) se diferencia una prolongacién citoplasmatica Unica o llamada
proceso odontoblastico. Los odontoblastos Sintetizan las fibrillas colagenas tipo |
(con pequefas cantidades de colageno tipo Ill) y los glicosaminoglicanos de la
matriz organica de la dentina. Cuando se forma dentina, la porcion central de la
papila se transforma en pulpa dentaria. La zona central de la papila, se caracteriza
ahora por presentar fibroblastos jovenes (64,65).

En la etapa de campana se manifiesta el foliculo dental que tiene dos capas de
células, en su parte interna (células y vasos sanguineos), y en su parte externa
(fibras colagenas). De la capa celular, se forma el ligamento periodontal, cemento y
hueso alveolar. En la formacion del patrén radicular, la vaina epitelial de Hertwig es
una estructura que se origina de la union del epitelio interno y externo del 6rgano
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del esmalte sin la presencia del reticulo estrellado, esta vaina epitelial desempefia
un papel fundamental como inductora y modeladora de la raiz del diente (65,66).

De la semana 9 al a 13 aparecen las partes 6seas. La porcion intramembranosa da
origen a huesos: frontal, occipital, nasales, maxilar superior, parietal, temporal,
huesos palatinos y cuerpo de la mandibula. La porcién endocondral da origen a los
huesos: etmoides, occipital, rama de la mandibula, 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 mineralizacioén activa por aposiciéon y plegamiento del tejido dental
interno. Remodelacién 6sea del arco cigomatico, hueso maxilar y otras zonas por
aposicion (53). Se empiezan a consolidar movimientos de succién a lo largo del
trimestre, y los ojos y las orejas van encontrando su posicion. Alrededor de la
semana 16 los masculos cervicales se encuentran erguidos y los masculos faciales
empiezan a ejercer su funcién de “expresion”. 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 deglucién y de succion y
los alveolos en los pulmones maduran en preparacion para una futura respiracion
del aire. En la semana 33, se desarrollan los sentidos del gusto, tacto y oido.
Durante la semana 36 el cerebro y la cabeza alcanzan su maximo tamafio y todos
los 6rganos 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 cartilago, los dientes, los nervios y el tejido
conectivo, entre otros (57). Un rol muy importante de la regulacion de la sefalizacién
génica necesaria para la maduracion y diferenciacién de la CN son las proteinas
WNT, las proteinas morfogénicas de hueso (BMP-por su sigla en inglés) y las
Cadherinas (moléculas de adhesién); pues tienen efectos modificadores de la
expresion génica cuando estan ausentes (55,57,67). Este linaje de células
multipotenciales una vez se da el selle del tubo neural, colonizan diferentes regiones
del embridn con el fin de generar tipos celulares distintos como: neuronas periféricas
y glia, neuronas hipotaldmicas, condrocitos y osteoblastos craneofaciales,
melanocitos, células de cromafines suprarrenal y también tipos de células del
corazén, ojo y oido interno que contribuye a todos los tejidos faciales, incluidos los
huesos, el cartilago, los dientes, los nervios y el tejido conectivo, entre otros (57,68).
El potencial de diferenciacién de las CCN esta guiado por su posiciéon original a lo
largo del eje neural anterior-posterior, generando 5 subpoblaciones: craneales,
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cardiacas, vagales, tronculares y sacras (68). La formacion del complejo
craneofacial es un evento complejo e intricado que ocurre en los humanos en las
primeras 10 semanas de gestacion (69). Los defectos en la orquestacion de dichos
procesos generan multiples 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 cirugia maxilofacial, también causan mdultiples problemas econdmicos,
psicoldgicos y sociales a quienes los padecen y significan un problema de salud
publica (71-73).

El buen patron de desarrollo 6seo va acompafiado los tejidos relacionados con la
formacién y funciéon del complejo craneofacial como son los vasos sanguineos,
masculos, y ligamentos, que a su vez necesitan de un correcto desarrollo del
sistema nervioso para la conduccién de estimulos de los que depende su funcién
(31); y se hace clave considerar que todo el complejo craneofacial esta involucrado
en funciones como la capacidad de succionar, deglutir, masticar, hablar, entre otras;
como también la relacion de dichas funciones con el aprendizaje, la respiracion,
fonacion, y relacionamiento social; pues la adquisicion del lenguaje y la
independencia al comer, estan relacionados con el desarrollo arménico de la boca,
la laringo-faringe, la nariz, y la lengua y de los nervios, vasos sanguineos, musculos
y tendones relacionados en la cabeza vy el cuello (57,61,74). De tal modo que el
diagnostico prenatal, la prevencién y la promocion son altamente deseables y los
aspectos genéticos y ambientales, que deben ser tenidos en cuenta en las politicas
de salud (75,76); sin embargo se desconoce mucho de la etiopatologia de los
desordenes craneofaciales hereditarios y menos de aquellos que son adquiridos
como es el caso de sindrome congénito del Zika (SCZ) (77,78).

Algunas publicaciones documentan una mayor afectacion 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, cartilago, hueso y dientes (31). Las proteinas 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 via del interferén (IFN) es la que mas se activa como respuesta a
la infeccién por Zika, lo que induce estimulos de sefializacion de diferentes vias
inductoras de apoptosis, que podrian explicar efectos patolégicos del desarrollo tras
la infeccion congénita (4,79). Muchas funciones del complejo craneofacial se ven
afectadas en los nifios con infeccion congénita por ZIKV (4,80).

Por lo anterior, los modelos in vitro se convierten en una estrategia util para el
desarrollo de experimentos que puedan aclarar hipotesis planteadas acerca de la
afectacion diferencial del ZIKV en el tejido del SNC respecto a derivados
mesenquimales, a pesar de su origen comun (36). Los modelos en células, y
principalmente las células embrionarias pluripotenciales, permiten recrear el
comportamiento embrionario (81) y generar evidencias mas cercanas a los efectos
patogénicos de la infeccion (36,48,82,83); razon 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 trépico como Colombia, Brasil u otras partes del
mundo. La continua investigacion respecto a la infeccién con ZIKV en biomodelos,
permite incrementar la evidencia de esta enfermedad y entender mejor sus
secuelas, los principios de diagndstico y manejo clinico; pues existe una necesidad
inminente de movilizar apoyo y mejorar la capacidad en los paises de bajos y
medianos ingresos para responder a las futuras epidemias de ZIKV y los proximos
patébgenos emergentes (3).

Por esto, se han planteado la siguiente pregunta de investigacion:

¢, Cuales son los efectos en el desarrollo craneofacial y dental en nifios que fueron
expuestos neonatalmente a ZIKV en el Valle del Cauca y podria el perfil de la
transcriptomica de la infeccidén ZIKV en un modelo in vitro de células embrionarias
pluripotenciales dar nuevos indicios de los genes y vias moleculares implicados en
los defectos craneofaciales del SCZ?

Hipotesis Nula:

No hay afectaciéon del desarrollo craneofacial, ni estomatognatico, en nifios
expuestos congénitamente a Zika en el Valle del Cauca, ni se identifican en un
modelo de infeccion in vitro cambios en la expresion de genes del desarrollo
craneofacial que puedan explicar el fenotipo clinico del SCZ.

Objetivo General

Determinar los efectos de la infeccion congénita por el ZIKV sobre el desarrollo
dental y craneofacial, desde una perspectiva basica y clinica.

Objetivo especifico #1

Describir caracteristicas clinicas y morfolégicas del desarrollo craneofacial en nifios
expuestos congénitamente al ZIKV.

Objetivo especifico #2

Establecer un modelo in vitro que recree la infeccién ZIKV en células embrionarias
pluripotenciales y del linaje neural, en términos de la infectividad/tropismo y/o
afectaciéon de la diferenciacion hacia el linaje neural (neuronas, astrocitos y
oligodendrocitos) y no neural.

Objetivo Especifico #3
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Identificar genes y vias moleculares en la infeccion ZIKV in vitro en estadio
embrionario, progenie neural y no neural; relacionados con los fenotipos
craneofaciales alterados en nifios expuestos congénitamente a la infeccion con
ZIKV.

Para dar respuesta a la pregunta de investigacion se desarrollaron los siguientes
capitulos de el presente estudio. El Capitulo 1l se enfoca en la evaluacion clinica de
nifios con infeccion congénita con ZIKV durante el periodo epidémico en Colombia
y comparar referentes de crecimiento y desarrollo craneofacial con nifios sanos
entre 3 y 5 afios de edad. En el Capitulo lll se desarroll6 un modelo in vitro de
infeccion con ZIKV de células embrionarias pluripotenciales (Ntera2), que se
diferenciaron a tejido neuronal y otros derivados tras el estimulo de las condiciones
de cultivo con Acido Retinoico (AR). Finalmente se realiz6 el analisis de la expresion
diferencial de genes de embriogénesis y desarrollo craneofacial, a través de un
ensayo de secuenciacion masiva RNA-seq de transcritos genéticos en el Capitulo
IV que intentd integrar el espectro clinico encontrado en la evaluacion de pacientes
del Capitulo Il, los hallazgos del desarrollo del modelo de infeccion celular con ZIKV
del Capitulo Ill, lo reportado en la literatura y cémo los cambios de expresion
genética explicados por la infeccion, pueden darnos mayor conocimiento sobre la
patogénesis congénita del ZIKV.

2.1 Bibliografia

1. Plourde AR, Bloch EM. A literature review of Zika virus. Emerg Infect Dis.
2016;22(7):1185.

2. Qian X, Nguyen HN, Jacob F, Song H, Ming G. Using brain organoids to understand
Zika virus-induced microcephaly. Development. 2017;144(6):952—-7.

3. Musso D, Ko Al, Baud D. Zika virus infection—after the pandemic. N Engl J Med.
2019;381(15):1444-57.

4, King EL, Irigoyen N. Zika Virus and Neuropathogenesis: The Unanswered Question
of Which Strain Is More Prone to Causing Microcephaly and Other Neurological
Defects. Front Cell Neurosci. 2021;371.

5. Kuno G, Chang G-J. Full-length sequencing and genomic characterization of
Bagaza, Kedougou, and Zika viruses. Arch Virol. 2007;152(4):687—96.

6. Musso D, Nilles EJ, Cao-Lormeau V. Rapid spread of emerging Z ika virus in the P
acific area. Clin Microbiol Infect. 2014;20(10):0595-6.

7. Zanluca C, Melo VCA de, Mosimann ALP, Santos GIV dos, Santos CND dos, Luz
K. First report of autochthonous transmission of Zika virus in Brazil. Mem Inst
Oswaldo Cruz. 2015;110(4):569-72.

8. Sirohi D, Chen Z, Sun L, Klose T, Pierson TC, Rossmann MG, et al. The 3.8 A
resolution cryo-EM structure of Zika virus. Science (80- ). 2016;352(6284):467—70.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.
23.

24.

25.

19

Herrada CA, Kabir M, Altamirano R, Asghar W. Advances in Diagnostic Methods for
Zika Virus Infection. J Med Device. 2018;12(4).

Saxena SK, Elahi A, Gadugu S, Prasad AK. Zika virus outbreak: an overview of the
experimental therapeutics and treatment. Virusdisease. 2016;27(2):111-5.

Zhang Y, Corver J, Chipman PR, Zhang W, Pletnev S V, Sedlak D, et al. Structures
of immature flavivirus particles. EMBO J. 2003;22(11):2604-13.

Kuhn RJ, Zhang W, Rossmann MG, Pletnev S V, Corver J, Lenches E, et al.
Structure of dengue virus: implications for flavivirus organization, maturation, and
fusion. Cell. 2002;108(5):717-25.

Yu I-M, Zhang W, Holdaway HA, Li L, Kostyuchenko VA, Chipman PR, et al.
Structure of the immature dengue virus at low pH primes proteolytic maturation.
Science (80- ). 2008;319(5871):1834—7.

Atif M, Azeem M, Sarwar MR, Bashir A. Zika virus disease: a current review of the
literature. Infection. 2016;44(6):695—705.

Hennessey M, Fischer M, Staples JE. Zika virus spreads to new areas—region of
the Americas, May 2015-January 2016. Am J Transplant. 2016;16(3):1031—-4.

Tahotna A, Brucknerova J, Brucknerova I. Zika virus infection from a newborn point
of view. TORCH or TORZICH? Interdiscip Toxicol. 2018;11(4):241.

Silva SJR da, Pardee K, Pena L. Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP)
for the Diagnosis of Zika Virus: A Review. Viruses. 2020;12(1):19.

Parra B, Lizarazo J, Jiménez-Arango JA, Zea-Vera AF, Gonzalez-Manrique G,
Vargas J, et al. Guillain—Barré syndrome associated with Zika virus infection in
Colombia. N Engl J Med. 2016;375(16):1513-23.

loos S, Mallet H-P, Goffart IL, Gauthier V, Cardoso T, Herida M. Current Zika virus
epidemiology and recent epidemics. Med Mal Infect. 2014;44(7):302-7.

Oduyebo T, Igbinosa |, Petersen EE, Polen KND, Pillai SK, Ailes EC, et al. Update:
interim guidance for health care providers caring for pregnant women with possible
Zika virus exposure—United States, July 2016. Morb Mortal Wkly Rep.
2016;65(29):739-44.

Lr Pe. Jamieson DJ, Powers AM, Honein MA. Zika virus. N Engl J Med.
2016;374(16):1552-63.

Amara A, Mercer J. Viral apoptotic mimicry. Nat Rev Microbiol. 2015;13(8):461-9.

Gratton R, Agrelli A, Tricarico PM, Brand&o L, Crovella S. Autophagy in Zika virus
infection: a possible therapeutic target to counteract viral replication. Int J Mol Sci.
2019;20(5):1048.

Meertens L, Labeau A, Dejarnac O, Cipriani S, Sinigaglia L, Bonnet-Madin L, et al.
Axl mediates ZIKA virus entry in human glial cells and modulates innate immune
responses. Cell Rep. 2017;18(2):324-33.

Bhattacharyya S, Zagoérska A, Lew ED, Shrestha B, Rothlin C V, Naughton J, et al.
Enveloped viruses disable innate immune responses in dendritic cells by direct
activation of TAM receptors. Cell Host Microbe. 2013;14(2):136-47.



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

20

Tabata T, Petitt M, Puerta-Guardo H, Michimayr D, Wang C, Fang-Hoover J, et al.
Zika virus targets different primary human placental cells, suggesting two routes for
vertical transmission. Cell Host Microbe. 2016;20(2):155—66.

Komarasamy TV, Adnan NAA, James W, Balasubramaniam VRMT. Zika Virus
Neuropathogenesis: The Different Brain Cells, Host Factors and Mechanisms
Involved. Front Immunol. 2022;13:773191.

Muniz BC, Gasparetto EL, Marchiori E. Congenital involvement of the central
nervous system by the Zika virus in a child without microcephaly-spectrum of
congenital syndrome by the Zika virus. J Neuroradiol. 2018;45(2):152-3.

Schuler-Faccini L, Roehe P, Zimmer ER, Quincozes-Santos A, de Assis AM, Lima
EOC, et al. ZIKA virus and neuroscience: the need for a translational collaboration.
Mol Neurobiol. 2018;55(2):1551-5.

Besnard M, Eyrolle-Guignot D, Guillemette-Artur P, Lastére S, Bost-Bezeaud F,
Marcelis L, et al. Congenital cerebral malformations and dysfunction in fetuses and
newborns following the 2013 to 2014 Zika virus epidemic in French Polynesia.
Eurosurveillance. 2016;21(13):30181.

Leal MC, van der Linden V, Bezerra TP, de Valois L, Borges ACG, Antunes MMC,
et al. Characteristics of dysphagia in infants with microcephaly caused by congenital
Zika virus infection, Brazil, 2015. Emerg Infect Dis. 2017;23(8):1253.

Botelho ACG, Neri LV, Silva MQF da, Lima TT de, Santos KG dos, Cunha RMA da,
et al. Presumed congenital infection by Zika virus: findings on psychomotor
development-a case report. Rev Bras Saude Matern Infant. 2016;16:39-44.

Pinheiro TJ, Guimaréaes LF, Silva MTT, Soares CN. Neurological manifestations of
Chikungunya and Zika infections. Arg Neuropsiquiatr. 2016;74(11):937-43.

Huang W-C, Abraham R, Shim B-S, Choe H, Page DT. Zika virus infection during
the period of maximal brain growth causes microcephaly and corticospinal neuron
apoptosis in wild type mice. Sci Rep. 2016;6:34793.

Miner JJ, Diamond MS. Zika virus pathogenesis and tissue tropism. Cell Host
Microbe. 2017;21(2):134-42.

Hickman HD, Pierson TC. Zika in the brain: new models shed light on viral infection.
Trends Mol Med. 2016;22(8):639-41.

Shally S, Upadhya A. Zika virus: Molecular responses and tissue tropism in the
mammalian host. Rev Med Virol. 2019;29(4):e2050.

Garcez PP, Loiola EC, da Costa RM, Higa LM, Trindade P, Delvecchio R, et al. Zika
virus impairs growth in human neurospheres and brain organoids. Science (80-).
2016;352(6287):816-8.

Bayless NL, Greenberg RS, Swigut T, Wysocka J, Blish CA. Zika virus infection
induces cranial neural crest cells to produce cytokines at levels detrimental for
neurogenesis. Cell Host Microbe. 2016;20(4):423-8.

Gratton R, Tricarico PM, Agrelli A, Colaco da Silva HV, Coélho Bernardo L, Crovella
S, et al. In Vitro Zika Virus Infection of Human Neural Progenitor Cells: Meta-
Analysis of RNA-Seq Assays. Microorganisms. 2020;8(2):270.



41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

21

Bhatnagar J, Rabeneck DB, Martines RB, Reagan-Steiner S, Ermias Y, Estetter
LBC, et al. Zika virus RNA replication and persistence in brain and placental tissue.
Emerg Infect Dis. 2017;23(3):405.

Ribeiro RA, Mattos A, Meneghim MDC, Vedovello SAS, Borges TMD, Santamaria
M. Oral and maxillofacial outcomes in children with microcephaly associated with
the congenital Zika syndrome. Eur J Orthod. 2021;43(3):346-52.

Silva LV de O, Hermont AP, Magnani 1Q, Martins CC, Borges-Oliveira AC. Oral
alterations in children with microcephaly associated to congenital Zika syndrome: A
systematic review and meta-analyses. Spec Care Dent. 2022;

Gyawali N, Bradbury RS, Taylor-Robinson AW. The global spread of Zika virus: is
public and media concern justified in regions currently unaffected? Infect Dis
poverty. 2016;5(1):37.

Bermudez-Tamayo C, Mukamana O, Carabali M, Osorio L, Fournet F, Dabiré KR, et
al. Priorities and needs for research on urban interventions targeting vector-borne
diseases: rapid review of scoping and systematic reviews. Infect Dis poverty.
2016;5(1):104.

Wang L, Liang R, Gao Y, Li Y, Deng X, Xiang R, et al. Development of Small-
Molecule Inhibitors Against Zika Virus Infection. Front Microbiol. 2019;10.

Wiwanitkit V. The current status of Zika virus in Southeast Asia. Epidemiol Health.
2016;38.

Black A, Moncla LH, Laiton-Donato K, Potter B, Pardo L, Rico A, et al. Genomic
epidemiology supports multiple introductions and cryptic transmission of Zika virus
in Colombia. BMC Infect Dis. 2019;19(1):1-11.

Padilla JC, Lizarazo FE, Murillo OL, Mendigafa FA, Pachon E, Vera MJ.
Epidemiologia de las principales enfermedades transmitidas por vectores en
Colombia, 1990-2016. Biomédica. 2017;37(2):27—40.

Towers S, Brauer F, Castillo-Chavez C, Falconar AKI, Mubayi A, Romero-Vivas
CME. Estimate of the reproduction number of the 2015 Zika virus outbreak in
Barranquilla, Colombia, and estimation of the relative role of sexual transmission.
Epidemics. 2016;17:50-5.

Morris J, Orioli IM, Benavides-Lara A, de la Paz Barboza-Arguello M, Tapia MAC,
de Franca GVA, et al. Prevalence of microcephaly: the Latin American network of
congenital malformations 2010-2017. BMJ Paediatr Open. 2021;5(1).

Ospina ML, Tong VT, Gonzalez M, Valencia D, Mercado M, Gilboa SM, et al. Zika
Virus Disease and Preghancy Outcomes in Colombia. N Engl J Med.
2020;383(6):537-45.

Keith L, MOORE P, VN T, TORCHIA MG. DEVELOPING HUMAN: Clinically
Oriented Embryology, 9e. Elsevier India; 2013.

McKeown SJ, Wallace AS, Anderson RB. Expression and function of cell adhesion
molecules during neural crest migration. Dev Biol. 2013;373(2):244-57.

Simdes-Costa M, Bronner ME. Establishing neural crest identity: a gene regulatory
recipe. Development. 2015;142(2):242-57.



56.
57.

58.

59.

60.
61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

22

Keith M, Persaud TVN. Embriologia clinica. 5 ta. 2008;

Graf D, Malik Z, Hayano S, Mishina Y. Common mechanisms in development and
disease: BMP signaling in craniofacial development. Cytokine Growth Factor Rev.
2016;27:129-39.

Yan Y, Zhang X, Wang G, Cheng X, Yan Y, Fu Y, et al. Zika virus induces abnormal
cranial osteogenesis by negatively affecting cranial neural crest development. Infect
Genet Evol. 2019;69:176-89.

Tonge PD, Andrews PW. Retinoic acid directs neuronal differentiation of human
pluripotent stem cell lines in a non-cell-autonomous manner. Differentiation.
2010;80(1):20-30.

Enlow DH, TR SAPINA RENARD S. Crecimiento maxilofacial. 1984.

Fish JL. Evolvability of the vertebrate craniofacial skeleton. In: Seminars in cell &
developmental biology. Elsevier; 2019. p. 13-22.

Naqvi S, Hoskens H, Wilke F, Weinberg SM, Shaffer JR, Walsh S, et al. Decoding
the Human Face: Challenges and Progress in Understanding the Genetics of
Craniofacial Morphology. Annu Rev Genomics Hum Genet. 2022;

McKeown SJ. The genetic control of neural crest development in early craniofacial
morphogenesis. 2004.

Jaramillo DC. Fundamentos de odontologia: Odontologia pediatrica [Internet]. 5ta
ed. Bioldgicas C para |, editor. Bogota; 2017. Available from: http://www.ebooks7-
24.com.bd.univalle.edu.co/?il=6035

de Ferraris MEG, Mufioz AC. Histologa, embriologa e ingeniera tisular
bucodental/Histology, embryology and oral tissue engineering. Ed. Médica
Panamericana; 2009.

Bordoni N, Escobar A, Mercado RC. Odontologia pediatrica/Pediatric Dentistry: La
salud bucal del nino y el adolescente en el mundo actual/The Oral Health of
Children and Adolescents in Today’s World. Ed. Médica Panamericana; 2010.

Romero DM, Bahi-Buisson N, Francis F. Genetics and mechanisms leading to
human cortical malformations. In: Seminars in cell & developmental biology.
Elsevier; 2018. p. 33-75.

Bérubé-Simard F-A, Pilon N. Molecular dissection of CHARGE syndrome highlights
the vulnerability of neural crest cells to problems with alternative splicing and other
transcription-related processes. Transcription. 2019;10(1):21-8.

Larsen WJ, Schoenwolf GC, Bleyl SB, Brauer PR, Francis-West PH. Larsen’s
human embryology. Churchill Livingstone; 2009.

Mossey P. Global strategies to reduce the healthcare burden of craniofacial
anomalies. Br Dent J. 2003;195(10):613.

Boulet SL, Boyle CA, Schieve LA. Health care use and health and functional impact
of developmental disabilities among US children, 1997-2005. Arch Pediatr Adolesc
Med. 2009;163(1):19-26.

Wehby GL, Cassell CH. The impact of orofacial clefts on quality of life and



73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

23

healthcare use and costs. Oral Dis. 2010;16(1):3-10.

Rittler M, Cosentino V, Lépez-Camelo JS, Murray JC, Wehby G, Castilla EE.
Associated anomalies among infants with oral clefts at birth and during a 1-year
follow-up. Am J Med Genet Part A. 2011;155(7):1588-96.

Herndndez CP. Terapia miofuncional en los sindromes craneofaciales. Boletin de
AELFA. 2012;12(2):54—60.

Grosen D, Chevrier C, Skytthe A, Bille C, Mglsted K, Sivertsen A, et al. A cohort
study of recurrence patterns among more than 54 000 relatives of oral cleft cases in
Denmark: support for the multifactorial threshold model of inheritance. J Med Genet.
2010;47(3):162-8.

Grosen D, Bille C, Petersen I, Skytthe A, von Bornemann Hjelmborg J, Pedersen
JK, et al. Risk of oral clefts in twins. Epidemiology. 2011;22(3):313.

Beaty TH, Marazita ML, Leslie EJ. Genetic factors influencing risk to orofacial clefts:
today’s challenges and tomorrow’s opportunities. F1000Research. 2016;5.

Ludwig KU, Béhmer AC, Bowes J, Nikoli¢ M, Ishorst N, Wyatt N, et al. Imputation of
orofacial clefting data identifies novel risk loci and sheds light on the genetic
background of cleft lipxcleft palate and cleft palate only. Hum Mol Genet.
2017;26(4):829-42.

Baggiani M, Dell’'anno MT, Pistello M, Conti L, Onorati M. Human neural stem cell
systems to explore pathogen-related neurodevelopmental and neurodegenerative
disorders. Cells. 2020;9(8):1-31.

Moore CA, Staples JE, Dobyns WB, Pessoa A, Ventura C V, da Fonseca EB, et al.
Congenital Zika syndrome: characterizing the pattern of anomalies for pediatric
healthcare providers. JAMA Pediatr. 2017;171(3):288.

Ben-Porath |, Thomson MW, Carey VJ, Ge R, Bell GW, Regev A, et al. An
embryonic stem cell-like gene expression signature in poorly differentiated
aggressive human tumors. Nat Genet. 2008;40(5):499-507.

Simao D, Terrasso AP, Teixeira AP, Brito C, Sonnewald U, Alves PM. Functional
metabolic interactions of human neuron-astrocyte 3D in vitro networks. Sci Rep.
2016;6(1):1-12.

Wei W-J, Shi B, Guan X, Ma J-Y, Wang Y-C, Liu J. Mapping theme trends and
knowledge structures for human neural stem cells: a quantitative and co-word
biclustering analysis for the 2013—-2018 period. Neural Regen Res.
2019;14(10):1823.



24

3. CAPITULO lI: Infeccion congénita por virus del Zika: efecto en el desarrollo
craneofacial en nifos entre 3-5anos

3.1 INTRODUCCION

El ZIKV fue declarado como pandemia publica por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) en febrero de 2016, luego de demostrar su neurotoxicidad (1). Durante
los brotes recientes de infeccion 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 sindrome 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
afo 2016, hubo 9.799 casos confirmados de infeccion por Zika en Colombia segun
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 Sindrome
congeénito por Zika (SCZ), de los cuales el 50.7% fueron notificado en las principales
ciudades del pais, 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 mayoria
mujeres y en edad fértil (7,8). Para el afio 2019, el ultimo informe del INS confirmoé
que para abril del 2017 se habian notificado 1239 casos de infeccion congénita en
SIVIGILA, de los cuales 858 se confirmaron como posible infeccién por Zika y 356
de estos, desencadenaron eventos como microcefalia o sindrome congénito
asociado a Zika en los bebés, la mayoria 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
disfuncion 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
acompafia de disfuncién neurolégica, que incluye hipertonia y hemiparesia,
discinesia / distonia, artrogriposis, disfagia, epilepsia y persistencia de reflejos
primitivos, que pueden asociarse con paralisis 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 infeccibn no es evidente, e incluso cuando no se presentd la
microcefalia (9,10). Estos hallazgos se podrian explicar por dosis de infeccion y/o
carga viral, la duracién de la exposicion del feto al ZIKV durante el embarazo, el tipo
y la virulencia de la cepa viral (9), el grado de tropismo neurolégico del virus (14,15)
y quiza 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 infeccion 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).
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El sindrome neonatal se refiere a otros signos clinicos asociados con el ZIKV, por
ejemplo: bajo peso al nacer, bebés con neurodesarrollo deficiente, calcificaciones
cerebrales, entre otras (9,10). EI mayor esfuerzo de investigacion sobre la
patogénesis del ZIKV se ha centrado en 1) la microcefalia y su complicacion
fundamentalmente neuroldgica relacionada con el recién nacido con infeccioén por
ZIKV vy, 2) las complicaciones neuroldgicas en adultos (18). Las consecuencias
neurologicas de la infeccion por ZIKV congénito estan 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 infeccion congénita del ZIKV en el mediano o largo plazo,
y menos se conocen los protocolos de rehabilitacion de las secuelas de la infeccion
y si la discapacidad generada por la infeccién congénita es autolimitada y existe la
posibilidad de recuperar las funciones alteradas o perdidas, que garanticen la
incorporacion a la sociedad de aquellos afectados. Muchas las disciplinas deben
interactuar para definir y promover los adecuados protocolos de rehabilitacion
(13,21,22); sin dejar de lado la importancia del autocuidado y la toma de medidas
de proteccion para evitar las picaduras del mosquito entre las embarazadas (23);
pues a pesar de que el ZIKV solo tiene efectos leves para la mayoria de pacientes
adultos, el ZIKV se torna peligroso por su capacidad de interrumpir severamente el
desarrollo de los recién nacidos tras la infeccion de madre a hijo o durante las
relaciones sexuales, o que aumenta el riesgo para la poblacién en general (21).
Ademas, la mayoria de personas del mundo no han estado expuestas al virus, lo
gue deja muchas regiones del mundo en riesgo si hay un resurgimiento de la
epidemia; razon por la que hay que dirigir esfuerzos en investigacion entorno a este
tema (6,21).

El Sistema Nervioso Central (SNC), el craneo, la cara y la interfase facial - bucal
proviene de las Células de la Cresta Neural (CCN) que al diferenciarse originan
ectomensenquima cefélico en el embrién incluyendo los tejidos blandos y duros en
la maxila -mandibula, la denticién decidua y permanente, los arcos faringeos y los
huesos de la nariz, el paladar, y los tejidos de proteccion periodontal como las
encias, el hueso, el cemento, el ligamento periodontal, el esmalte dental y procesos
faciales (24,25). Las CCN tienen la caracteristica de diferenciarse segun su
ambiente extracelular en células premigratorias multipotenciales que dan origen a
tejido neuronal del SNC o de morfologia mesenquimal que dan origen a tejidos
musculo esqueléticos, dentales y neuronales periféricos. El desarrollo mediado por
las CCN esta regulado espacialmente por una serie de fenbmenos epigenéticos y
la expresion inducida por el ambiente extracelular de genes especificos (p ej. WNT3,
FoxD3, Pax3/7, AR, Notch, entre otros) (25,26). Se han descrito hallazgos
diferenciales segun las mutaciones de los genes y el nivel en donde se presenta la
alteracion. Algunas de alteraciones se deben a discrepancias mitéticas durante la
condensacion cromosomica, disfuncion entre el centrosoma y la matriz
pericentriolar, defectos de division celular, malformacion del tubo neural, disrupcion
de la diferenciacion y migracion neuronal, entre otras (27).
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El ZIKV con su tropismo neuroldgico tiene como células blanco las células
neuronales pluripotenciales, astrocitos inmaduros y células neuronales maduras
(15,28). La infeccidn a nivel celular genera alteracion de la divisién celular, induccion
de muerte celular y variacion funcional (15,26). Hay reportes que sugieren que hay
cepas del Zika mas neurotropicas que otras (29).

Muchos de los efectos patogénicos a pueden seguir siendo estudiados, toda vez
gue los pacientes afectados durante la epidemia del 2015 tienen entre los 3 - 5 afios
de edad (13). Es también limitada la informacién disponible acerca de las
alteraciones dentales y aquellas relacionadas con la audicién, deglucion, fonacion,
masticacion y otras mas complejas como el desarrollo del lenguaje y el aprendizaje
en los niflos expuestos durante la gestacion al ZIKV (30,31). Existen hallazgos que
sugieren una afectacién diferencial en los tejidos precursores del SNC y los
precursores mesenquimales y sus tejidos derivados (32,33), a pesar de su origen
embriolégico comun. Los modelos in vitro se han convertido en una buena opcion
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 diagnostico y
manejo clinico (6).

Reportes recientes en modelos animales y algunos en humanos documentan que
hay alteraciones de desarrollo éseo, muscular, dental y nervios periféricos
relacionados con la infeccion por el ZIKV (16,32,33,35). Los tejidos craneofaciales,
la ldmina dental, los gérmenes dentales, la mandibula, el paladar, la lengua y los
tejidos blandos y duros que son derivados de las células ectodérmicas precursoras
podrian estar afectados como consecuencia de la infeccion ZIKV (32).

Adicionalmente, un buen patron de desarrollo craneofacial va acompafiado de una
buena funcion que incluye nervios, arterias, musculos y ligamentos, que a su vez
requieren del correcto desarrollo del sistema nervioso para la conduccion de
estimulos de los que depende su funcionamiento (30). EI complejo craneofacial esta
involucrado con funciones complejas como son la succion, deglucion, masticacion,
respiracion, alimentacion, audicién, fonacién, desarrollo del lenguaje, aprendizaje, y
aguellas mas sutiles como son el relacionamiento social y la expresion con
emociones entre ella quizé las mas 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
denticion primaria y permanente; ademas del tamafio, patrones miofuncionales y el
curso del desarrollo craneofacial en nifios infectados congénitamente por el ZIKV
(33,35,38). Tampoco se entiende muy bien la reconocida diferencia de efectos de
la infeccién congénita entre tejidos del SNC y los derivados de las CCN de
morfologia mesenquimal (8,13,32,33).
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Evaluacién clinica del desarrollo craneofacial

Medicidén antropomeétrica:

La antropometria es una técnica de medicion 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
antropometria craneofacial se utiliza en etapas tempranas para describir como es
desarrollo de las estructuras craneofaciales en las tres dimensiones del espacio
frontal, sagital y vertical (39).

indice Morfoldgico Facial:

En la morfologia facial se evalla la forma del craneo y de la cara cuantitativamente,.
Para esto, miden en el paciente puntos anatémicos especificos que con la ayuda de
una operacion matematica, 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 indice de longitud y anchura
cefalica esta basado en los diametros maximos que se toman de La altura facial que
va desde el punto Nasion a punto Gnation, y la anchura que es la union de los dos
puntos bicigomaticos, respectivamente. De esta manera se clasifica un craneo
alargado, en la norma o equilibrado, corto o muy corto. (Figura I1-1) (42). Segun
Bedoya y Osorio en 2013 se puede clasificar al paciente tomando las mismas
medidas y la misma operacién matematica en Clase 1,2,3 o0 4 dependiendo del
resultado (Figura 11-2) (42,43).

Figura II-1. Clasificacion segun el indice longitud y anchura cefalica (%):
relacion longitud y anchura expresada en porcentaje. (41,42)

Indice longitud/anchura cefalicas

|- maxima anchura cefalica = 100

maxima longitud cefdlica
Clasificacion

* Dalicocelala (craneo alargado) X 75.9
* Mesocefalia 76.0 - 80.9
* Braquicefaha (craneo corto) 81.0-85.4

* Hiperbraquicefalia 85.5 x
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Figura II-2. indice morfolégico facial (%) (41,42).

Indice morfolagico facial

altuea morfoldgica de la cara = 100
anchura biciqomatica

Clasiicacidn:
* Hipereunprosopo L X 78,9
* Euriprosopo Cara:corta 79.0 - B3.9

* Mesoprosopo Cara mtermedia 83,0 87,9

* Leploprosopo L 88,0 - 82,9
Miperleptoprosopo ! Cora slargada 93.0- x

A partir de los puntos antropométricos a partir de los que se calcula el indice Morfoldgico
Facial expresado en porcentaje. (Zy: cigomético - gn: gonion — N: nasion).

Medicion de anchura (40,44):

~FQm™oe

—

Perimetro cefélico: Es la distancia circunferencial tomada entre bregmay la
eminencia occipital.

Forma del craneo: Dolicocéfalo (contorno oval, alargado de adelante a
atrds) Braquicéfalo (su anchura equivale aproximadamente a su largo)
braquicéfalo (crAneo asimétrico por cierre unilateral de sutura coronal).
Frente: Punto mas 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.

Bicigomética: Distancia entre anchura de la cara superior Zigién-Zigion, Zg-
Zg.

Cara inferior: Distancia entre el punto Gonion-Gonion, Go-Go

Intercantal externa: Distancia entre los cantos externos de los 0jos ex - ex.
Intercantal interna: Distancia entre los cantos internos de los ojos. In-In
Palpebral: Se mide desde el canto interno al canto externo del mismo ojo.
Nariz: Distancia entre el punto mas lateral del ala de la nariz de cada lado
(alar-alar).

Columnela: Distancia entre ambos bordes de la columnela.

Filtrum: Medida entre los dos pilares cph-cph

Boca: Distancia intercomisural se mide entre los angulos de ésta (Que-Que)
punto mas lateral de la comisura labial.

Andlisis de tejidos blandos

La evaluacion de los tejidos blandos permite determinar la forma, tamafio y posicion
que pueden modificar el perfil facial del paciente, lo que puede repercutir en el
diagnéstico y prondstico estético del tratamiento de ortopedia maxilar. Todas estas
estructuras tienen influencia genética, pueden variar segun la etnia del paciente, a
Su vez esta es variable segun 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 participacion miofuncional facial, intra y extraoral.

Medicién de altura (40,44):

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

vertical.

Facial anterior: Distancia existente entre (n-gn) en el plano vertical.

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 bermell6n (vm).

o T

Medicion 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. Mandibula: Distancia entre (t-gn) tragus-gnation

Frente: La forma de la frente La altura de la frente se mide trazando una linea
horizontal desde la insercién del cabello hasta la glabela, (en un paciente con
armonia facial esta medida deberia ser una tercera parte de la longitud total de la
cara, en el paciente adulto esta medida deberia de ser igual que la medida entre
glabela y subnasal, de igual forma debe de medir igual de subnasal a mentén). Para
clasificar la frente en ancha o estrecha esta se compara con el ancho bicigomatico,
y se puede clasificar también segun su contorno en sentido lateral siendo una frente
plana, prominente u oblicua (Figura 11-3) (44,45).

Figura II-3. Referencias anatdmicas para medidas proporcionales de la cara
(44,45).

Lineo do
mnsercidon
del cabella

Glabela

Punio
subinasol

Mentén
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Nariz: Para la valoracion de la nariz se debe tener en cuenta historia de
traumatismos previos, analizar tamafio 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 respiracion 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 menton y el labio inferior son dos tercios de la altura inferior de la
cara. La posicion del labio superior también esta influenciada por la posicion que
tienen los incisivos superiores. Los labios pueden tener diferencias en su forma 'y
posicion, esto en respuesta a habitos como la respiracion oral, succion digital,
succion labial, entre otros. Podemos encontrar labios armonicos, cortos e
incompetentes (Figura I1-4) (42,45).

Figura Il-4. Referencias anatémicas para medidas proporcionales de la parte

inferior de la cara (42,45).
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Korkhaus define el perfil labial de la siguiente manera: 1. Escalon 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. Escalon labial negativo (Labio inferior retraido con
respecto al labio superior)(Figura II-5).
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Figura II-5. Perfil facial segun el acople labial (44): (A) Escalon positivo, (B)
Perfil labial normal y (C) Escalon labial negativo
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Menton: La forma del mentdn no solo depende de su estructura 6sea sino del tejido
blando que lo recubre y de la tonicidad del musculo mentoniano. La valoracién del
contorno del mentdn se realiza teniendo en cuenta la posicion 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 mentdn. El crecimiento y desarrollo del menton
va a influir sobre el perfil del paciente y se puede clasificar el mentén en prominente
(donde se encuentra el surco mentolabial pronunciado y perfil labial retraido),
desarrollo negativo del menton (donde no se observa surco mentolabial y perfil labial
prominente) (44).

Lengua: Se hace la valoracion de la forma, color, posicion en reposo y durante la
deglucion y el tamafio. La legua puede ser estrecha, ancha o larga. Se evalla de
igual forma su movimiento ya que se puede presentar alteraciones en este cuando
la insercion 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 mas frecuente en el frenillo labial
superior. De igual forma es importante hacer la valoracion de los frenillos malares
(44).

Encia: Al momento de hacer la valoracion de la encia es importante tener en cuenta
lo siguiente: El biotipo periodontal si es fibrosa, dura o delgada. Si existe presencia
de inflamacion gingival o alteraciones mucogingivales. Todo lo anterior es
importante ya que cuando evidenciamos una lesion localizada puede ser muestra
de una respiracion oral, problemas oclusales o funcionales y en muchos casos por
ingesta de medicamentos que tienen efectos secundarios en las encias (44).

Mucosa y paladar: Se valora el color, forma, consistencia y presencia de
alteraciones tanto en mucosas como en paladar blando, duro, amigdalas y espacio
faringeo. También es importante evaluar las rugas palatinas y el tamafio y forma del
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paladar duro si es profundo o no. Todo lo anterior puede influenciar en la posicion
de la lengua y la respiracion del paciente (44).

Articulacion temporomandibular: El examen debe ser lo mas amplio posible,
incluyendo una evaluacion completa de la articulacién temporomandibular (ATM).

a. Evaluacion: Durante apertura y cierre, movimientos de la mandibula hacia los
lados, cuestionar si hay dolores frecuentes en cabeza, musculos u oidos,
presencia de ruidos durante la masticacion, presencia de habitos
parafuncionales, preguntar si existe historia de trauma en la cabeza, el cuello o
la mandibula, dolor y fatiga muscular durante la masticacion.

b. Examen extraoral: Movimiento condilar durante la apertura / cierre de la boca
(simétrico / no simétrico, sincronizado / no sincronizado). Auscultacion de la
ATM (presencia / ausencia de ruidos). Palpacion de los musculos masetero y
temporal (volumen y tonicidad). La palpacién en la region de la ATM.

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

Técnicas de evaluacién de desarrollo craneofacial:

Los cefalogramas o radiografias cefélicas laterales estandarizadas, se emplean en
el estudio del crecimiento y desarrollo craneofacial para describir en 2D la anatomia
de los huesos craneales, los dientes y los tejidos blandos (46,47). Hacia el futuro,
estudios cefalométricos en poblacion latinoamericana, estratificados con
pardmetros diferentes del de la edad cronolégica o basados en tomografia axial
computarizada (TAC) en 3D y antropometria con fotografia en 3D, seran
indispensables para describir mas adecuadamente los cambios que se presentan
en estas etapas del desarrollo humano (47).

Fotografias intraorales y extraorales: La fotografia clinica es una herramienta
de diagndstico, cada fotografia da valores clinicos que nos permiten identificar
ciertas anomalias y patologia. Podemos evaluar el perfil, morfologia facial,
analisis de tercios y quintos faciales, de igual forma evaluar posicion de la
cabeza, andlisis de la sonrisa, asimetrias faciales y demas andlisis que nos
ayudan a llegar a un diagnéstico definitivo del paciente (48).

Estudios radioldgicos: La radiografia panoramica nos permite realizar una
evaluacion de las siguientes estructuras anatomicas: Orbitas, Seno maxilar,
Pared posterior del Maxilar, Apoéfisis coronoides, Canal infraorbitario, Techo del
paladar, Condilos mandibulares, Cavidad nasal, Piso del Seno Maxilar, Borde
Anterior del Seno Maxilar, Proceso Malar, Paladar Duro, Espina Nasal Anterior,
Tuberosidad del maxilar, Linea oblicua, Septo nasal, Fosa Nasal, Apofisis
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 descripcion y
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comparacion del lado izquierdo con el derecho para descartar posibles
alteraciones de forma, tamafo, al igual que cambios en la radiolucidez o
radioapacidad de cada estructura anatomica. También nos ayuda a evaluar
posicion y ruta de erupcidon de dientes permanentes, dientes supernumerarios
0 agenesias (48).

Anomalias dentales (44,49):
1.Anomalias en la iniciacién y proliferacion o etapa de brote:
a. Por falta de desarrollo: Ausencia congénita de dientes.

- Anodoncia (ausencia de todos los dientes temporales o0 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 regién de molares. Se
pueden catalogar supernumerarios cuando la anatomia se asemeja a la de un
diente normal.

2. Anomalia en la Histodiferenciacion:
a. Por falta de desarrollo:

- Amelogénesis imperfecta: (Hipoplasico: 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
facilmente).

- Dentinogénesis imperfecta: (Tipo |: se presenta junto con la osteogénesis
imperfecta. Tipo II: solo afecta a la dentina, se asocia a defectos en el colageno tipo
IV. Tipo Ill: denominados dientes en concha).

b. Displasia de la dentina: Formacion de coronas dentales con estructura anormal
de la dentina.

- Displasia de la dentina tipo | (se forman dientes sin raiz y con mineralizaciones
globulares en la pulpa)

- Displasia de la dentina tipo Il (dientes con raices cortas que se obliteran
rapidamente, son dientes con movilidad y que se exfolian rapidamente).

3. Anomalia en la Morfodiferenciacion: Alteracién en tamafio y forma.
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a. Por falta de desarrollo: Microdoncia (menor tamafio de los dientes, puede ser un
diente o de manera generalizada)

b. Por exceso de desarrollo: Macrodoncia (mayor tamafo de los dientes)

c. Perlas del esmalte: Formaciones en gota de esmalte ectopico que pueden estar
sobre el esmalte o sobre el cemento.

d. Dens evaginatus: Crecimiento hacia afuera del 6rgano del esmalte dando como
resultado una cuspide en la superficie oclusal de premolares.

e. Densinvaginatus: Invaginaciones del tejido durante la morfodiferenciacion dental.
Estas pueden ser coronales o radiculares.

f. Incisivos en forma de pala: Anomalia que se caracteriza por depresion del l6bulo
medio de los incisivos superiores.

g. Hipercementosis: Desarrollo excesivo del cemento sobre la superficie radicular.

h. Geminacion: De un germen se origina un diente doble.

i. Dilaceraciones radiculares: Pueden ser dilaceraciones radiculares o corono-
radiculares. Son el resultado de trauma mecéanico severo y agudo.

j.  Taurodontismo: Mayor altura apico-coronal de la cAmara pulpar, esta no presenta
la constriccion en la union amelocementaria. Coronas altas.

k. Fusion: La fusion es la unidn 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 fusion dentaria en dientes ya formados adyacentes
unidos por cemento.

Estadios de Nolla:

Las diversas etapas de la formacién 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 radiogréfico, hasta la fase 10 que significa cierre
apical. De acuerdo con el grado de maduracion observado en el germen
permanente seleccionado, la edad dentaria, sera hallada por medio de una tabla de
referencia, individualizada segun el sexo: es la tabla de maduracién de Carmen
Nolla. Este estudio se basa en la observacién radiografica en una imagen
radiolégica panoramica de los maxilares (50,51).

Cronologia y secuencia de erupcion dental:

La erupcidn dental es variable entre un paciente y otro ya que en este proceso hay
influencia de factores como la raza, el sexo, la nutricién, enfermedades sistémicas,
entre otros. La exfoliacion de los dientes deciduos y la posteriormente erupcion de
los permanentes forma parte del continuo proceso de crecimiento del cuerpo. La
erupcion de los dientes temporales se inicia al sexto mes y termina a los dos afios
aproximadamente, por otro lado, los dientes permanentes, en la medida que
reemplazan a los temporales, erupcionan desde los seis afios hasta los 12 afios, sin
contar a los terceros molares, ya que la agenesia e impactacion hace que su
erupcion presenta una amplia variabilidad que va desde los 16 afios hasta los 25
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afos. No obstante, el ritmo de crecimiento y desarrollo determinado por la relacion
entre la genética y el patrén étnico, la distribucion geografica, tipo de alimentacion
y las enfermedades dentales y sistémicas pueden afectar la cronologia y, en menor
grado, la secuencia de erupcion de los dientes temporales y permanentes, bien
retrasando o adelantando la erupcion (52).

Evaluaciéon de la maloclusién:
Maloclusién transversal:

indice de Bogue: Este indice evalla el espacio del arco dental en sentido
transversal, esta compuesto por dos reglas: primero la distancia que existe entre la
cuspide palatina del primero molar temporal derecho hasta la cuspide palatina del
primer molar temporal izquierdo (30mm); si es menor se considera micrognatismo
transversal y si es mayor habra sobre expansién. La segunda: a los 5 afios 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 denticién primaria
y micrognatismo transversal de ambos maxilares (45,53).

Arcos abiertos o cerrados: (Baume 1950)

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

Estos espacios los llamé 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 denticién porque permiten el movimiento mesial de
los dientes posteriores cuando hacen erupcion los primeros molares permanentes
y facilitan posicion normal de oclusion. 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 anomalias futuras en
la denticion permanente, especialmente apifiamiento de sector anterior (45,53). La
oclusion 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 estomatognético
se encuentran en desarmonia con los segmentos dentarios (54). En Colombia,
segun el ENSAB IV en 2014, la poblacidon de 5 afios presentd una relacion molar de
plano terminal recto en mas del 70%, el escalén mesial bilateral se encontr6 en el
21%. Se evidencio que el 71% de los nifios presentaba una sobre mordida horizontal
normal, el 12.5% se encontraba aumentada, y el 3.7% presentaban una mordida
cruzada anterior; ademas, casi el 3.9% presentaba mordida cruzada posterior
bilateral (55).
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Relacion molar: Para clasificar la oclusion en la denticién primaria, se utiliza como
guia los planos terminales (relacion anteroposterior), siendo la relacion mesodistal
entre las superficies distales de los segundos molares primarios superior e inferior
cuando estos contactan entre si:

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

- Escalon mesial (la superficie distal de los segundos molares deciduos
inferiores estd méas hacia mesial con respecto a la superficie distal del
segundo molar deciduo superior)

- Escalon distal (la superficie distal de los segundos molares deciduos
inferiores esta mas hacia distal con respecto a la superficie distal de los
segundos molares deciduos superiores) (53,56).

Clasificacion de Angle: Angle clasificé las maloclusiones en denticiébn permanente
de la siguiente manera:

- Clase | (normoclusién): Cuspide mesovestibular del primer molar permanente
superior ocluye en el surco mesovestibular del primer molar inferior.

- Clase Il (distoclusién) Cuspide mesovestibular del primer molar permanente
superior ocluye en la vertiente distal del segundo premolar inferior.

- Clase Ill (mesoclusion) Se presenta cuando en oclusién habitual el primer
molar inferior permanente se encuentra en sentido mesial en relacion con el
primer molar permanente superior (57,58).

Relacion canina: Se clasifica la relacién canina segun la posicion de la cuspide del
canino deciduo superior con respecto al canino inferior y el primer molar deciduo:

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

- Clase Il: La cuspide superior esta anterior a la cara distal del canino inferior.

- Clase IlI: La cuspide superior esta posterior a la cara distal del canino inferior.

El plano terminal y la relacion canina se mantienen durante el periodo de la primera
denticién y todo cambio se debe a factores extrinsecos ambientales. La relaciéon
canina permanece también constante después de la alteracion del plano terminal
en la erupcién 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
mas comun, 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 relacién
vertical. El grado de sobremordida en la denticion primaria parece ser uno de los
factores determinantes en la formacion de la sobremordida en la denticion
permanente. Si es severa en la denticion el prondstico es desfavorable, mientras
qgue si leve generalmente sigue siendo asi en la denticibn mixta, sin mayores
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consecuencias desfavorables. Se considera que el overbite esta bien, cuando el
borde incisal de los centrales inferiores contacta la superficie palatina del incisivo
central superior temporal en oclusion; borde a borde cuando habia contacto de los
bordes incisales; y aumentado, cuando se cubria mas del 20% del incisivo inferior.
Se registra mordida abierta cuando hay espacio entre los bordes incisales. El overjet
se reporta como ideal, cuando la relacion 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).

Habitos nocivos: ElI hébito nocivo o deletéreo estd definido como un
comportamiento que es adquirido por el paciente que genera un estado de plenitud
y satisfaccion. Cuando se realiza de manera continua se convierte en algo
automatico y de forma inconsciente. Este genera patrones de contractura muscular
que pueden cambiar el patron de crecimiento facial del paciente y generar
maloclusiones. El habito va a ocasionar mas dafio dependiendo de la cantidad de
tiempo en que el paciente lo realice, su intensidad, frecuencia, posicion de los dedos
u objetos y como tal de las caracteristicas del objeto utilizado. Estos habitos nocivos
pueden ser: biberdn, succion de chupo y digital, succibn o mordida de objetos,
succion y mordida del labio, onicofagia, succion de lengua; deglucion atipica,
respiracion 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 especificos como
WNT3, FoxD3, Pax3/7 y otros (Tabla II-1), diferencian la lamina del ectodermo y se
regulan positivamente para estabilizar este estado especifico de diferenciacion que
resulta en el mantenimiento de una serie de genes condicionantes en la cresta
neural delaminante y migratoria (25). El desarrollo del craneo y la cara también
ocurre en relacion con el cerebro anterior medio y rombencéfalo (24,62). La mayoria
de las malformaciones congénitas involucran tejidos craneofaciales, y la
sefalizacion BMP es una de las vias de sefializacion clave que regulan su desarrollo
(30,36). Las CCN se ven afectadas por mutaciones en la via BMP (30). El desarrollo
dental, la mineralizacién dental y el desarrollo de la raiz dental se relacionan con
interacciones epitelio-mesenquimales mediadas por la sefalizacién de BMP igual
gue la morfogénesis del paladar. Por todo esto las mutaciones en la via BMP, en el
contexto con mecanismos celulares y moleculares comunes, proporcionan una
perspectiva para futuras direcciones de investigacion, incluida la ingenieria de
tejidos (36).

Microcefalia como desorden congeénito
La microcefalia es una afeccion definida como el menor tamafo de la circunferencia

de la cabeza presente al nacer (microcefalia congénita) o mas adelante en la vida
(microcefalia postnatal o adquirida). Los nifios con microcefalia postnatal tienen un
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tamafo 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 esta por debajo de 2 SD del promedio de la poblacién y severa por debajo
de 3 SD por debajo del promedio de la poblacion (26,63). El diagnéstico clinico de
la microcefalia comunmente se realiza identificando alteraciones fenotipicas a
través de ultrasonografia (64) y con imagenes de resonancia magnética (65). Los
estudios de genética han caracterizado varios de las alteraciones génicas y sus
efectos con alteraciones especificas durante el desarrollo embrionario (Figura I1-6)
(26):

Figura llI-6. Malformaciones corticales y alteraciones genéticas (26).

NormeaV Cobblestono PVH Subcortical Band Agyria Congenital  Microcephaly with
Control Lissencephaly Heterotopla Heterotopia (SBH) Lissencephaly Microcephaly  Lissencephaly

TN\
NS &

0, T
£ £ Fon
=0 7 IS S ¢ no 3
S5 28 foo3 YA
@ /'\3} Lt ﬁ af
)
FKTN, POMTY, FLNA ARFGEF2, DCX, KIF2A, UIST, LISY, DCX, ARX, ASPN, CXSRAPY, WORE2, NDEY,
n POMT2, POMONTY, C8orf70, FAT4, TUBATA, TUBCT TUDATA, TUROY, MCPHI, CERPJ, TUSB, CIT, KIFSC,
o POMONTZ POMK, DCHI1,LAPZ (ENLTatypicel) TUDGT, COXS WOReZ, STA, COK3, TUBATA,
5 FKRP. LARGE, NEDDSGL VLDLR ACTGY, MNLY, CEPTIS, TUsDin,
o LAMET, TMICS, ACTS COX6, CEP132, KTTN, LIS1
ISPD, TMEMS, wWiamcrocephaly: CEPEI, KiF2A,
B4GATY, GPRZS, DYNCTHI, RELN Tups, Tunel,
BIGALNT2, DAGY DYNCINL RTTN,

ECHIES, PAXS,
RABIGAPY,
RABIGAP2 RAB1S

EarE 2
Gt

-
-

General
mechanism
aviosee @ CFMI

ve

VZ= zona ventricular, ISVZ/OSVZ= Zona subventricular interna/externa, 1Z= zona interna, CP=
plano cortical y MZ= zona marginal.

Se sabe modificaciones genéticas que pueden tener como resultado la alteracion
congénita, sin embargo, la mutacion o la modificacion génica puede ser singular,
pero tiene un efecto desencadenante en la codificacion de otros genes con los que
el principal tiene interaccion (25,27,66). Para la microcefalia primaria hay revisiones
gue han caracterizado los principales genes como causa principal de la patologia
congénita (Tabla 11-1) (27). La microcefalia primaria autosémica recesiva, esta
asociada con mutaciones de un solo gen que dan como resultado una microcefalia
aislada con imagenes de resonancia magnética (MRI) a menudo normales y ningun
otro hallazgo del examen fisico. La incidencia actual varia de 1.3-1.5 / 100,000
dependiendo del nivel de consanguinidad de la poblacion. 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 interrupcion de la progresién del ciclo celular, causando anormalidades
en los centrdmeros que conducen a una apoptosis temprana (27,63,67). Algunas de
las alteraciones genéticas son discrepancias mitéticas durante la condensacion
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cromosomica, disfuncion entre el centrosoma y la matriz pericentriolar, defectos de
division celular, malformacion del tubo neural, disrupcion de la diferenciacion y
migracion neuronal, entre otras (27,68).

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

SIGLA NOMBRE Locus LOCALIZACION FUNCION
INTRACELULAR
MCPHL Microcephalin 4p23.1 Nicleo Condansacién cremosdmica, mejora la produccién de neurcnas tampranas, aue comprenden capas profundas {IV-V1), v
reduce Las neuronas tardias, que producen la capa de corteza extema mas delgads (1I810),
MCPH2 WORES 19q13.12 Nucleo/Centrasoma/ Desarrolle cortica! cerchral, prafiteracion ¢ migracon de grecursores neuronales, la mutacicn en WDRE2 alecta su
Precurcores pagel en la preliferacidn y migracion de precursores neuronales y cause malfermaciones cerabrales graves..
ncurenales/ncuronas
Post-mitélicas
MCPH3 COKSRAPZ 9q33.2 Centrosoma fegula la funcidn de los micretabulas, ls mutzcidn £n COKSRAP? reduce el conjunto de progenitores/disrinuys el
numero de neuronas v reduce la supervivencia celular.
MCFPH4 CASCS 15g15.1 Clnetocoro Vital para =i punte de control del huso del cicle mitdtico, CASCS subraya el papel de la Integridad del cinetocoro en el
dresarinllo valemeétnicn sdecuado del cerebieo hurmao.,
MCPHS ASPIA 1ga1.3 Priicentinsuma Qrientzcian de los hases mitdticos durznte 3 neurogénesis embrionariz, s mutacionss ASPM posden disminuiz el
tamafo del cerebro al Influlr en la orlentacion del huso mitético.
MCPHB NPl 13g12.47 Centiosurnafoemoepi | Contrata la longitud del centeinle/Tuncion de miciotatados, sa eliminscidn causa una mayor incidesaciz de miltiples
tello de corteza polos del huzo, apoptesls y detencidn de la mitosls
fraatal
MCPH? STt P33 Pericentinsarm: Regulador de ls apoptasis / progresion del ciclo celular, su matacion en el pre: cebra cresa un defecto letal embirioniric,
v los ratones Inactivados con SHL{SI - / -} exhiben aumerozas anormalidades dal dezarrollo [ disminucidn del tamafio /
tubo newral detectuoso on la linca media.
MCPHE CEP13S 4qiz Centrosoma Manticne fa organizecion f estructura del centrozoma, I coide de CEN135 mestrod una disminucion de ia tasa de
crecimiento / micretibules desorpanizedos.
MCPHO LIPSz 15411 Centrosoma La duplicacidn del centriclo / forma a célula / polaridad / metilidad, |z canversidn de glutamina en groling altera el
dominic de protcings ©a esplral en espiral / tamafio de cateza reducido.
MCPH10 £NF335 20q13.12 Nilcleo La divisidn / difereaciacion de células progeniteeas, el gen ZNI335 mutado causa la degenesracion de las nevronas, la
caida de ZNF333 causé un tamado cerebral sequedio con una corteza ausente [ proliferaclén interrumelda v
dilerenviacidn de las célalas nemonsles,
MCPH11 PHCT 12p13.21 Nilea Reguls el delo celila, ks mutacion PHCT destascs o papel de b smodslacinn de e coomisting en s gatogenesis de s
microcefalls primaria.
MCPH12 COKo fq21.11 Citoplasmatico/ Contrela 2l ciclo celufar / organiza loz microtGbules, Iz mutacidn COKG afecta fa proliferacida de células precursoras
nozlear newronales apicales £ reduce ¢l conjunto de progenitores / disminuye e produccion newtonal / microcekalio primiria.

Existen otros tipos de microcefalia secundarios a otras condiciones que se dan
durante el embarazo, que cada vez se esclarecen mas con los avances de
secuenciacion de exomas; hay mas de 800 sindromes conocidos con microcefalia
como asociacion conocida y mas de 900 condiciones de herencia mendeliana en
linea en el hombre (OMIM) relacionadas con la microcefalia. Las alteraciones
ambientales durante el embarazo incluyen lesiones hipOxicas, anomalias
metabodlicas maternas como la fenilcetonuria (PKU), la exposicidon al teratdgeno y
las infecciones pueden interferir con el desarrollo del cerebro y provocar microcefalia
congénita (63). La microcefalia asociada a infeccion materno-fetal es diferencial en
origen, pero la fisiopatologia es muy similar, pues se relacionan basicamente con
formacion disminuida de la masa cerebral (principalmente cortical), debido a las
alteraciones de mecanismos de diferenciacion y patrones alterados de migracién
neuronal (Figura II-7) (27,63,69,70).

Los patdégenos principalmente asociados a microcefalia son los neurotrépicos
intracelulares, que pueden infectar varios tipos de células del sistema nervioso
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central causando dafio tanto en etapas del desarrollo como en la edad adulta, Tabla

11-2 (69).

Figura ll-7. Tipos de diagndéstico de microcefalia segun su etiologia (63).
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Las infecciones congénitas que causan microcefalia se conocen como infecciones
TORCH (toxoplasmosis, otras infecciones (sifilis, varicela zoster, parvovirus B-19),
rubéola, citomegalovirus (CMV) y virus del herpes). Ademas de la microcefalia, los
nifios con estas infecciones intrauterinas a menudo tienen otros hallazgos clinicos
incluir hepatoesplenomegalia, erupciones cutaneas,
coriorretinitis y calcificaciones intracraneales (Tabla 11-2) (63,69). Recientemente,
un aumento en el numero de infecciones prenatales por el ZIKV se ha relacionado
con la microcefalia y otras anomalias cerebrales graves. En la siguiente tabla se
muestran las consecuencias de este grupo de patégenos comparadas con las del

anormales que pueden

ZIKV (69):
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Tabla II-2. Anomalias asociadas a patdgenos neurotropicos asociados a
sindrome congénito y microcefalia.

ZIKV CMV Rubella virus T.gondii
Microcefalia + + +
Restriccion del crecimiento IU B + +
Calcificaciones cerebrales + + +
Pérdida de audicion sensorial + + +
Hidroencefalo, hidrocefalia o ventriculomegalia + + -
Displasia cortical + + +
Hipoplasia o aplasia cerebelar + + 3
Encefalitis © meningoencafalitis + + 3
Microftalmia + + +
Atrofia del nervic éptico + + +
Cataratas + - +
Disfuncion hepatica - + +
Tipo de Virus Flavivirus[RNA)  Herpesvirus{ONA)}) Togavirus(RNA) Protozoan(intracelular)

*Agentes cldasicos TORCH

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

La destruccién de los tejidos se da tanto por la infeccion del patbgeno 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 acompafia de otras caracteristicas 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 erupcion
dental temporal, de igual manera se encontro alteracion en la secuencia de erupcion
dental, en la valoracion de la lengua encontraron una mala posicion, paladar
estrecho, frenillo labial y lingual sobreinsertados (71).

En 2019 reportes de un estudio hablan sobre manifestaciones orales durante la
etapa de erupcion dental en estos pacientes, encontraron un aumento en la
salivacion que puede ser normal durante este proceso, cambios de &nimo como
irritabilidad y prurito o malestar en las encias (38). Se realiz6 la descripcion de
cronologia y secuencia en la erupcion de los dientes deciduos en nifios con
microcefalia debido a la exposicién fetal al virus Zika en este articulo se encontré un
retraso en la cronologia de erupcion en los dientes temporales teniendo un tercio de
la poblacion con la erupcion del primer diente a los 11 meses, y de los demas dientes
con un promedio entre 17.9 a 20.4 meses en el maxilar y en la mandibula fue de
11.5y 20.2. Por otra parte, la secuencia de erupcion 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 mandibula
(72). Se registrd la descripcion de las alteraciones presentes en cavidad oral en
nifos con sindrome congénito por Zika (SCZ) y se evidencié alteracion en la
cronologia de erupcion en 46,9% de los casos, se presentd anquiloglosia en un solo
paciente, paladar de forma ojival y alteracion en el esmalte como lo es la hipoplasia
en el 28,1% de los pacientes (73).
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En resumen, las caracteristicas craneofaciales del SCZ descritas en la literatura,
ademas de la microcefalia son anatémicas como: alteracion en la cronologia de la
erupcion dental, micrognatia, maloclusion, insercion baja de las orejas,
anquiloglosia y paladar ojival; ademas de otras que son funcionales como: posicién
alterada de la lengua en reposo, sialorrea, incompetencia labial y bruxismo (74-76).

Desde una perspectiva clinica, en este Capitulo se pretende describir el desarrollo
craneofacial, dental, oclusal en un grupo de nifios con infeccion congénita por ZIKV
en el Valle del Cauca y compararlo con nifios de edad similar, sanos y nacidos en
el Valle del Cauca.

3.2 Metodologia
Tipo de estudio:

Fue un estudio observacional descriptivo con un analisis exploratorio de casos y
controles transversal de los nifios con y sin exposicidon congénita al ZIKV en el Valle
del Cauca-Colombia durante el periodo epidémico, entre septiembre de 2015 a julio
de 2016.

Poblacién y muestra

La poblacion universo fueron los hijos de madres expuestas durante el periodo
epidémico del ZIKV, septiembre de 2015 a julio de 2016 en Valle del Cauca-
Colombia.

Para el calculo del tamafio de muestra se tuvo en cuenta datos reales notificados
en Brasil y algunas cifras reportadas en Colombia. Tomando una estimacion 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
segun los reportes del INS en Colombia, un error aceptado del 5% y un DEFF=1, a
través de la formula de estimacion de la frecuencia en una poblacion finita con la
ecuacion:

n = [EDFF*Np(l-p)I/ [(d*/Z°) o1 *(N-1y+p*(1-p)]

Proporcion de casos= 28%

Proporcion de controles expuestos= 72%
OR estimado= 6.61

Confianza 95%

Poder 80%

Proporcion de caso por cada control= 1

La poblacion de estudio calculada fue 20 nifios de madres expuestas con un grupo
control de 20 nifios de madres no expuestas al ZIKV durante su periodo de
gestacion, con confirmacion con IgM/IgG y/o confirmacion clinica, de una cohorte
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de nifios de la Secretaria de Salud del Valle del Cauca, manejada en una IPS de
infectologia pediatrica de la ciudad de Cali (77). El grupo de analisis finalmente
fueron 14 nifios del grupo con Sindrome Congénito por virus del Zika (SCZ) y 12
nifios sanos apareados por edad y procedencia (con infeccidn congénita por ZIKV
u otra exposicion sindromica o congénita de riesgo descartada); debido a
dificultades presentadas durante el periodo de aislamiento en la pandemia por
Covid-19. Ambos grupos de nifios asistiran a control en el Servicio de
Odontopediatria de las Clinicas de la Escuela de Odontologia de la Universidad del
Valle, una vez se termine el estudio.

Criterios de seleccion

Criterios de inclusion

e Hijos de madres con infeccién por ZIKV durante el embarazo, en periodo
epidémico en Colombia; confirmada o descartada con laboratorios.

e Nifios 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 comparacion
e Hijos de madres sin infeccidon congénita por el ZIKV ni alguna exposicion
congénita de riesgo, nacidos en la época epidémica del ZIKV en Colombia.

Criterios de exclusion
e Hijos de madres con sindromes diferentes como los patdégenos del complejo
TORCH.

Trabajo De Campo

1. Se evaluaron en la seccion inicial del formato la informacién
sociodemogréfica de la poblacion del estudio, el periodo de exposicién al
ZIKV y otros anexos de la historia clinica gestacional que aportaban los
acudientes.

2. Evaluacién clinica dental y fonoaudioldgica de los parametros determinantes
del desarrollo craneofacial y de la denticion de los nifios en estudio (78). La
realiz6 un residente de Odontopediatria y un Fonoaudidlogo de la
Universidad del Valle con el acompafiamiento de uno de los investigadores
del proyecto. Se llevo a cabo en un consultorio de la Escuela de Odontologia
de la Universidad del Valle.

3. Los puntos antropométricos se evaluaron para determinar el desarrollo 6seo
craneofacial y los patrones de crecimiento con angulos y medidas; y el
acoplamiento dental.

4. Radiografia panordmica donde se analizaron las estructuras del maxilar
superior e inferior y evalud la cronologia de la erupcion dental segun las
etapas descritas por Nolla. Este analisis lo realiz6 un residente de
Odontopediatria de la Universidad del Valle y los investigadores principales.
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La toma se hizo en un Centro Radiolégico Oral habilitado con altos
estandares de calidad. La interpretacion de las imagenes la realizé la
Residente de Odontopediatria. Sélo fue posible realizarlo en tres casos ya
publicados (79).

Andlisis funcional de la masticacion, el patrén de deglucién, la fonacién, y la
adquisicion y uso del lenguaje mediante entrevistas a los nifios y sus madres,
se realizaron videos estandarizados para el andlisis. Esta evaluacion la
realizd un residente de Odontopediatria y un Fonoaudidlogo de la
Universidad del Valle con el acompanamiento de uno de los investigadores
del proyecto.

Evaluacion de la oclusion en sentido transversal, sagital, y vertical por medio
de andlisis de modelos de yeso y fotografias intraorales. Ademas de la
sobremordida horizontal y vertical.

Variables

Tabla I1-3. Definicion Operacional de las variables

Nombre Definicién Tipo Definicién Valores posibles
SOCIODEMOGRAFICAS
. Variable Numeérica Semanas de gestacion
Edad gestacional . . . 8 1-40
cuantitativa discreta cumplidas
. Nominal 1: Parto vaginal
Tipo d t Variable . Tipo de parto .
PO de parto I categérica 'P P 2: Parto cesarea
| | | | |
Sexo Variable Nominal Sexo bioldgico 1: Masculino
independiente  Categorica 2: Femenino
Edad Variable Numeérica En meses cumplidos 1-90
independiente discreta
Lugar de nacimiento Variable Nominal Ciudad de origen Nombre de la ciudad
cualitativa categorica
Control ecografico Variable ) Control prenatal 1:Si
. : Nominal s .
primer trimestre 2 ecografico 2: No
categorica
Edad de la madre Variable Numeérica En afios cumplidos 20-40
independiente  discreta
Escolaridad de la madre  Variable Nominal Nivel de escolaridad 1: Bachiller
independiente  categorica 2: Técnico

3: Tecndlogo
4: Universitario
5: Posgrado
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Estado civil de los Variable Estado civil de los 1: Soltero
padres cualitativa Nominal padres 2: Casado
categorica 3: Union libre
4: Separado
Tipo de etnia Variable Tipo de etniaalaque 1: Mestizo
cualitativa Nominal pertenece 2: Afrodescendiente
categérica 3: Indigena
4: Otro
Sintomas durante el Variable Sintomatologia 1: Fiebre
embarazo cuantitativa presente durante el 2: Salpullido
discontinua embarazo 3: Conjuntivitis
Nominal 4: Dolor muscular
categorica 5: Dolor de cabeza
6: Todos los anteriores
7:Ninguna de las
anteriores
Antecedentes médicos Variable Patologias previas 1.Si
del paciente cualitativa Ordinal éCudl?
2. No
Diagnodstico médico del  Variable Nominal Diagnostico medico 1.Si
paciente cualitativa .. actual del paciente éCual?
categorica
2.No
ANALISIS
CRANEOFACIAL
Cara Variable Nominal Evaluacién de 1.Simétrica
dependiente Categorica  asimetrias. 2.Asimétrica
Biotipo Variable Nominal Evaluacién del biotipo  1.Mesocefélico
dependiente Categorica  facial 2. Dolicocefdlico
3.Braquiocefélico
Perfil Variable Nominal Evaluacion del perfil 1.Recto
dependiente Categorica  facial 2.Céncavo
3.Convexo
Posiciéon del Maxilar Variable Nominal Evaluacién de la 1.Normal
dependiente Categorica  posicion del maxilar 2.Protruido
3.Retraido
4 Desviado
Posicion de la Variable Nominal Evaluacién de la 1.Normal
Mandibula dependiente Categérica  posicion de la 2.Prognatismo

mandibula

3.Retrognatismo

4 Desviada
5.Posiciéon en reposo:
Normal
Descenso_
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{ndice Morfolégico
Facial

Variable
Dependiente

Numeérica
continua

Clasificacion segun el
indice longitud y
anchura cefalica

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)

Analisis de tercios
faciales

Variable
Dependiente

Numeérica
continua

Medida en mm de los
tercios faciales

1: Tercio superior
: Tercio medio
3: Tercio inferior

N

Analisis implantacion
orejas

Variable
dependiente

Nominal
Categorica

Evaluacién de
simetria implantacion
orejas

[ERN

: Simétricas
2: Asimétricas

Linea bipupilar

Variable

Nominal
Categorica

Evaluacién de
simetria linea
bipupilar

1: Simétrica
2: Asimétrica

Medidas
antropométricas

Variable
Dependiente

Numeérica
continua

Medida en cm-mm

1.Perimetro cefélico
2.Distancia Pa-Pa
3.Distancia
Bicigomatica
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

Evaluacién de los labios

Variable
dependiente

Nominal
dicotémica

Alteracion de tamafio,
forma, colory
posicion de los labios

Presencia o ausencia
de la alteracién
1.Labios armdnicos
2.Cortos
3.Incompetentes

Evaluacion del paladar

Variable
dependiente

Nominal
dicotémica

Alteracion de forma,
color y tamafio

Presencia o ausencia
de la alteracion
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Evaluacion de lalengua  Variable Nominal Alteracion del Presencia o ausencia
dependiente dicotomica  tamafio, formay color de la alteracion
Evaluacién insercion de  Variable Nominal Alteracién en la Presencia o ausencia
frenillos dependiente dicotomica insercion de los de la alteracién
frenillos
DESARROLLO OCLUSAL
Tipo de arco (BAUME) Variable Nominal Arcos con o sin 1.Tipo |
independiente  Categdrica  espacios fisioldgicos. 2.Tipo Il
Estadio de denticién Variable Nominal Formula dental 0-10
dependiente Categérica  (estadios Nolla) Para cada diente
(50,51)
Relaciéon molar Variable Nominal Interrelacion sagital Denticién decidua:
independiente  Categdrica  de segundos molares  1: Escalon mesial
superiores e 2: Escaldn distal
inferiores deciduos 3: Plano terminal recto
(57)
Relacién canina Variable Nominal Interrelacion sagital 1:Clase 1
independiente Categorica  de caninos superiores  2: Clase 2
e inferiores (57) 3:Clase 3
Overjet/ Overbite Variable Numérica Valor en milimetros Valorenmmoen %
dependiente continua (sobremordida
vertical y horizontal)
Maloclusiones Variable Nominal Alteraciones 1: Mordida cruzada
transversales independiente  Categdrica  encontradas en el posterior
plano transversal. 2: Mordida en tijera
Maloclusiones verticales Variable Nominal Alteraciones que 1: Mordida abierta
independiente Categorica  encontramos en el 2: Mordida profunda
plano vertical (57,80)
Maloclusién Variable Nominal Alteracion en el plano  Mordida cruzada
anteroposterior independiente  categdrica  anteroposterior anterior
1:Si
2:No
{ndice de Bogue Variable Evalua el espacio del 1.Micrognatismo
Dependiente Numérica arco dental en transversal /Sobre
continua sentido transversal expansion.

3.Arco abierto / Arco
cerrado.

ALTERACIONES
DENTALES
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Anomalias dentales Variable Nominal Presencia de Presencia o ausencia
dependiente Categorica  anomalias dentales 1: Numero
2: Forma
3: Estructura
Cronologia y secuencia Variable Numérica Evaluacién de la Edad de inicio de la
de erupcion dependiente continua cronologiay erupcion dental
secuencia de
erupcion
Presencia de caries Variable Nominal Categoria segun el 0: Sano
dependiente categorica  diagnostico de caries  1-2: Primer cambio
visible en esmalte
(lesion 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
Habitos deletéreos Variable Nominal Presencia, frecuencia, Presencia o ausencia
dependiente Categorica  intensidad, tipo de Frecuencia
habito parafuncional Intensidad
(81)
Habitos de higiene oral ~ Variable Nominal Presencia, frecuencia  Numero de cepilladas
dependiente categorica  cepillado dental al dia
Bruxismo Variable Nominal Presencia o ausencia 1:Si
dependiente categorica Diurno
Nocturno
2:No
Funcién de ingesta del Variable Nominal Alteracion de las fases  1: Adecuada
alimento dependiente Categorica  de la formacion del 2. Inadecuada

bolo alimenticio, tipo
de alimentacién que
ingiere (82)

ANALISIS FUNCIONAL
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Desarrollo del lenguaje  Variable Nominal Presencia de 1.Si
dependiente Categorica  Balbuceo, palabras, 2. No
frases, sonrisa (83)

Funcién de fonacién Variable Nominal Alteracion de la 1.Si

dependiente dicotomica  emisién de lavoz (82) 2. No
Funciones de la Variable Nominal Alteracién en la 1.Si
articulacién de la dependiente dicotémica  articulacion de 2. No
Palabra sonidos y consciencia

fonoldgica (82)

Posicién de la lenguaen  Variable Nominal Alteracion en la 1.Si
habla dependiente dicotomica  posicién de lalengua 2. No

Recoleccion de la Informacién:

Se recolecto la informacién clinica 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 informacion que se custodia en un computador de la
Escuela de Odontologia garantizando el anonimato de la identidad de los pacientes
del estudio clinico; garantizando el buen manejo de la informacién, y se custodia
una copia por seguridad en el Departamento de Microbiologia de la Universidad del
Valle.

Anadlisis de la informacion:

Las variables se tabularon en Excel® y se elaboraron tablas de frecuencia y figuras
en andlisis univariado y bivariado a través de la prueba Chi? para variables
categoricas y; KSmirnov y T-test para variables numéricas comparando los grupos
(74,84).

3.3 Consideraciones éticas
Acta de aprobacion N° 010-2018, codigo 074-018.

El Consejo de la Facultad de Salud de la Universidad del Valle, ha establecido el
Comité Institucional de Revision de Etica Humana (CIREH), el cual esta regido por
la Resolucion 008430 del 4 de octubre de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia
por la cual se establecen las normas cientificas, técnicas y administrativas para la
investigacion en salud; los principios de la Asamblea Médica Mundial expuestos en
su Declaracion de Helsinki de 1964, ultima revision en 2002; y el Cdodigo de
Regulaciones Federales, titulo 45, parte 46, para la proteccion 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 Discusion

Caracteristicas sociodemogréficas de la poblacion estudio

Del total de nifios evaluados en el grupo de SCZ, ocho casos fueron nifias y
provenian de la Ciudad de Santiago de Cali (Figura 11-8A); y el resto provino de los
municipios de Jamundi (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 11-8B). Trece de los nifios con SCZ fueron considerados de etnia mestiza,
y uno fue afrodescendiente. Las madres de nifios del grupo SCZ, en su mayoria
tenian educacion basica secundaria y conviven en union libre; mientras el nivel
educativo de las madres en el grupo control fue significantemente mayor (Tabla Il-
4). Aunque no se presentaron diferencias en la mayoria de las variables
sociodemogréficas, hubo un mejor nivel de escolaridad de la madre en el grupo de
nifios sanosy el periodo de gestacion fue menor en nimero de semanas en el grupo
SCZ. El entorno social y familiar fue mas complejo en SCZ, toda vez que las mujeres
viven en unién libre y su escolaridad es mas baja que en el grupo control (16,85).

ZIKV

SAND

||||

Figura 11-8. A. Distribucion de los nifilos con Zika congénito y casos sanos segun
grupo y sexo. B. Procedencia de los casos de Zika congénito segun sexo.

El promedio de gestacion en el grupo SCZ fue de 37.9 semanas y los partos fueron
vaginales en 10 casos, con al menos una ecografia al final del primer trimestre del
embarazo; y en 12 casos, las madres, presentaron sintomas relacionados con la
infeccion por ZIKV como fiebre, y salpullido con prurito. En el grupo control, el
promedio de semanas de gestacion fue 38.4 semanas, seis madres tuvieron parto
vaginal y seis por cesarea, con ecografia en el primer trimestre y ninguna presento
sintomas de infeccion por ZIKV durante su embarazo (Tabla 11-4).
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Tabla 1l-4. Caracteristicas sociodemograficas maternas y gestacionales en
nifios con y sin infeccion congénita por ZIKV del periodo epidémico 2015-

2017.
Tipo de caso ZIKV Sano (G.control) Total (p)
Sexo de los niiios
NINAS 9 6 15 0.462
NINOS 5 6 11
Escolaridad de la madre
Basica secundaria 10 4 14 0.028*
Técnico 0 1 1
Universitaria 4 2 6
Posgrado 0 5 5
Estado civil
Casada 3 2 5 0.884
Soltera 3 2 5
Union libre 8 8 16
Semanas de gestacion (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
Cesarea 3 6 9
No sabe 1 0 1
Ecografia 1ler trimestre
Sl 12 12 24 0.234
NO 2 0 2
Sintomas de ZIKV en el embarazo
Sl 12 0 12 0.000*
NO 2 12 14
TOTAL 14 12 26

*p<0.05, Chi? Fisher-Kolmogorov-Smirnov

El control prenatal incluyé en el 90% de los casos, la ecografia del primer trimestre
de embarazo y que pudo revelar alteraciones fetales mayores. En ninguno de los
reportes se identificd la microcefalia ni tampoco se recomend6 un aborto por
indicacion meédica, a pesar de que un 41.38% de las madres del grupo SCZ
presentaron sintomas clinicos relacionados con la infeccién por ZIKV; pero dichos
sintomas, no fueron signos de alarma durante los controles prenatales y por lo tanto
no se ordenaron pruebas especificas de laboratorio prenatales para comprobar una

infeccion por el ZIKV (86,87).

Caracteristicas craneofaciales
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Trece de los 14 nifios en el grupo SCZ nacieron con microcefalia; mientras que, un
nifio del grupo control tuvo un perimetro cefalico reducido al nacer, que se resolvio
durante el primer afio de vida. El promedio del perimetro cefalico en SCZ fue 43.5
cm mientras que en los controles sanos fue de 49.5 cm (p=0.001). Esta medida en
los nifios con ZIKV fue menor que lo reportado como parametros de crecimiento y
desarrollo en nifios colombianos de la misma edad (85,88) y el que presentaron los
controles (p=0.001) (Tabla 1I-5), siendo un hallazgo esperado por ser la
consecuencia mas reportada en la infeccion congénita por el ZIKV(89).

El indice morfologico facial (IMF) es un indice que tiene como estudio base una
poblacién colombiana (90) y para el grupo SCZ, el IMF fue clase 3, mientras que el
grupo de comparacién tuvieron un IMF clase 4. El biotipo facial predominante en
SCZ fue dolicocefalico, mientras aquel de los nifios sanos fue mesencefalico (Tabla
[I-5). El patrén de IFM clase 4 y de biotipo mesencefélico hace parte del promedio
de lo reportado para nifios colombianos de la misma edad (85,90).

Once pacientes SCZ tenian el maxilar protruido y nueve la mandibula retraida
mientras que; la mayoria de los pacientes sanos tenian un desarrollo maxilar normal
(p=0.001). En SCZ el tercio inferior estuvo incrementado sagital mente, que
comunmente se asocia con interposicion lingual y posicion baja de la lengua,
rotacion de la mandibula en sentido horario que genera el aumento de la dimensién
del tercio inferior de la cara y mordida abierta anterior (69,87).

En nueve nifios del grupo SCZ, la linea 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 asimetria (Tabla 11-5). Al compararse los tercios faciales, el grupo
SCZ presento el tercio superior mas pequefio 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 mas bajo y fue de 25.1 mm mientras que; aquel en el grupo sano
fue 28.2mm. En relacion con las medidas antropométricas craneofaciales, la medida
anteroposterior del maxilar superior (t-Sn) fue mayor en el grupo control 0 sano con
un promedio de 11.9 mm, seguido del ancho de la frente (Pa-Pa) promedio 11.6 cm,
el ancho bicigomatico (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 presenté el grupo ZIKV, 8.2 cm. Por
altimo, 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
antropomeétrica mas reducida fue la distancia Gla-Op en los casos SCZ, al igual que
la asimetria en el plano pupilar asociado con estrabismo (Tabla 1I-5), signo que ha
sido reportado comunmente en otros estudios clinicos de nifios con infeccion
congénita por ZIKV (76,91).
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Tabla II-5. Caracteristicas craneofaciales en nifios con y sin infeccion

congénita por ZIKV del periodo epidémico 2015-2017.

Tipo de caso ZIKV Sano (G. control) (p)
Dx. Microcefalia al Nacer
S| 13 1 0.000*
NO 1 11
Perimetro Cefalico (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
Braquicefalico 0 1 0.104
Dolicocefalico 10 3
Mesencefalico 5
SIN DATO 3
Perfil Facial
Recto 1 4 0.127
Cdéncavo 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
Mandibula
Normal 3 8 0.031*
Protruido 1 1
Retruido 9 1
SIN DATO 1 2
Linea Bipupilar
Simétrica 3 7 0.014*
Asimétrica 9 1
SIN DATO 2 4
Borde inferior de orejas
Simétrica 0.228
Asimétrica
SIN DATO
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
2g-g 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: indice morfolégico 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, Chi? Fisher-Kolmogorov Smirnov-T- test

Caracteristicas dentales, oclusales y habitos

Ocho de los nifios con SCZ presentaron una relaciéon molar temporal de escalén
distal (p=0,003), que puede predisponer a maloclusion con relacion molar de clase
Il en la denticion permanente(92). En 4 casos resulté imposible determinar la
relacion molar (NA) debido a que el segundo molar temporal (superior y/o inferior)
no estaba bien erupcionado al momento de la valoracién. Nueve del paciente con
SCZy 10 en el grupo control tuvieron una relacion canina clase lll. Solo tres casos
del grupo ZIKV presentaron mordida abierta anterior mientras que solo uno en el
grupo control; lo que podria relacionarse con el uso prolongado de biberén(92). Es
comun el reporte de que los habitos de succidén no nutricional durante la denticién
decidua pueden generar mordida abierta anterior, atn sin tener en cuenta el patrén
morfologico facial del paciente (93).

El ancho intercanino e intermolar maxilar, mandibular y el perimetro de arco superior
se encontré mayor en el grupo SCZ en comparacion 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 comparacion con el grupo control y
esta representado en la tabla con la distancia intercanina e intermolar. Por otra
parte, el analisis de Bogue mostré que los dos grupos presentan un adecuado
desarrollo transversal de los arcos. Los espacios primates son beneficiosos para el
desarrollo de la denticién permanente en los arcos 6seos durante el crecimiento.
Estudios en poblaciones similares informaron que la frecuencia de arcos tipo | es
decir arcos espaciados es 53,3% y 45,7% para el tipo Il, respectivamente. Los arcos
dentales en los dos grupos presentaron dichos espacios en mayor proporcion es
decir presentaron arcos tipo | en su mayoria, lo que favorece el desarrollo de la
oclusion (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
estimulacién miofuncional nutritiva, pues hay estudios que han reportado la relacién
entre la longitud del arco dentario, en ancho transversal del arco, distancia
bicigomatica y fuerza de mordida que parece benefician el crecimiento y desarrollo
adecuados de los maxilares (94).
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Tabla I1l-6. Caracteristicas dentales y oclusales en nifios con y sin infeccién
congeénita por ZIKV del periodo epidémico 2015-2017.

Tipo de caso ZIKV Sano (G.control) p
Relacién molar
Plano terminal recto 1 9 0.003*
Escaléon mesial 0 0
Escaldn distal 8 2
NA 1 1
SIN DATO 4 0
Relacién canina
Clase | 2 2 0.405
Clase ll 1 0
Clase lll 9 10
SIN DATO 2 0
Mordida abierta anterior
S 3 1 0.356
NO 11 11
Mordida profunda
Sl 3 4 0.770
NO 10 7
SIN DATO 1 1
Ancho intercanino maxilar 31.1(23-36) 29.2 (25-38)
Ancho intercanino mandibular 39.8 (31-45) 38.7 (32-44)
Ancho intermolar maxilar 25.3 (19-34) 23.7 (20-31)
Ancho intermolar mandibular 35.6 (29-39) 35.1 (32-39)
Perimetro de arco superior 76.2 (54-86) 72.7 (68-83)
Perimetro de arco inferior 68.1 (48-80) 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
Andlisis de Bogue 31.8(27.1-36.5) 30.3 (27-34) 0,494
Espacios interdentales
Tipo | 11 8
Tipo Il 3 4
SIN DATO 0 0
I NA: Categoria No Aplica porque no fue posible por cuestiones anatomicas, tomar la medida clinica.
1. 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, Chi? Fisher

Caracteristicas dentales y habitos orales

Una caracteristica importante en los pacientes SCZ es el tipo de dieta, la mayoria
de los pacientes presenta una dieta liquida y semisdlida, comparado con los
pacientes del grupo control que presentan la mitad una dieta semisélida y la otra
mitad solida. Los pacientes SCZ debido a su disfagia presentaban una dieta blanda
y por esto, no tienen suficiente estimulacion masticatoria. El habito de bruxismo
(diurno y/o nocturno), se presentd en 12 nifios con ZIKV congénito y solo estuvo
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presente en 4 nifios del grupo sano, esta diferencia fue estadisticamente
significativa (p=0,006) (Tabla 11-7). Para este caso, el bruxismo continuo
posiblemente compensa el estimulo masticatorio deficiente a nivel miofuncional,
necesario para el desarrollo transversal de los arcos dentarios (Tabla 11-8) (74,91).
Sin embargo, el bruxismo es una parafuncibn 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 maduracion y la edad bioldgica, el poder
entender el orden de erupcion dental puede indicar alteraciones locales o sistémicas
de acuerdo con las discrepancias entre la edad cronoldgica y la edad biol6gica (96).
Del grupo de los pacientes SCZ, cuatro presentaron alteracion en la cronologia y
secuencia de erupcién dental comparado con los pacientes sanos que no lo
presentaron; una posible causa de este retraso en la erupcion puede relacionarse
con el tipo de dieta que presentan (blanda o liquida), y la ausencia de una dieta con
diferentes consistencias que genere esa estimulacién en la erupciéon (33). Otra
hipotesis alternativa pero sin todavia un sustento bioldgico, es aquel que el retraso
en la erupcién del segundo molar temporal se podria generar por la afectacion que
parece generar el virus ZIKA durante la ontogénesis (97). Se han reportado
alteracion de la formacion dental en los pacientes con SCZ en otros estudios, pero
en este estudio no se encontraron anomalias de nimero, tamafio, forma y estructura
en la denticion decidua (16,73,91,98). A diferencia del grupo de pacientes sanos
donde se encontrd un paciente que presentaba anomalia de nimero encontrandose
una agenesia dental.

Se realiz6 la evaluacién de caries siguiendo los criterios de ICDAS y se puede inferir
que un 34.48% de los 26 nifios 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 azucar y ademas es necesario educar
a las madres sobre la importancia de la remocion eficaz y diaria de la placa dental
de los nifios, teniendo en cuenta sus limitaciones motoras para hacerlo por si
mismos (99) (Tabla 1I-7).
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Tabla 1I-7. Caracteristicas dentales y habitos en nifios con y sin infeccién
congénita por ZIKV del periodo epidémico 2015-2017.

Caracteristicas dentales y orales ZIKA Sano p
(G.control)
Alteracion cronologia y secuencia de erupcion Sl 4 0
NO 9 11
SIN DATO 1 1
T T T
Anomalias dentales Sl 0 1 0.271
NO 14 11
T T T
Caries dental S 7 3 0.191
NO 7 9
| T |
Consistencia de dieta LIQUIDOS 5 0
SEMISOLIDOS 7 6
SOLIDOS 1 6
SIN DATO 1 0
| T |
Bruxismo Sl 12 4 0.006*
NO 2 8
T T T
Insercion de frenillos NORMAL 11 9
SOBREINSERTADO 3 3

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

**ND: no data***Comparison values: Lépez Rodriguez, Y. N. (2015). Antropometria craneofacial en nifios de 0 a 4 afios-una perspectiva
bayesiana. Odontologia. Carvajal, E. A. 2017. Estudio antropométrico y patrones de crecimiento de las regiones craneofacial, facial y
nasolabial en nifios de 0-5 afios. Bogotd, Colombia (Doctoral dissertation, Universidad Nacional de Colombia-Sede Bogotd).

En cuanto a la insercibn muscular de los frenillos se pudo observar que el mismo
ndamero de pacientes presentaron el frenillo labial superior sobreinsertados 3
pacientes en el grupo SCZ y 3 en el grupo control: no hubo diferencias estadisticas
en este estudio, pero es un signo reportado en varios estudios clinicos de evaluacion
caracteristicas orales en nifios con SCZ (91).
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Tabla 1I-8. Caracteristicas miofuncionales en nifios con y sin infeccién
congeénita por ZIKV del periodo epidémico 2015-2017.

Tipo de Caso ZIKV SANO
. Verbal 3 12
Lenguaje No verbal 11 0
. Lingistica 2 12
Fase del lenguaje o
Prelinglistica 12 0
Disociacion movimiento de cabeza y S 0 12
mandibula NO 14 0
S| 1 9
Selle labial
NO 13 3
AUMENTADO 1 0
Tono cuello DISMINUIDO 6 0
NORMAL 7 12
MIXTO 2 1
Respiracién en reposo NASAL 3 10
ORAL 9 1
Simétrica 3 7
Linea bipupilar Asimétrica 9 1
SIN DATO 2 4
Simétrica 3 5
Borde inferior de orejas Asimétrica 7 2
SIN DATO 4 4

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

3.6 Conclusiones

Los nifios con SCZ presentaron perimetro cefélico 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 biberdn por su condicion clinica. En este estudio se pudo observar
que la microcefalia por SCZ no desencadena cambios en la féormula y la morfologia

de la denticion decidua. Sin embargo, una alteracién dental el patrén de erupcién
puede ocurrir, al igual que el bruxismo, arcos dentales tipo I, incompetencia labial,

disfagia, interposicion de la lengua, disfuncion masticatoria, mordida abierta y

dislalia. Ademas, la asimetria facial era evidente y algunas medidas craneofaciales
estaban disminuidas en los casos con SCZ. En contraste, los nifios del grupo
control, presentaron mayor perimetro cefalico, una mejor relacion intermaxilar, los
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tercios faciales y las medidas craneofaciales mas armoénicas con un plano pupilar
simétrico, de acuerdo con lo reportado para nifios colombianos de esta edad (85).

Ademas de lo mencionado anteriormente, también se pudo observar como parte del
cuadro clinico caracteristico de nifios con SCZ generado fundamentalmente por la
alteracion del neurodesarrollo como musculares de hipo o hipertonia en sus
extremidades, falta de soporte de los musculos de las vértebras y del cuello y la
persistencia de los reflejos primitivos, trastornos de la visibn 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
caracteristicas de su denticion permanente, asi como evaluar su desarrollo oclusal,
cambio de denticibn temporal a mixta y posteriormente ha permanente. Las
alteraciones disfuncionales en el SCZ requieren la intervencion de equipos
profesionales multidisciplinares, incluida la atencion odontolégica, para intentar
rehabilitar y mejorar la calidad de vida para esos nifios y sus familias.

3.6 Recomendaciones y Limitaciones

FIGURA II-9. Registro fotogréfico de nifios con ZIKV congénito.

La obtencion de las fotos y examenes como ayudas diagndsticas, fue muy dificil al
igual que la inspeccion clinica; pues el cuadro clinico de los nifios con todas sus
caracteristicas, no permitieron la toma de imagenes estandarizadas por la falta de
tonicidad muscular cervical (Tabla II-8)(esto no permite que los nifios sostengan la
cabeza por si mismos) (Figura 11-9). La toma de modelos de estudio y algunas
partes de la inspeccién clinica fueron muy dispendiosas por la hipersensibilidad
facial y perioral de los nifios al tacto.

No se alcanzo la muestra inicial propuesta de 20 pacientes para cada grupo, pues
a pesar de la busqueda activa de los casos, estos se encuentran muy dispersos en
el sistema de salud y no hay una institucion que agrupe los casos de ZIKV congénito;
adicionalmente, las condiciones de aislamiento mandatorias por pandemia, dificultd
la asistencia de los nifios a la evaluacion clinica. Por estos motivos, solo se lograron
estudiar 14 pacientes y 12 pacientes controles sanos.
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Debido al subregistro durante la epidemia, pocas madres pudieron tener
confirmacion del diagndstico con laboratorio (PCR para virus Zika) y tampoco se
registré en la base de datos de tamizaje, el descarte de alglun riesgo para otros
trastornos congénitos craneofaciales sindromicos y no sindromicos.

Es importante continuar con el seguimiento del desarrollo de los nifios 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 acompafamiento 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 nifios.
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4. CAPITULO lIl: Desarrollo de un modelo de infeccion de ZIKV en células
embrionarias pluripotenciales y diferenciadas a linajes neurales.

4.1 Introduccion
Células de la cresta neural (CCN) en la embriogénesis

Las CCN son un tipo celular multipotente, que se diferencia en glia (G), neuronas
(N), melanocitos (M), miofibroblastos (F) y condrocitos (C) (es decir, progenitor
GNMFC) y responden a Sonic Hedgehog (Shh), un gen morfégeno identificado
como crucial para la supervivencia de las CCN craneales y la formacion del
esqueleto craneofacial (1,2); sin embargo su destino de diferenciacibn no esta
condicionado solamente por la cantidad de colonias altamente activas en
proliferacion, sino que también dependen de sefales extracelulares adicionales
(3,4). Este linaje celular, contribuye a todos los tejidos craneofaciales (5), migrando
hacia los arcos faringeos para formar los huesos y el tejido conectivo del esqueleto
craneofacial facial (6,7). El esquema resumen de la sefalizacion de las Células de
la Cresta Neural y sus derivados (Figura 1lI-1) (2).
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Las células responden a sefales especificas segun su destino a estimulos
mecénicos, moléculas unidas a la matriz extracelular o factores externos solubles
(2). Es muy importante la regulacién génica para la maduracion y diferenciacion de
la cresta neural (CN) medida por las proteinas 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 Unicas células capaces de diferenciarse en
condrocitos y osteoblastos (3,9). El neuro-craneo y el viscerocraneo se desarrollan
a partir del mesénquima, que se deriva de la cresta neural y del mesodermo paraxial
(6,10) con frecuencia hay deteccion hasta de un 10% de alteraciones por causas
genéticas (11). La mayoria de las malformaciones congénitas involucran tejidos
craneo-faciales (5).

Una de las vias de diferenciacion de las CCN mejor descritas es la del acido
retinoico, el cual co-regula vias cruciales como las de WNT, BMP, FGF y EMT para
la diferenciacion de las CCN troncales (2,12). En relacion con la accién del acido
retinoico sobre las CCN craneales con base en modelos de lineas celulares
humanas, han identificado la accion sinérgica de la via Hippo con la via dependiente
de YAP y la diferenciacion celular. YAP esta mas asociado con marcadores de
diferenciacion celular para dar origen alinajes celulares no neuronales (condrocitos,
osteoblastos, adipocitos) (3). En resumen, una vez se consolida el selle del tubo
neural, las CCN colonizan diferentes regiones del embrién con el fin de generar tipos
celulares distintos como: neuronas periféricas y glias, neuronas hipotaldmicas,
condrocitos y osteoblastos craneofaciales, melanocitos, células de cromafin
suprarrenal y también tipos de células del corazén, ojo y oido interno que contribuye
a todos los tejidos faciales, incluidos los huesos, el cartilago, los dientes, los nervios
y el tejido conectivo, entre otros (5,13). El potencial de diferenciacion de las CCN
estd guiado por su posicion original a lo largo del eje neural anterior-posterior,
generando 5 subpoblaciones: craneales, cardiacas, vagales, tronculares y sacras
(13).

La mayoria de lineas embrionarias precursoras neuronales, se dividen rapidamente
y se diferencian llegando a un perfil semejante a neuroblastos in vivo o neuronas
embrionarias; y son capaces ademas de elaborar neuritas inmaduras. Sin embargo
no todas tienen la capacidad de dividirse a una forma terminal de diferenciacion
careciendo tanto de morfologia como de caracteristicas neuriticas de las neuronas
pos-mitdticas (no tienen caracteristicas de polarizacion como los axones y
dendritas, y no expresan marcadores MAP2 y proteinas de neurofilamentos-NE)

(1).

Como se conoce previamente, las células neuronales maduras son incapaces de
dividirse cuando llegan a su estadio pos-mitético; excepto las neuronas del sistema
olfativo (1,14). Las lineas celulares clonales de continua division, son muy utiles
para estudiar aspectos relacionados con el sistema nervioso (1,15); sin embargo, la
linea celular ideal para el analisis de los procesos de maduracién neuronal y los
factores intrinsecos que afectan al establecimiento del fenotipo neuronal maduro,
seria uno que se dividiera rapidamente 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-mitotico estable (1,14). Estas células
elaborarian extensos procesos neuriticos y madurarian a un estado similar al de las
neuronas primarias en cultivo (16). Un sistema como este permitiria a los
investigadores expresar proteinas mutantes o neurotoxicas que afectarian las
caracteristicas neuronales maduras. Las lineas 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- acido
retinoico), se diferencian a uno o varios tipos celulares segun las condiciones
extracelulares (1,14). Este proceso se parece a los procesos reales de induccion
celular de los fenotipos derivados in vivo hacia células neuronales, gliales,
musculares y/o endoteliales en diferentes etapas de la diferenciacion (1,14,17).

Hay muy pocas lineas 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 fenotipicos descritos
previamente, bajo condiciones de cultivo tratado con AR; pero se diferencia de las
demas lineas celulares embrionarias, por continuar el desarrollo de un perfil
neuronal de neurona madura en estadio pos-mitético (16,18-21). Sin embargo las
neuronas representan solo un porcentaje de las células en el cultivo inducido y
coexisten con una poblacion mas abundante de células planas grandes no
caracterizadas completamente, algunas identificadas como neuroglias y un nimero
residual de células madre no diferenciadas.

Células embrionarias pluripotenciales como modelo de estudio in vitro en el
desarrollo embrionario craneofacial.

Las lineas embrionarias pluripotenciales humana, tienen una firma genética, que
permite recrear el comportamiento de las CCN, migratorias y su diferenciacion a
derivados de tejido nervioso o ectomesenquimales. Hay lineas propiamente
humanas derivadas del blastocisto que son muy Uutiles; sin embargo las lineas
embrionarias carcinogénicas, tienen un comportamiento similar a las embrionarias
humanas, y de estas, las NTERA2 tienen un patron genético casi que idéntico a las
embrionarias humanas (22). Esta linea embrionaria carcinogénica es derivada de
linea germinal de carcinoma de testiculo y tiene un protocolo validado de
diferenciacion a linaje neural y no neural mediado por acido retindico (14,18).

Aun son varios los efectos del desarrollo de la infeccion congénita por ZIKV en
humanos que se desconocen, particularmente los mecanismos de induccién de la
microcefalia y las otras alteraciones orales, dentales, craneofaciales y del
neurodesarrollo. Esto justifica el desarrollo de modelos de infeccién biolégica, que
recreen con la mayor precision el proceso de infeccién viral en los precursores de
los tejidos craneofaciales y el desarrollo de enfermedad en los humanos. Lo anterior
permitira continuar investigando los mecanismos en la fisiopatologia de la infeccion
congénita del ZIKV y sus consecuencias (15,23), con impacto en la prevencién y/o
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desarrollo de opciones terapéuticas para estas complicaciones tan complejas en el
caso de la infeccion congénita por el virus del Zika.

Se han utilizado multiples modelos de la infeccion 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 mayoria de estos modelos los precursores
neurales parecen ser la poblacibn mas afectada por el ZIKV causando muerte
celular, alteracion del ciclo celular y diferenciacion prematura o alteracion de la
neurogénesis (6,27—29), lo cual explicaria la perdida de progenitores neurales en
la capa cortical del cerebro, el efecto viral sobre otros tejidos del neurocraneo o
células mesenquimales o incluso neuronas maduras pos-mitoticas estan menos
explicados con estos modelos.

Estudios previos en modelos animales y algunas lineas celulares embrionarias
sugirieron que las células neurales, gliales y no neuronales pueden
infectarse/afectarse por el ZIKV y provocar microcefalia, entre otras caracteristicas
congénitas neurodegenerativas que son desarrollados para comprender la
patogenia (6,15,23,30,31). En algunos en modelos de pollo y de ratdon 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 lineas progenitoras se ha
estudiado como se afecta la diferenciacion neuronal, sobretodo de la corteza (15) y
como la respuesta del interferonl (INF 1) puede inducir apoptosis celular tras la
infeccién con ZIKV (23,31).

Las células embrionarias precursoras neurales una vez se sella el tubo neural, han
mostrado una impronta genética precisa que guia la diferenciacién, 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 masculos, cartilagos, huesos y
tejidos dentales en la cabeza del embrion (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 morfologia mesenquimal como el hueso y
tejidos conectivos, y los gérmenes dentales, los cuales aparentemente resultan
menos afectados tras la infeccion congénita con ZIKV; ya que en estudios clinicos
se reportan algunas afectaciones en niflos con microcefalia, ausencia de selle labial,
bruxismo, disfagia alteraciones en el desarrollo maxilar, micrognatia mandibular, y
alteraciones miofuncionales en los musculos de la masticacion y alteraciones en la
cronologia de la erupcion 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
formacion de huesos derivados del viscerocraneo como la maxila (6).
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Por lo anterior, los modelos in vivo (animal) e in vitro son una estrategia util para el
desarrollo de experimentos que puedan generar nuevas hipoétesis acerca de la
afectacion 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 comun
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 infeccion 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 infeccion mayores pueden ser la
consecuencias directas o indirectas del virus (15,23,34-36). Las infecciones tardias
con el virus del Zika, una vez el embridn esta completamente formado, generan
menos consecuencias congénitas y son de menor severidad (24,37-40).

Linea celular NTERA-2 (NT-2): Un modelo de células embrionarias
pluripotenciales humanas.

Las células NT-2 son una linea celular bien caracterizada de células madre
embrionarias provenientes de linea 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 neurodegeneracion inducida por toxinas como el alcohol (42) y
enfermedades como el Alzheimer (43,44); ensayos clinicos en humanos para
recuperacion de funcién neuronal después de infarto cerebral (45) y recientemente
como como modelo de infeccibn por los virus neurotropicos 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 demas lineas celulares embrionarias, por continuar
el desarrollo hacia ar un perfil neuronal maduro pos-mitético por accion del AR
(16,18-21). Sin embargo, bajo la influencia de otros estimulos diferentes al AR, por
su naturaleza carcinoembrionaria de linea 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 IlI-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
Ultimas 2 décadas; centradas en el estudio de condiciones neurodegenerativas
patolégicas y la capacidad neuroprotectora cuando hay exposicion neuronal a
toxinas o patogenos (21,44,49). Sin embargo, no han sido utilizadas para estudiar
la infeccion por ZIKV, con la ventaja de que por su pluripotencialidad, parecen un
modelo prometedor para evaluar el tropismo y efecto viral sobre las células



72

precursoras como las de la CCN que originan los tejidos craneo-faciales, y de sus
progenies diferenciadas a linajes no neuronales y neuronales, incluidas las
neuronas maduras.

La linea celular NT-2 diferenciadas al fenotipo neuronal (NT-2-N) son estables, lo
gue las vuelve utiles para examinar funciones neuronales fisiolégicas 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 patdgenos neurotropicos clasicamente asociados a
TORCH, si se conoce que las progenies neurales, resultado de la diferenciacién, se
vuelven permisivas para la infeccién productiva de varios de estos patdgenos
incluidos CMV (15,46,47). Por todo lo anterior, el objetivo de este capitulo fue
optimizar un modelo de infeccién 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 Ila
infectividad/tropismo y/o afectacién de la diferenciacion hacia el linaje neural
(neuronas, astrocitos y oligodendrocitos); y posteriormente poder realizar un
andlisis comprensivo del perfil de expresion transcriptomico de estas infecciones en
el Capitulo IV.

Tabla llI-1. Marcadores en células NT-2 segun su fenotipo de diferenciacion.

, . . . No )
Proteina Anticuerpo Indiferenciada Neuronal Ref. reporte de anticuerpos
Neuronal

Torjanowski et al., 19892,

NF-L Rabbit anti-NF-L + Ackerman, 1994

NF-M RMO0O254 - + - 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

Keratina8y 18 Camb5.2 - + - 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 Gtz A;Bs - + - 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

Gonzdlez-Burguera, 2016;

TUJ1 Covance, Abcam, BD + + - Handley et al., 2016; Tonge and
Pharmingen™ Andrews, 2010.

ME311 - - + Ackerman, 1994

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

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

AP2 Novus Biologicals - - + Chambers 2009

*Datos no mostrados.

4.2 Metodologia.

Tipo de estudio:

Es un estudio in vitro de infeccion por ZIKV en un modelo celular (NT-2) que simula
la pluripotencialidad de las células premigratorias de las células embrionarias
pluripotenciales humanas y su diferenciacion hacia linaje neural y neuronas
maduras tras la estimulacion con Acido Retinoico (AR).

Linea celular NTERA-2 y mantenimiento del cultivo

Se utilizé la linea celular de carcinoma embrionario NTERA-2 (NT2/loneD1)
obtenidas del ATCC (catalogo # CRL1973), que contiene células madres
pluripotenciales precursoras de mdultiples tipos celulares incluidos linajes neural y no
neural, y que permite el aislamiento de neuronas hasta su forma pos-mitética
(18,50) funcional y células no neuronales, tras la estimulacion con AR (3,9,51,52).
Las células NT-2 fueron mantenidas en cultivo y propagadas a 37°Cy 5% COzcon
medio de cultivo de crecimiento (DMEM+SFB 10%+ Penicilina-Estreptomicina 1%)
segun los protocolos previamente descritos (14,19). Para obtener monocapas
celulares indiferenciadas confluentes (70-80%) en 2-3 dias , se sembraron a una
alta densidad utilizando aproximadamente 2*10°8 células/ botella de 25cm? (Falcon
®) y/o placas en camara de cultivo LabTek (Millicell-EZ millipore PEZGS0816®).
Las NT-2 en cultivo deben tener resiembra para autorrenovacién cada 5 dias,
tiempo después del cual empiezan a desprenderse y perder viabilidad La linea
celular se expandié mediante el procedimiento de cultivo descrito anteriormente y
se preservaron multiples viales para los experimentos mediante congelamiento en
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nitrégeno 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 realiz6 en la
camara de Newbauer y la viabilidad celular se estim6 mediante tincion con colorante
vital azul de tripan (Gibco®). La observacion y monitoreo visual de los cultivos se
hizo mediante microscopia de luz invertida, utilizando un microscopio Diavert
(Zivot®) con objetivo con magnificacion x100.

Virus zika (ZIKV)

Se utilizo un aislado clinico 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 gendmica 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 Sindrome Congénito por Zika (SCZ) en Colombia y otros paises
de Suramérica durante la epidemia y pos-epidemia (53,54). Para todos los
experimentos se us6 el mismo lote viral stock propagado en células VERO que
consiste en una suspension que produce 5x10° Unidades Formadoras de Placa por
cada mL (UFP/mL)

Linea celular VERO y plaqueo viral

Para la titulacién del inoculo de ZIKV por formacién de placas se utilizé la linea
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 suspension viral que
produce 80-100 unidades formadoras de placa (UFP) por mL y se incubé a 37°C
durante 1 h para permitir la adsorcion del virus antes de la superposiciéon con un
medio semisdlido (1,2 % de carboximetilcelulosa, 50% de 2X MEM, 1% de
aminoacidos no esenciales, 2% FBS, 1% penicilina/estreptomicina y 1% anfotericina
B). Los cultivos se incubaron durante 5 dias a 37 C, 5% CO2 para permitir el
desarrollo de placas de virus. A continuacion, las células infectadas se fijaron con
solucién de formaldehido al 20% y se tifieron con cristal violeta para contar las
placas y estimar las UFP/mL de la suspension.

Protocolo de diferenciacién de las NT-2 con AR

Para estimular la diferenciacion de las células NT-2 hacia una progenie de linajes
neurales y neuronas pos-mitéticas se utilizé6 AR en cantidades micromolares basado
en el protocolo establecido por Andrews (20) y modificado por Pleasure (1). El
protocolo de diferenciacion optimizado se resume en la Figura llI-2, y consistio 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 1lI-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 dias 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° uM 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.
[11-2); en paralelo con el objetivo de obtener cultivos con una pureza de 90% de
neuronas maduras pos-mitoticas, se resembraron nuevas botellas de cultivo
solamente las células con apariencia de procesos axonales y neuritas,
desprendiendo los cumulos de ellas mediante tripsinizacion breve y mecanica por
golpes suaves laterales de la botella con la mano. Estas células se cultivaron con
adicion de los antimitéticos ARAC al 1% (BLAU®)y Uracilo 1% (Neurax®) para
inhibir la proliferacion de las células de apariencia epitelial. En paralelo se realizaron
placas LabTek (MillicelllkEZ millipore PEZGS0816®) para tincion de
inmunofluorescencia con marcadores neuronales.

Procedimiento de infeccidn de células NT-2 indiferenciadas (pluripotenciales)

Se usaron para infectar con ZIKV monocapas celulares de NT-2 entre 60-70% de
confluencia (aprox 1*108 células ) en cada botella de cultivo de poliestireno de 25
cm? (Corning®) o placas de cultivo LabTek de 8 pozos (Millicell-EZ millipore
PEZGS0816®) para inmunofluorescencia, las cuales fueron infectadas con una
dilucién de la suspensioén stock de ZIKV (COL|2016|13785) que produce 1*10° UFP.
La dosis infectiva final estimada fue una multiplicidad de infeccion (m.o.i) de 0.1
(m.o.i = 1*10% UFP /1*10° células ). El inéculo viral se dej6é adsorber a las células
por incubacion a 37°C durante 1 h antes de removerlo y lavar suavemente con una
solucion 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 tripsinizacién suave
(0.25% , Sigma®) para extraccion de ARN o a fijar las placas LabTek para tincion
de microscopia de inmunofluorescencia (Millicell-EZ millipore PEZGS0816®).
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NTERA-2
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Figura llI-2. Esquema del protocolo de diferenciacion de las NT-2 con AR. En el panel A, se
muestra el procedimiento para obtencion 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 infeccién se monitoreo mediante gRT-PCR para ZIKV en el sobrenadante de los
cultivos posterior a la infeccion (p.i) al tiempo Oh, 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 infeccion se utilizaron células NT-2 sin infectar que se manipularon
de forma idéntica y simultaneamente como las infectadas, pero utilizando medio de
cultivo en lugar de la suspension viral. Estas condiciones de cultivo se optimizaron
mediante varios experimentos con diferentes dosis de ZIKV y tiempos de infeccién
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 rotulé6 como
“NZ” (NT-2 con ZIKV) para los propdsitos del analisis o “N” para el control NT-2 no
infectadas y el segundo experimento consistio 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 infeccidon de células NT-2 diferenciadas con AR

Para determinar la vulnerabilidad a la infeccién por ZIKV de la progenie celular
diferenciada de las NT-2 y el tropismo por precursores neurales (incluidos
neuronas, astrocitos, oligodendrocitos y microglia) en proceso de diferenciaciéon
celular y/o neuronas maduras, se infectaron con ZIKV (COL|2016|13785)
monocapas celulares de NT-2 (25 cm2 y LabTeK) con apenas 14 dias del proceso
de diferenciacion con AR, para garantizar la presencia de precursores de estas
células en varios estadios de su proceso de diferenciacion y otros linajes neurales
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y no neurales. La infeccidén se realiz6 a un m.o.i de 0.1 de manera idéntica al
proceso de infeccion descrito arriba para las NT-2 pluripotenciales. Las células NT-
2 + AR infectadas se mantuvieron en cultivo y continuamente en proceso de
diferenciacion con AR durante todo el tiempo posterior a la infeccién (p.i.) hasta que
se cosecharon a las 144 h p.i, por tripsinizacion suave (0.25% , Sigma) para
extraccion de ARN y las placas LabTek se procesaron para tincion de microscopia
de inmunofluorescencia. La infeccion se monitoreo mediante qRT-PCR para ZIKV
en el sobrenadante de los cultivos al dia 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 mantenian 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 simultdaneamente como las infectadas, pero utilizando
como indculo viral falso (MOCK) medio de cultivo en lugar de la suspension 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 infeccion 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 propésitos del analisis o “N-RA” para el control NT-2
diferenciada con AR no infectadas y el segundo experimento consistié de 3 cultivos
réplicas de N-RA-Z y 3 cultivos réplicas de N-RA como control de diferenciacion.

Para determinar el efecto de la infeccion ZIKV sobre la capacidad de diferenciacion
de los precursores hacia el linaje neural, se realiz6 otro experimento en el que la
infeccion con ZIKV se realiz6 72 horas previo a iniciar la diferenciacion con AR y
posteriormente a la infeccion los cultivos se mantuvieron con AR durante 21 dias
(NT-2+ZKV+AR), exactamente el mismo tiempo en diferenciacion con AR que los
cultivos NRAZ en los que se realizd la infeccion posterior al AR. En este
experimento se usoO la misma dosis m.o.i 0.1 del ZKV vy los cultivos se rotularon
como “NZRA” 3 replicasy “NRA” las tres réplicas de los controles sin infectar.

Ensayo qRT-PCR para ZIKV

Para monitorear infeccion ZIKV y magnitud de la carga viral en los cultivos celulares
de NT-2 , se obtuvieron alicuotas de los sobrenadantes a diferentes tiempo p.i. y
se realiz6 extracciéon del ARN viral utilizando el estuche comercial AcuPrep
(BIONEER ®). La deteccién y estimacion aproximada de la carga viral(valor Ct) se
realizo mediante el ensayo de Transcripcidn Reversa-Reaccion en Cadena de la
Polimerasa en Tiempo Real (QRT-PCR) segun el protocolo del CDC, usando los
primers y sondas fluorescentes FAM publicados por Lanciotti et al (54),
estandarizado y validado para uso clinico en el Laboratorio de virologia de la
Universidad del Valle.

Inmunofluorescencia Indirecta;:

Para detectar la presencia de neuronas maduras se intento la tincion con los
anticuerpos monoclonales primarios en raton (MAb), anti-TUBB3 (Biolegend®
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catalog# MMS-435P) y MAP-2 (Clone 5F9-Kennth Kosik). EI MAb Anti-TUBB3 es
especifico para la proteina tubulina beta 3 clase Il 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 proteina asociada a microtubulos 2, en
somas Yy dendritas de neuronas maduras. La reaccion antigénica-Mab se detecto
mediante un anticuerpo secundario anti-raton obtenido en cabra conjugado a
isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Millipore®).

Para detectar células infectadas con ZIKV se utilizaron como anticuerpos primarios
de deteccion un MADb especifico a la proteina 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 proteinas NS2B y E obtenidos de personas con
Zika durante la epidemia. Se usaron los conjugados FITC anti-raton para detectar
el MAb anti-E y para detectar los anticuerpos humanos con reactividad para NS2B
y E, un conjugado FITC anti-lgG humana del kit FA112d-1005-51
(EUROINMUNE®). Los controles negativos de la tincion consistieron en suero
normal de ratbn 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 tincién de
contraste fue el Azul de Evans.

La reaccion de inmunofluorescencia se observo en un microscopio de
epifluorescencia (Nikkon® Zivot®) en una magnitud de x200 y x400 equipado con
camara fotogréfica .

Analisis de la Informacion

Se realiz6 observacion diaria visual mediante microscopia Optica diaria de los
cultivos en microscopio invertido y se llevo registro fotografico. La caracterizacion
del efecto de la infeccion por ZIKV en las demas poblaciones no neuronales, para
los cuales no se tuvo acceso a anticuerpos especificos para ensayos de
inmunotincion; se realizd6 de manera preliminar con el Log2FoldChange (Log2FC)
estimado de la expresion de genes (RNA mensajeros) para marcadores especificos
de estas células (células mesenquimales, astrocitos, oligodendrocitos y microglia) ,
comparando los cultivos infectados con los no infectados (segin metodologia
descrita en Capitulo 1V). La informacion obtenida durante el desarrollo y
caracterizacion de los cultivos se consigno en fotos y archivos pdf. Toda la
informacion derivada de los experimentos de optimizacion de protocolos y
resultados de diluciones, manejo de densidad celular, tiempos de cultivo,
porcentajes de confluencia celular, esquemas de diferenciacion de células NT-2 e
inventarios celulares y de placas de células fijadas para ensayos de
inmunofluorescencia, se consigné en la minuta de laboratorio y archivos
digitalizados en tablas de Excel®; y reposan almacenados en el laboratorio de
virologia, del Departamento de Microbiologia 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 gRT-PCR provenientes de la plataforma QuanTStudio 5 donde se
procesaron se encuentran en el equipo y en archivos backup.

4.3. Resultados y Discusion

Establecimiento de las condiciones del cultivo celular NT-2 y diferenciacion
con Acido Retinoico (AR)

Las células madre embrionarias NT-2 representan un buen modelo de las CCN
premigratorias humanas por su pluripotencialidad, capacidad de autorrenovacion y
diferenciacion a neuronas maduras pos-mitéticas.

Para identificar vias moleculares afectadas en los progenitores neurales y no
neurales tras la infeccién por ZIKV (en el siguiente Capitulo 1V), en este capitulo
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 infeccién
se proceso en dos condiciones, con y sin AR (Figura 111-3).

Las células NT-2 sometidas a condiciones ideales del cultivo se multiplicaron
rapidamente 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 IlI-3 (Panel A). A la microscopia
Optica tienen morfologia de células epiteliales de somas grandes, uniformes, y
aplanada en una sola capa de confluencia (1,21) (Figura 1lI-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 diferenciacion a
distintos tipos de células segun los estimulos extracelulares (1,2). Pero también un
numero limitado de precursores neuronales (14) que se identificaron con una
molécula caracteristica del fenotipo celular neuronal (Tubulina beta3 clase llI).

Tras el estimulo 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
morfologia aplanada organizadas con apariencia de lagunas hacia la 3-4 semana
del cultivo (Figura IlI-3 B). Las células que forman los agregados celulares
superficiales corresponden a neuronas (1,20,21), como se demuestra en la tincién
de inmunofluorescencia (IFA) para el marcador especifico neuronal Tubulina beta3
clase lll (Figura lll-4 E). Se observan multiples agregados celulares IFA positivos
de células con somas pequefios y procesos similares a dendritas y axones, mientras
que las NT-2 sin diferenciar estan negativas a este marcador neuronal o se detectan
muy ocasionalmente (Figura llI-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 dias de cultivo enriquecido con AR (21,41). Sin
embargo, una proporcion 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 poblacion no neuronal, estimamos la expresion de
genes especificos para otras poblaciones celulares en los cultivos diferenciados con
AR (NRA), segun la metodologia que se detallara luego en el Capitulo IV, pero que
se listan en la Tabla IllI-2 de este capitulo. Efectivamente después de la
diferenciacion con AR se contindan expresando genes propios de células
precursoras y diferenciadas de los linajes mesenquimales con los conteos de
secuenciacion mas altos (YAP1, TAFAZZIN y FGF2) y de oligodendrocitos
(OLIGO1,0LIGO2) o microglias (CD68), pero sorpresivamente no de astrocitos , a
juzgar por el marcador GAFP (Ver columna NRA comparado con N de la Tabla llI-
2). Estos resultados, sugieren que la poblaciébn 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 diferenciacion con AR y 2 semanas adicionales de cultivo
sin AR, se formaron multiples capas celulares superpuestas muy densas de
aspecto borroso que impiden la visualizacién de estructuras a la microscopia 6ptica
o de contraste de fase (Figura lll-3 D), excepto por las células de morfologia 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 1lI-3. Microscopia 6ptica del progreso del cultivo y diferenciacion de las células NT-2
con AR . En (A) Células NT-2 indiferenciadas y de aspecto epitelial al 100% de confluencia en el
dia 3 desde el inicio del cultivo; en (B) NT-2 diferenciadas con AR durante 4 semanas, las flechas
sefialan agrupaciones densas de células pequefias que exhiben procesos celulares, creciendo sobre
células de morfologia epitelial que se indican con asteriscos; en (C) cumulos 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 antimitéticos ARAC y Uracilo, los
asteriscos indican algunas pocas células epiteliales residuales. La foto del inserto es una
amplificacion 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 sefialan areas enriquecidas de neuronas creciendo sobre
areas conteniendo células de morfologia epitelial (NT-2-noN) sefialadas por asteriscos.
Magnificacién de x100

Para determinar el potencial de diferenciacion hacia neuronas maduras pos-
mitéticas, se desprendieron mecanicamente y por tripsinizacion muy suave los
acumulos de neuronas superficiales a partir de cultivos de 4 semanas con AR
(Figura 111-3 B) y se resembraron con inhibidores mitGticos. Las células
resembradas se agruparon formando rosetas con extensiones de neuritas (Panel C
Figura IlI-3), que se mantuvieron viables y positivas para el marcador neuronal
Tubulina beta clase Il durante 4 semanas hasta la terminacion del cultivo y
criopreservacion, consistente con la descripcion previa del protocolo (1,41).

Soportados por los datos obtenidos a partir de los transcritos génicos con la
metodologia desarrollada en el Capitulo IV, se observo 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 vias relacionadas
con la embriogénesis en general, confirmando que las NT-2 son un buen modelo de
simulacién del destino de diferenciacién de las CCN en la embriogénesis (2,3,58,59)
(Figura suplementaria 1).

NT-2 (N)

o

NT-2+AR (NRA)
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Figura lll-4. Caracterizacion de la poblacidon neuronal de NT-2 (NT-2N) diferenciada con AR.
Iméagenes de los cultivos en microscopio de luz invertida (A y D) o de microscopia de fluorescencia
de la tincion de IFA para el marcador neuronal especifico Tubulina beta3 clase Ill 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 tincién.
La imagen de las reacciones de inmunofluorescencia se tomaron con magnificacién x400 para B, C
y F y de X200 para E.

En resumen, los resultados muestran evidencia que se logro establecer un cultivo
de células NT2 como fuente de células madre pluripotenciales y precursores
neurales y neuronas maduras para estudiar el tropismo (este capitulo) y de manera
comprensiva los efectos moleculares (Capitulo 1V) de la infeccion 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 infeccidn 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 diferenciacion
con AR varios dias anticipados a la infeccion (NRAZ) o 72 h posterior a la infeccién
(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 ceélulas neurales en diferentes estadios de
diferenciacion (neuronas y células gliales), neuronas maduras pos-mitéticas 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 dias bajo el
influjo de AR en los experimentos del grupo NRAZ y en los cultivos del grupo
experimental NZRA a los mismos 21 dias de estimulo con AR y 25 dias p.i con
ZIKV. Un andlisis preliminar de la infeccién cuantificada por la carga viral mediante
gRT-PCR en los sobrenadantes de los cultivos (Figura 1l11-5), indico un menor nivel
de infecciobn 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 diferenciacién 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 diferenciacién 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 infeccion aumento
exponencialmente a las 72 h de haber iniciado su diferenciacion hasta niveles
similares, aunque menores (Ct=15.8), de carga viral ZIKV en los cultivos que las
otras ceélulas 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 infeccion que los precursores neurales y fenotipos
celulares resultantes del proceso de diferenciacion con AR.

A. NZ (NT-2+ZKV) B. NRAZ (NT-2+AR+ZKV) C. NZRA (NT-2+ZKV+AR)
o ZIKV-FAM = | ZIKV-FAM —— - il ZIKV-FAM
't . > 5 8 » & v & a » ‘ ° f = > T . T . = t
I Ct=26.5 (48 h p.i) [
| Ct=23 (72 h p.i) Ct=16.6 (72 h p.i) Ct=25.6 (72 h p.i)
Ct= 10.6 (144 h p.i) Ct= 15.8 (144 h p.i)

Figura lll-5. Carga viral del ZIKV en los tres grupos de cultivos de comparaciéon NZ (A), NRAZ
(B) y NZRA(C) determinada por los valores Ct (Cycle threshold). Los graficos de amplificacion
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 infeccién (p.i).

Consistente con los resultados del gRT-PCR, la evaluacion de microscopia de
inmunofluorescencia mostré muy pocas células infectadas con ZIKV en las células
NT-2 (NZ) sin diferenciar (Figura IlI-6, panel A), pero abundantes cumulos de
células positivas a ZIKV en las células diferenciadas con AR (Figura lll-6, Cy E) a
las 144 h p.i, independientemente del momento en el cual se inicio la diferenciacion
hacia células neurales (antes o después de la infeccidn). Las células infectadas en
los cultivos no diferenciados denominados NZ mostraron escasa fluorescencia a
nivel citoplasméatico 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 IlI-6. Mientras que el patrén de fluorescencia en las células positivas a
ZIKV en los cultivos del linaje neural, ocupa totalmente el citoplasma de los somas
celulares pequefios y grandes, algunos de ellas con sus procesos igualmente
marcados con la tincién a zika y vacuolizacién perinuclear, la cual es tipica de la
infeccion in vitro con flavivirus (36).

Las células infectadas con ZIKV en los cultivos estimulados con AR (NRAZ y NZRA)
se disponen en acumulos que corresponden a las mismas zonas enriquecidas con
neuronas (Figura lll-6, paneles C, D, Ey F), y al igual que las neuronas se organizan
sobre otras células de aspecto epitelial negativas a la infeccion. Este resultado y el
bajo nivel de infeccién en ausencia de diferenciacion hacia neuronas con AR nos
permite concluir que la principal poblacién 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 infeccion congénita son a nivel del neurodesarrollo y la
infeccion de precursores neuronales y neuronas ha sido reportados anteriormente
en multiples modelos de infeccion (23,24).

Asi mismo, el fenotipo neuronal, sus precursoras y las células gliales expresan los
receptores para el virus zika (Tabla I-1 del Capitulo 1) (60); lo que se traduciria en
una mayor probabilidad de infeccion tras la estimulacion de la diferenciacion con AR
en células NT-2, como se observo en el primer panel Cy E de la Figura Il1-6.

NT-24ZKV (N2)

NT-2+AR+ZKV (NRAZ)

NT-2+4ZKV+AR (NZRA)

NRAZ
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Figura lll-6. Caracterizacion de la infeccién con ZIKV en células NT-2 pluripotenciales y
diferenciadas a linajes neurales y neuronas con AR. Tincion de inmunofluorescencia para ZIKV
usando sueros humanos policlonales de alto titulo especificos a las proteinas NS2B y E del virus
zika (A, Cy E) o el marcador especifico neuronal Tubulin beta3 clase Ill en los paneles B,D y F. En
G y H los sueros control del ensayo de IFA (suero humano normal para la tinciéon de ZIKV o suero
normal de ratén para la tincion con el MAb anti-neuronal). Las puntas de flechas indican células
positivas a antigenos de ZIKV, las flechas sefialan procesos axonales. El inserto en A muestra una
magnificacion de las células positivas. Magnificacion 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
cuantificacion sistematica del numero de neuronas presentes por técnicas de
inmunohistoquimica (Figura IlI-6, D y F). Por otra parte si parece afectar la
maduracién neuronal a su forma pos mitética, como se confirmé con la observacion
de doble tincion con microscopia confocal (Figura IlI-7). Este hallazgos ya habian
sido sugeridos previamente (63). Estos resultados sugieren que el ZIKV permite la
diferenciacion neuronal, pero evita que lleguen a su forma madura.

Figura lll-7. Caracterizacion de la infeccion con ZIKV en células NT-2 diferenciadas a linajes
neurales y neuronas con AR. Doble tincion de campo de infeccion de células NT-2 con AR
observada en microscopia confocal: células ZIKV positivas (Rojo), neuronas maduras posmitoticas
(verde) y la superposicién de los campos de tincion (MERGE).

Realizamos una evaluacion exploratoria preliminar de marcadores moleculares que
controlan la neurogénesis. A juzgar por una expresion significativamente mas baja
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de los genes reguladores negativos de neurogénesis CYP26B1, CYP26Al y
CYP26C1 o de la sobreexpresion significativa de mTOR, un regulador positivo de
neurogénesis (Tabla IlI-2; Log2FoldChange NRAZ-NRA) en NRAZ comparado con
su control sin infectar NRA, los resultados sugieren que la infeccion con ZIKV de los
precursores neuronales podria 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
metodologia del Capitulo IV con el fin de realizar una evaluacion exploratoria de los
otros fenotipos celulares no neuronales que pudieran estar afectados tras la
infeccion con ZIKV, mostré una disminucion significativa en la expresion génica de
OLIG1 y OLIG2, los dos factores de transcripcion fundamentales para el desarrollo
de los oligodendrocitos (Tabla 11I-2). Este resultado es indicativo de un efecto
deletéreo del ZIKV sobre los oligodendrocitos; que los oligodendrocitos son
susceptibles a la infeccion 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 exposicion perinatal en el que ZIKV redujo ostensiblemente la poblacion
de oligodendrocitos en la espina dorsal (65) o en neuroesferas de precursores
neurales infectadas con la cepa ZIKV asiatica pero no con dengue (25). Aunque no
se conoce si ZIKV afecta los procesos de mielinizacién, dado que este proceso se
completa posnatalmente, la afectacion de los oligodendrocitos podria explicar los
problemas en el neurodesarrollo en nifios expuestos tardiamente in Gtero que nacen
aparentemente asintomaticos (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 podria contribuir también a defectos en
el neurodesarrollo y microcefalia (64,69). Los fenbmenos clinicos 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
infeccién por el virus, pero también puede deberse a problemas en la conexiéon de
las placas motoras y en la generacion de la cobertura de la mielina en los axones
que hace que las sefales nerviosas no lleguen bien a los masculos efectores. Esto
mismo se ha propuesto como un posible efecto del sindrome 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 lll-2. Marcadores genéticos de linajes celulares caracteristicos 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

Linajecelular) ;N NRAZ NRA |NZN p-valor* Nl\T::' p-valor*

OLIG1 (64) Oligodendrocito | 2109 154 0 46 | 0,16 0,86] -7.33 0,002*
OLIG2 (64) Oligodendrocito | 1901 1333 0O 42 |-011 09| -7.2 0,01*
CD68 (57) Microglia 32 56 30 o |-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] 65 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 09| 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] 09 0,00072*
CYP26A1 (74) Regulacion AR 1 146 188 953 1558 | 0,4 02| -1,68 0,006*
CYP26B1 (74) RegulacionAR | 236 199 380 952 | -0,3 03| -197  0001*
CYP26C1 (74) RegulacionAR 1 28 26 56 30 | 1,5 01| -02 0,9

*p-valor significante (ajustado)

FC=Fold-Change

Mientras que

la generacion de

los oligodendrocitos parecen afectarse

negativamente por el ZIKV, la infeccion parece inducir activacion de la microglia
(determinado por sobreexpresion significativa de CD68, Tabla IlI-2) en las células
diferenciadas NRAZ como un mecanismo inflamatorio o como la incapacidad de
aclarar la infeccion 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 citometria
de flujo cuales son los perfiles inmuno-inflamatorios de los diversos fenotipos de las
células infectadas y si se generar la produccion de los interferones y otras citoquinas
proinflamatorias y si son funcionales. Adicionalmente en las células embrionarias
pluripotenciales ZIKV (NZ-N) disminuy6 significativamente la expresion de YAP
(Tabla 111-2), marcador principal de precursores de células mesenquimales (aunque
no intentamos comprobar la infeccion en células positivas a YAP); luego cuando las
células se indujeron a diferenciacion hubo sobreexpresion del gen mesenquimal de
maduracién y proliferacién de osteocondrocitos FGF1 (NRAZ-NRA; Tabla llI-2) , lo
cual sugiere que el Zika podria también afectar directa o indirectamente a las
células mesenquimales tanto en estadio precursor/temprano como en fase de
diferenciacion hacia linajes celulares mesenquimatosos (Tabla 111-2). También hubo
una expresion 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 llI-1. Estos resultados interesantes ameritan una mejor
caracterizacion de la infeccién ZIKV en las células no neuronales del modelo, para
asi poder acercarnos a entender otras consecuencias en el desarrollo de otras
estructuras no neuronales derivadas de la diferenciacion del vicerocraneo.
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4.4. Conclusiones:

Los experimentos de infeccion 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 infeccidbn de neuronas maduras
posmitoticas 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 infeccion con
ZIKV. Basados en los resultados obtenidos con esta aproximacion experimental, en
la Figura 111-8 proponemos como funciona nuestro modelo de la infeccién ZIKV en
células madre embrionarias pluripotenciales (NT-2) y linaje neural y no neural.

Las células NT-2 se diferenciaron en mayor proporcion a células neuronales y sus
precursoras tras la estimulacion in vitro con acido retinoico y son una fuente de
neuronas maduras pos-mitéticas, que en otros estudios han demostrado ser
funcionales y usadas en ensayos clinicos en humanos con fines terapéuticos.

. CEP(NT-2)

. CEPIZIKV Neurona
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@ NEZIKY 7 - Neurona/ZIKV
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‘ NG /ZIKV \é-Ohgodendrocno

ZIKV ACIDO RETINOICO
C. D

NEUROGENESIS ?
—\ AY
, **,\

4 1 \ﬂ\‘/—\}: |

\éﬁ CONDROGENESIS?
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Figura ll-8. Modelo de la infeccién ZIKV en células madre embrionarias pluripotenciales (NT-
2) y linaje neural y no neural. Diferenciacion de las CEP con AR en ausencia de infeccion (A) y
después de la infeccion con ZIKV (B). Mecanismo propuesto del efecto de la infeccion ZIKV en la
neuroglia (C) y en los precursores mesenquimales (D). Célula embrionaria pluripotencial (CEP);
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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 til para investigacion
in vitro de otros patdégenos neurotropicos emergentes o0 para otros investigadores
en el area de las neurociencias, y del desarrollo craneofacial en el caso que poder
generar organoides en donde interactuen las células derivadas de la cresta neural
gue migran a los arcos branquiales y forman importantes componentes de la cara,
de los dientes y del craneo.

El desarrollo del modelo de células NT-2, requiere mejor caracterizacion del
conjunto de células adherentes no neuronales, usando anticuerpos especificos 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
caracterizacion celular permitira describir y entender mejor el efecto del ZIKV sobre
otras precursores no neuronales en ensayos de microcopia confocal con tinciones
multiples.

La investigacion 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
organos completos, como aquellos que forman los componentes de la cara y del
crdneo que se pueden visualizar con modelos infeccion viral en animales o en
organoides, en donde interactian multiples tejidos, hormonas, morfégenos y genes
activantes (enhancers), oncogenes, genes represores, microRNA o RNA de
interferencia, etc.
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5 CAPITULO IV: Perfil transcripcional inducido por la infeccién del Virus Zika
en células embrionarias NT-2: hacia una integracion basico-clinica de la
infeccion congénita del Virus Zika con las ciencias basicas.

5.1. Introduccion

Las ciencias Omicas utilizan estrategias de secuenciacion masiva y de analisis
bioinformético para la investigacion traslacional del conocimiento biologico, y en
este caso los modelos con el virus del Zika no son la excepcion. Las mdltiples
secuenciaciones desarrolladas desde la investigacion basica 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 infeccién (57).

La transcriptbmica es una ciencia Omica que permite detectar la expresion
diferencial de genes (DEGs) a partir de la secuenciacion masiva de mRNA, en
condiciones distintas de los experimentos; ya sea un patdégeno, una sustancia toxica
u otra exposicién (124). Ofrece oportunidades para comprender relaciones de
funcién celular, metabdlica o patolégicas desencadenadas por cambios de
expresion génica inducidos por alguna exposicion particular, en tejidos u érganos.
En la ultima década, los ensayos de transcriptomica (RNA-seq) son una alternativa
comun para construir el perfil transcripcional, segun el objetivo de estudio (1).

En relaciébn con lo que se ha estudiado del transcriptoma en la infeccién 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
analisis de STRING o DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated
Discovery), sin embargo siguen siendo muy pocas hasta el momento (124-126).
Cada vez estd mas claro que la infeccion por el ZIKV tiene amplias implicaciones,
mas alla de la microcefalia; ya que los bebés nacidos con infeccion congénita por
ZIKV han presentado patologia en sus ojos, oidos, dimorfismo facial, alteraciones
en el desarrollo de las extremidades y otros sistemas; lo que lleva a preguntar si, el
ZIKV podria tener una firma de patogénesis especifica que lo distingue de los otros
flavivirus. Para lo cual el estudio del transcriptoma de células infectadas con ZIKV
podrian conducir a la identificacion de nuevas vias y / o objetivos farmacolégicos
para prevenir la infeccién por ZIKV y sus complicaciones asociadas (2).

Adicionalmente hay secuenciaciones de transcriptoma de ZIKV que aun no estan
curadas y evalltan la alteracion de la expresion génica en células precursoras del
SNC (principalmente en hNPCs e iNPCs) y tiene como hallazgo principal, confirmar
la alteracion de las vias 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 vias de expresion génica apoyado en el uso de ciencias dmicas



96

en distintos modelos de infeccién, principalmente células inducidas a
neuroprogenitoras (NPC) a partir de otros linajes jovenes 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 infeccidn con ZIKV (2).
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Figura IV-1. Andlisis bibliométrico de publicaciones en linea de tiempo con blasquedas “Zika AND
transcriptome OR transcriptomics”; en bases de datos Web of Science, Pubmed y Scopus
(Gréfica obtenida en el software VOSviewer 1.6.14®. Fuente: Propia).

Las publicaciones cientificas con este algoritmo de busqueda reflejan que hay
publicaciones desde el 2016, por lo que se presume que es un tema relativamente
nuevo y en ascenso como topico de investigacion para enriquecer el conocimiento
cientifico sobre la infeccion por ZIKV, su patogénesis y consecuencias. En el estudio
de la transcriptémica relacionada con el ZIKV como trabajos producto del empleo
de las bases de datos bioinformaticos, 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 estan disponibles para el
analisis (4-6). La mayoria de estudios, en orden cronolégico (Figura IV-1); se han
enfocado en entender la naturaleza del virus, el proceso de infeccién, el tropismo,
los biomodelos de infeccion y avances en al entendimiento de la inmunopatogénesis
a partir de ensayos de RNA-seq de secuenciacibn masiva y analisis de
transcriptomas.

Siendo consecuente con lo reportado en estudios clinicos, principalmente se ha
documentado hallazgos acerca de la transcriptomica del ZIKV en células
progenitoras infectadas, una afeccion significativa de la transcripcion de genes
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relacionados principalmente con enfermedades como Guillain Barré y patologias
relacionadas con la conduccion nerviosa de sistema nervioso central y periférico (5).

Tabla IV-1. Principales genes afectados y su relacion clinica con el SCZ, segun el
transcriptoma de células hNPCs infectadas con zIKV. Adaptada de Kozak, 2018

Disease Gene Gene name Disease Gene Gene name
symbol symbol
Microcephaly DYRKTA  Dual-specificty tyrosine-(Y)-phosphorylation regulated  Epilepsy syndrome  CDKLS Cyclin-dependent kinase-like 5
4 kinase 1A
MCPH1  Microcephalin 1 CST8 Cystatin B {stefin B)
CASK Caldum/calmodulin-dependent serine protein kinase TsCh Tuberous sclerosis 1
(MAGUK family) |
PHGDH  Phosphoglycerate dehydrogenase CACNB4  Calcium channel, voftage-dependent. beta 4 subunit
ARFGEF2  ADP-ribosylation factor guanine nucleotide-exchange CLON2 Chloride channel, voltage-sensitive 2
factor 2 !
ASPM Asp (abnormal spindle) homolog, microcephaly associated PCDH1S  Protocadherin 19
CENP) Centromere protein J KCNQ2 Potassium voltage -gated channel, XQT - like subfamily,
member 2
CEP152  Centrosomal protein 152 kDa CLNS Ceroid-lpofuscinosis, neuranal 5
SLC25A19 Solute carrier family 25 (mitochondrial thiamine ATPIAZ ATPase, Na +/K + transporting, alpha 2 polypeptide
) pyrophosphate carrier), member 19
WDR62 WD repeat domain 62 G Leudine-rich, glioma inactivated 1
Congenital |MCPHT  Microcephalin 1 SCN1B Sodium channel, voltage—gated, type |, beta subunit
nervous
system
disorders ! : ] S
MWRFGEF2  ADP-ribosylation factor guanine nucleotide-exchange ALDHSAT  Aldehyde dehydrogenase 5 family, member A1
factor 2 (brefeldin A-inhibited)
IGIF1 1GFB-induced factor homeobox 1 EFHCY EF-hand domain (C-terminal} containing 1
GRIN2B  Glutamate receptor, ionotropic, N-methyl D-aspartate 28 Encephalitis DDX58 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 58
SLC12A5  Solute carrier family 12 (potassium/chloride transporter), RPSA Ribosomal protein SA
member 5 !
FLNA Filamin A, alpha [TREX1 Three prime repair exonuclease 1
SIX3 SiX homeobox 3 Demyelinating PLP1 Proteolipid protein 1
SHH  Sonic hedgehog disease RTN4  Reticulon 4
COKSRAP2 CDKS regulatory subunit associated protein 2 [GALC Galactosylceramidase
NDE1 nudE nuclear distributicn £ homolog 1 GBS FAS Fas (TNF receptor superfamily, member 6)

WDR62 WD repeat domain 62

Otros estudios que han reportado hallazgos importantes de la infeccion por VZIK en
diferentes lineas celulares en su mayoria 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 activacién significativa de
las vias de respuesta antiviral incluidas (Figura IV-2): la activacion de la
"sefalizacion de interferon”, "el papel de los receptores de tipo RIGI en la inmunidad
innata antiviral", "reconocimiento de bacterias y virus", "sefalizacion TREM1" y

"sefalizacion de CD40" (2).
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Figura IV-2. Principales vias afectadas segun 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 vias antivirales activadas tras la
infeccion ZIKV, podrian ser las desencadenantes de una neurogénesis alterada; y
que la via del IFN tipo 1 domina la respuesta inmune mediada por la infeccion 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 infeccion con ZIKV (1). Por esto, el objetivo
de este capitulo fue analizar el transcriptoma y la expresion de genes relacionados
con el desarrollo neural y craneofacial en las células NT-2 infectadas con el ZIKV
en dos estadios de diferenciacion: embriologicas pluripotenciales y del linaje neural;
esto con el fin de acercar los hallazgos clinicos médicos y odontoldgicos de la
infeccion congénita con alteraciones identificadas en los transcritos génicos del
modelo de infeccion de células madre embrionarias NT-2.

5.2. Metodologia
Tipo de estudio:

Es un estudio de secuenciacion masiva tipo RNAseq para evaluar la expresion
diferencial de genes (Log2FoldChange-Log2FC), relacionados con vias de
diferenciacion 'y desarrollo neuroléogico y craneofacial en células
carcinoembrionarias pluripotenciales (NT-2) infectadas y no infectadas con el ZIKV;
en dos diferentes estadios de diferenciacion: indiferenciadas (embrionarias
pluripotenciales) y diferenciadas con Acido Retinoico-AR (linaje neural).
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SECUENCIACION

Figura IV-3. Flujograma de trabajo para cultivo, diferenciacion, infeccidn y extraccion de RNA
para ensayo de RNA-seq.

Transcriptoma:

El flujograma de trabajo del estudio del transcriptoma de las células ya
caracterizadas y diferenciadas se realiz6 a través de la técnica RNA-seq, y tuvo tres

fases descritas en la Figura 1V-4:
r ADQUISICION DE DATOS

DISENO

Y

Tres réplicas de "N", "NZ", | _ Preparacion de | Secuenciacion
"NRA"y "NRAZ" librerias (Multiplexado) (Reads > 30 millones)
I ANALISIS -
Mapeo y anotacion de _ | Identificacion de DEG's _ |Enriquecimiento de
genes =) (LogFold-Change) . vias

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

Las fases del experimento de secuenciacion masiva RNA-seq, del modelo de
infeccion con ZIKV de embrionarias pluripotenciales y de linaje neural.



100

Disefo: Esta es un estudio del ARN total de los 4 grupos diferentes con el fin
de identificar cambios en los patrones de transcripcion en cada condicién. Se
analizé 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 biolégicas para disminuir las
fuentes de varianza y aumentar la precision de los datos.

Extraccion de RNA: Se optimizo la extraccion del RNA (para el cumplimiento
de los estandares de calidad de NOVOGENE®), extraido con el kit RNA viral
extraction Accuprep®, con una segunda columna de purificacion del kit RNeasy
PowerSoil Total RNA de Qiagen®. La extraccion fue eficiente para las muestras
en las que se recuperan entre 1.5 y 3.5 *10° células por vial: para no saturar las
columnas con exceso de material genético y disminuir la contaminacién con
ADNCc (Tabla IV-2).

Adquisicién de datos: Con base en el ARN se generaron y secuenciaron las
librerias, posterior a la aprobacion de calidad con los parametros de pureza
(Nanodrop y Qubit), evaluacion de la integridad a través del gel de electroforesis
(5/5.8S, 18S, 28S) y el indice RIN (RNA Integrity Number). Se secuenciaron y
construyeron las librerias con Novaseq 150PE/6Gb por muestra.

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

Numero
Tipode Concentracion de
Tipo de Libreria P . Volumen Concentracién integridad Notas
muestra (Qubit) de ARN
(RIN)
oD
L Tt e e
- >=0. >= >= , ’
(Enriquecimiento sa(r?ore) 0.4ug 20uL 20ng/ul linea de oD
poli A) g base  A260/A280
>=2,

Anédlisis de la Informacion

La informacién de los transcritos genéticos de las células NT-2, se recibié en
archivos planos .fastg. La informacion se custodia en un disco duro de 500Gb de
capacidad destinado para almacenar la informacion de los datos crudos,
procesados, inventarios de muestras y protocolos del ensayo, garantizando el buen
manejo de la informacion, y reposa en el Departamento de Microbiologia de la
Universidad del Valle. El flujograma de trabajo de analisis bioinformatico se llevo a
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cabo como se reporta en la Figura IV-5:

[P i Gene Ontology
ARCHIVOS Anadlisis funcional de los (BPMF-CC).

(fastq) cambios de expresion * wikiciPath ¢
génica (Enriquecimiento) WikkiPat :é\éséCmVary

y T i

[ Modelo clinico - basico

DEG's LogFold-Change del efecto en desarrollo
(genes) neuroldgico y

craneofacial

QC (lecturas)

\J

Mapeo a Genoma de
referencia
(GRCh38.p13)-STAR

Conteo de lectura
(Feature counts)

Y

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

Control de calidad de los datos: Se evaluo 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 region: La medicion de la expresién génica se
realizo a partir del conteo de las lecturas Unicas mapeadas con el programa
FeatureCounts (9). La tabla de conteos fue importada al software R con los
paquetes dplyr y tidyverse.

Normalizacién de las lecturas para el efecto de la preparacion de la libreria:
Los datos de expresion 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 logaritmicamente y genera un peso de precision para cada
expresion de genes.

Estimaciones estadisticas de DEG’s

Una

aproximacion exploratoria de lo datos, se realizd6 con el analisis de

componentes principales (PCA) utilizando la biblioteca PRCOMP en R, que
proyecta objetos de datos multivariados en un espacio de dimension inferior
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mientras conserva la mayor cantidad posible de la varianza original (2). Se utiliz6 un
paquete de software de analisis de secuencias en un modelo lineal (DESeq?2) (10).
Se estimaron los cambios en los perfiles de transcripcién (DEG’s) y la magnitud del
cambio dada por el Log2Fold-Change (Log2FC) para determinar si esa magnitud
del cambio se da en sobre expresion génica o una infra expresion del gen; el error
aceptado para el estadistico fue < o igual al 5%. Se consideraron estadisticamente
diferentes, los cambios de expresidén 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 infeccion con ZIKV (NZ-N) e
inducidas al linaje neural con AR (NRAZ-NRA).

Enriquecimiento de vias

Para el enriquecimiento de vias se consideraron los genes con valores de FDR>2
(valor corregido de falsos positivos del cambio de expresion genética) y un p-value
<0,05, siendo estos los genes con cambios significativos en el andlisis. Cada via se
enriquecié segun la bondad de ajuste de los genes significativos con el total de los
genes reportados en cada via (estadistico BonFerroni-BF; p-value<0,05).

Interpretacion bioldgica de los resultados

Se establecié la relacidén funcional de los cambios de FDR al enriquecimiento de
vias genéticas con los repositorios de datos biologicos 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
expresion génica con las vias de sefalizacion mas importantes de la diferenciacion
celular con el paquete disgenet2-RStudio (11). Para el enriquecimiento de vias
relacionadas con procesos patolégicos en humanos se consultaron los repositorios
ClinvVar y OMIM.

El analisis clinico-basico tuvo como objetivo relacionar los genes que mayor
magnitud de cambio tuvieron en expresion, las asociaciones patologicas reportadas
en Gene Cards, hallazgos clinicos obtenidos en el desarrollo del Capitulo II,
evidencias observadas durante el desarrollo del modelo de infeccion del Capitulo
lll'y los reportados en la literatura cientifica. Asi mismo, las vias significativamente
enriquecidas con los procesos patolégicos en humanos se intentaron aproximar con
los perfiles clinicos neuro-craneofaciales reportados previamente.
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5.3 Resultados y Discusién

Extraccion y control de Calidad de RNA

Para asegurar la calidad de la extraccion del RNA, se emple6 una técnica con una
columna del Kit Accuprep® en un experimento piloto de cuatro muestras, una de
cada estadio de diferenciacion 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 secuenciacion de RNA-seq en la empresa
Novogene®, sin embargo los valores de contaminacién con cDNA eran muy altos y
no permitieron la construccion de una de las librerias en la secuenciacion masiva, a
pesar de haber tenido valores de RIN (Figura Suplementaria 2A), adecuados.
Basados en los resultados del experimento piloto y la optimizacion del proceso de
purificacion del ARN, se disefié un segundo experimento con tres réplicas bioldgicas
para cada uno de los tipos de estadio celular infectadas y no infectadas con ZIKV.
Al aplicar el protocolo de una segunda columna de purificacion de RNA del kit
RNeasy PowerSoil Total RNA de Qiagen®, los resultados fueron éptimos al obtener
menor cantidad de cDNA contaminante y obtener un buen tamario de las librerias a
pesar de tener valores de RIN (Figura Suplementaria 2B) similares al experimento
piloto. En conclusion, emplear una técnica de purificaciéon de doble columna elimina
gran cantidad de ADN contaminante siendo la concentracién de ARN efectiva al
momento de la construccion de las librerias.

Tabla IV-3. Muestras de RNA de cultivo y convenciones para las categorias de
analisis.

Células ARN Volumen ADN Nimero Genes Mé'tc.>do.d’e

Muestra (*105)  (ng/ul) (ul) (ng/uL) RIN de expresados  purificacion
lecturas (%)

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 Fallo 0 1
NRAZ 3,6 196 100 39,8 1 27382878 25 1
N Repl 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 Repl 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 Repl 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 Repl 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 bioldgica
**Método de extraccion 1= columna de extraccion 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 analisis de expresion diferencial, se ejecutd solo con las
muestras extraidas por el método de doble columna (Método 2); la diferencia del
tamafo de las librerias del experimento piloto con el segundo experimento, no
permitio hacer el analisis 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 biolégicas, 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).

Andlisis de expresion 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
determind la expresion 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 librerias. Después de normalizar el tamafio de las
librerias, estas quedaron de aproximadamente 22 millones de lecturas, para cada
réplica.

Distribution of ransformed data
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Figura IV-6. Normalizacion de conteos en las diferentes categorias de comparacion. A. Distribucion
de conteos crudos y B. Conteos normalizados con VST.
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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 tenian un
comportamiento distinto a las otras dos, y lograr normalizar los grupos (Figura
Suplementaria 3).

Para observar como si los grupos de comparaciéon se comportan graficamente
segun el disefo planteado, se evalud la distribucion de acuerdo a la verosimilitud de
la expresion, a través del andlisis de componentes principales. La mayor variabilidad
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de la expresion génica agrupa en extremos distintos la distribucion de los grupos.
El PC1 explica cerca del 80% de la varianza total de los datos, separando el perfil
de expresion 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 infeccién
principalmente las células NT-2 del linaje neural (NRAZ); sin embargo, la infeccidon
también explica diferencia en perfil de expresion génica en las células NT-2
embrionarias pluripotenciales (NZ) (Figura IV-7B).
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FiguraIV-7. Analisis de Componentes principales (PCA), en células NT-2 segun su diferenciacion
e infeccién con ZIKV. A. PCA componentes 1 y 2 de células indiferenciadas (N) y diferenciadas
(NRA). B. PCA componentes 1y 2 en células indiferenciadas (N).

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

Con el propésito de evaluar los cambios en la expresién génica del proceso de
diferenciacion inducido por el AR, se estimé 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
diferenciacion, de los cuales 6166  suprimieron su  expresion
(desregularon/infraexpresaron) y 5222 se sobre expresaron (Tabla IV-4; Figura IV-
8).

Tabla IV-4. Comparacién de genes netos expresados diferencialmente (p<0,05) en las células
NT-2 infectadas con el ZIKV segun la diferenciacién e infeccion.

DESREGULACION SOBRE EXPRESION TOTAL

Muestras comparadas (n) (n) (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.



106

De acuerdo a lo descrito en la literatura, se esperaba que los cambios inducidos
solamente por la diferenciacion del cultivo de células NT-2 con AR se presentaran
en gran cantidad, como se evidencié en los genes que cambiaron su expresion
(NRA-N) (12-16). Si bien, no fue posible durante el desarrollo del modelo de
infeccion (Capitulo 1ll) marcar la diferenciacion de otros tipos de células derivadas
de un perfil ectomesenquimal (caracteristico también del comportamiento de las
CCN en la embriogénesis), se explord con base en los transcritos génicos el cambio
de expresion de genes relacionados con la diferenciacion celular a otros linajes
celulares distintos al neuronal y algunos de los cuales se presentan en Tabla Ill-2
del Capitulo Ill; y se validé el escenario de simular graficamente con el
enriquecimiento de vias 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 diferenciacion de las CCN (15,17,18).
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Figura IV-8. Analisis funcional de la estimulacion de las NT-2 con AR. Enriquecimiento de genes
con cambios de expresion significativos (p<0,05) relacionado con procesos bioldgicos en la base de
datos Gene Ontology (GO BP). NRA versus N (NRA-N).

A pesar de que los parametros de analisis de la magnitud del cambio de expresion
fueron estrictos, en el caso de NRA-N (Log2FC,p<0,001), el perfil de las células NT-
2 cambid significativamente acorde al proceso fenotipico de diferenciacion, a
neurona madura como se mostr6 en el Capitulo Il (Figura lll-4, By E) (16,19).
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Cambios en la expresion génica en las células NT-2 por lainfeccion con ZIKV

La infeccion con ZIKV indujo cambios en la expresion génica de las células NT-2
independientemente de su estado de diferenciacion, hubo genes suprimidos en su
expresion y otros sobre expresados. Sin embargo, la infeccion 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
embriologicas pluripotenciales (N) cambiaron su expresion en las células NT-2
neurales (NZ-N=1022 vs NRAZ-NRA= 2051) tras la infeccién con ZIKV (Tabla IV-4;
Figura IV-9).

NRA-N _NZ-N NRA'N,__ ~ NZ-N
[ 5184 ““ 15 451 6007 0 547
P AN \ : &
20 ¥ 2 © , . /157 2
A [ 3 i (B)
1243 622
NRAZNRA NRAZ-NRA

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

La diferenciacion con AR (NRA-N) indujo sobreexpresion de 5184 e infra expresion
de 6007 genes unicos, que no fueron explicados por la infeccion con ZIKV (NZ-N 'y
NRAZ-NRA). A su vez, la infeccién por ZIKV de células NT-2 diferenciadas con AR
indujo una mayor expresion en 1243 genes y redujo la expresiéon de 622. En
contraste hubo una menor cantidad de genes que presentaron cambios en su
expresion en NT-2 embrioldgicas pluripotenciales infectadas (NZ-N)(Figura 1V-9);
posiblemente porque en el estadio inmaduro/precursor celular, las NT2 fueron
menos susceptibles a la infeccion como se ha reportado para otros virus
neurotropicos (20). y como se demostro en los resultados de las Figuras -5y 11-6
(Capitulo 11I).
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Andlisis de los mayores cambios de expresion génica inducidos en NT-2
infectadas con ZIKV
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Figura IV-10. Volcano Plot (Azul= infraexpresion - Rojo= sobreexpresion). Genes con mayor
expresion diferencial en las células indiferenciadas infectadas (NZ-N) (A). Genes con mayor
expresion diferencial en las células diferenciadas infectadas (NRAZ-NRA) (B).

Hubo cambios de infraexpresion y sobreexpresion en los diferentes tipos celulares
explicados por la infeccion con ZIKV. En la Figura IV-10 se muestra como los
cambios de expresion 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 segun la mayor magnitud del cambio
(Log2FC) y su relacion biologica a nivel funcional y los perfiles patolégicos
reportados para humanos, en los repositorios genéticos disponibles (Tabla IV-5).
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Tabla IV-5. Genes con mayor magnitud de cambio de expresion tras la infeccidon con ZIKV en
NT-2 embrioldgicas pluripotenciales (NZ-N) y de linaje neural (NRAZ-NRA).

GEN REGULACION PATOLOGIA RELACIONADA REF.
NZ-N
HOXBS 5,5 Leucemia Mieloide, sindrome congénito hipoventilacion  (21)
ANXA1 1,9 Edema cerebral (22)
RND3 1 Hidrocefalia ligada al X (23)
ZNF302 1 Gangliosidosis (neurodegeneracién) (24)
HFM1 1,6 Falla ovarica (25)
KLHDC9 0,9 Polineuropatia crénica (26)
XRCC4 Baja estatura y microcefalia con sindrome de resistencia  (27)
1,2 alainsulina
ARL14EP 0,9 Microcefalia (28,29)
ELMOD2 0,9 Fibrosis pulmonar (30)
IFTAP 1 Displasia Cranioectodermal (31)
ZFAND1 0,9 Patologia de hueso y demencia frontotemporal (32)
HOXB8 2 Comportamiento impulsivo, sindrome de Fragil X (33,34)
DRAM2 0,9 Distrofia de retina, retinitis pigmentosa (35,36)
ARV1 0,9 Encefalopatia epiléptica (37)
PRAC2 1,6 Braquidactilia tipo C (38)
SLC35A1 1 Trastorno metabdlico de glicosilacion (39)
TATDN1 0,9 Cancer de pulmén, carcinoma urotelial (40)
HOXB9 -6,62 Cancer pulmonar (41)
GLIS3 -5,74 Diabetes mellitus neonatal (42)
CRB1 -4,74 Atrofia corioretinal pigmentosa (43)
PDE1A -4,72 Uniones de cGMP (alteraciones metabdlicas) (44)
NTRK2 -3 Retraso mental, encefalopatia epiléptica (45,46)
SCD5 Sordera congénita, alteracién del desarrollo del sistema  (47)
-1,15 nervioso
DNALI1 -1,61 Disquinesia ciliar (48)
TPR -0,91 Sindrome de camptodactilia artropatia y pericarditis (49)
NIPBL Sindrome de Cornelia de Lange (dimorfismo facial, (50,51)
-1,15 prognatismo maxilar), Microcefalia.
ADAM17 -0,88 Enfermedad neonatal inflamatoria de la piel y el intestino (52)
ADAR Discromatosis simétrica hereditaria (hiperpigmentacion, (53)
-0,9 maculas)
ANK3 Desorden de desarrollo intelectual, Neurodegeneraciény (54,55)
-0,92 alteraciones mentales
KLHL20 -0,9 Patologia del desarrollo anterior del ojo (56)
SLC6A6 -1,09 Degeneracion retinal (57)
PPTC7 -1,21 Regulacidn de apoptosis (58)
FAM169A -1,03 Distrofia muscular Emeri Dreifuss (59)
EFNB2 -0,86 Alteracion del desarrollo del sistema nervioso (60)



FOXJ1 -1,48 Disquinesia ciliar (61)
SHPRH Xeroderma pigmentosa (neurodegeneracion relacionada (62)
-1,28 con fotosensibilidad ocular y de piel)
DDHD1 -0,97 Paraplejia espastica autosémica (63)
APAF1 -1,11 Defectos del tubo neural (64)
NRAZ-NRA
MARCHF10 7,7 Disquinesia ciliar (65)
GRIN2C 79 Retinitis pigmentosa, Esquizofrenia, Autismo, Alteracién  (66,67)
" en el desarrollo, Microcefalia
PRDM6 9,1 Alteracién de formacion arterial (68)
CRYBA4 8,5 Microftalmia, alteracién de formacion del cristalino (69)
Cl2orf42 Enfermedad de la pigmentacidn caracterizada por (70)
maculas hiper e hipopigmentadas reticuladas de
7,6 distribucién generalizada
MSS51 7,9 Discapacidad asociada al cromosoma X (71)
HAND1 7,8 Formacion alterada del corazdn 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 lIsotropia alternante (77)
SLC6A2 8,3 Ansiedad generalizada, desorden de hiperactividad (78,79)
TMEMG63C 8,2 Paraplejia espastica (80)
SMIM43 9,3 Artrogriposis (81)
PACSIN1 8,1 Endocitosis mediada por claritina (82)
AVPR1B -7,5 Diabetes insipida, Sindrome de Asperger (83,84)
Cllorf21 8 Macroglosia, Falla en la diferenciacion de células (85)
" pluripotenciales
GPR4 -7,8 Sindrome de hipoventilacion congénito, Cancer de ovario (86,87)
PLEKHD1 -8,6 Enfermedad infecciosa por virus del vision aleutiano (88)
DHRS2 -8,05 Enfermedad del oido medio (89)
SOX18 -8,1 Sindrome de hipotricosis, linfedema y telangiectasia (90)
KCINJ13 -9,2 Ataxia-epilepsia (91,92)
ERVV-2 -8,05 Gen enddgeno retrovirus (93)
MAGEB3 -7,5 Melanoma (94)
PTEN 813 Es parte de la via PI3K/AKT/mTOR y los inhibidores de (95)
"™ mTOR, se relaciona con microcefalia y autismo

HKDC1 -8,6 Labio y paladar hendido, retinitis pigmentosa (96,97)
LINCO1234 -8 Carcinoma escamocelular y cancer gastrico (98,99)
GLIS3 -1,23 Encefalitis equina y epilepsia (100)
KIFC1 -7,9 Transporte retrogrado Golgi-ER (101)
NTSE -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 Mlicrocefalia 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 expresion (38 en las células NZ y 34 en las células NRAZ) y las patologias
que se han asociado con esos genes (GeneCARDS). El cambio de expresidn génica
fue mayor en las células NT-2 del linaje neural infectadas (NRAZ) segun los valores
de Log2FC. Sin embargo, las alteraciones patoldgicas relacionadas individualmente
tanto en las células NT-2 embriologicas pluripotenciales (NZ) como en las NT-2 de
linaje neural (NRAZ), coinciden con algunos de los signos y caracteristicas
reportadas en la literatura y en nuestra cohorte de pacientes estudiada en el
Capitulo Il. La microcefalia es la caracteristica con mayor evidencia en el Sindrome
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 sobreexpresion en los genes: XRCC y ARL14EP, y una infra
expresion en el gen: NIPBL; y en el caso del linaje neural (NRAZ) se
sobreexpresaron: GRIN2C y en infra expresion: 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 clinico reportado en los pacientes con infeccién congénita en
los diferentes estudios clinicos; todos estos, de alguna manera representados por
los genes que se sobreexpresaron 0 suprimieron su expresion 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 infeccion 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 clinicas mas frecuentes en nifios con SCZ,
dislexia y artrogriposis respectivamente (109-114); asi 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 clinico del SCZ (109,115,116).

Con relacién al desarrollo facial encontramos genes en las NT-2 embrionarias
pluripotenciales infectadas (NZ) relacionados con prognatismo maxilar, tal como la
subexpresion de NIPBL, que fue un signo clinico comuan para los nifios evaluados
de nuestro estudio en el Capitulo Il (50,51). Por otra parte, también se presenté en
las NT-2 del linaje neural la infra expresion de los genes Cllorf21 (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 mayoria
de cambios significativos en genes relacionados con el desarrollo neuroldgico y
craneofacial, se presentaron en las células NT-2 de linaje neural infectadas (NRAZ).
Esto se puede explicar porque la proporcion de células en las NT2 embriolégicas
(NZ) es pluripotencial y de diferentes proporciones de precursores (no
caracterizados) de otros linajes distintos al neurolégico (14,16), pero también por
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que la mayoria de células infectadas en NRAZ son neuronas y/o precursores
neuronales (Capitulo Ill, Figura I11-6).

De acuerdo con lo reportado en la literatura se extrajeron datos de genes que
participan durante el desarrollo embrionario, en la formacién del complejo
craneofacial para evaluar la expresion diferencial, estos datos se resumen en la
Tabla IV-6:

Tabla IV-6. Comparacién de la expresion 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 - -
PAXS - - 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 estadistica al comparar con el control, para ese gen

p= ajustado

Hay genes que orquestan la formacién 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), proteinas de morfogénesis 0sea (BMP); asi como los factores de
transcripcion que se estimulan para llevar a cabo sus funciones: las familias de
factores RUNX, SOX, DLXy MSX (117). En la Tabla IV-6 hay cambios significantes
en genes relacionados con el desarrollo facial como FZD3, PAX5, HOXB5, HOXBS,
HOXA2 y FGF4,; y asi como los genes de la Tabla IV-5 pueden relacionarse con
aspectos del desarrollo anatdmico y funcional del complejo maxilofacial, estos
genes tienen participacion fundamental y se relacionan con procesos patolégicos
como dimorfismo facial, craneosinostosis y paladar hendido (18).

Enriquecimiento de vias

Para establecer la interpretacion funcional del cambio de expresion génica en las
células NT-2 inducida por la infeccidbn con ZIKV, fue necesario enriquecer las
anotaciones con las vias reportadas en los diferentes repositorios genéticos para
humanos de acceso publico. 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 1V-11).
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FIGURA IV-11. A. Enriguecimiento de genes relacionado con procesos moleculares de gene
onthology (GO MF). B. Enriquecimiento de genes en el repositorio de variables en expresion génica
clinica ClinVar. C. Enriquecimiento de genes relacionados con procesos biolégicos en la base de
datos Gene Ontology (GO BP).
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De acuerdo al analisis de enriquecimiento, en las células NT-2 embriologicas
pluripotenciales por Zika (NZ) principalmente se presentan significativamente
alterado procesos moleculares relacionados con canales de calcio (Figura IV-11A),
clinicamente se altera la via relacionada con la presencia de convulsiones (ClinVar:
sceizures) (Figura 1V-11B) que es un signo clinico frecuentemente encontrado en
nifios con SCZ (118). Se presentan con significancia estadistica, alterados procesos
biologicos relacionados con el desarrollo embrionario, desarrollo sensorial,
transporte de iones (incluido el calcio)(109) y desarrollo de la retina, este ultimo
también una secuela comun de la infeccion congénita con ZIKV (2) (Figura IV-11C).
En este andlisis de las células NZ, no se identifican vias activadas como repuesta
inmune a la infeccibn 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 infeccidn en este estadio (Capitulo IlI).

Por otra parte, los cambios en las células NT-2 de linaje neural (NRAZ)
enriquecieron funcionalmente vias para los repositorios de procesos bioldgicos y
clinicos de Wikki Pathways (WP), KEGG y Gene Ontology (GO BP); asi como para
el repositorio de procesos moleculares de Gene Ontology (GO MF) (Figura 1V-12).
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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 biolégicos en la base de datos Gene
Ontology (GO BP).

En el analisis de las células NT-2 de linaje neural, la infeccion por ZIKV (NRAZ)
muestra alteraciones en la expresion de genes relacionados con vias moleculares
y biologicas del transporte de iones (especialmente del Calcio) al igual que para el
caso de las células NT-2 embriolégicas pluripotenciales e infectadas con ZIKV (NZ).
Alteraciones en vias 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 vias enriquecidas relacionadas con la
respuesta inmune a la infeccion, sin embargo no aparece la via 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 proporcién de
progenitores neurales que tienen las lineas celulares en otros modelos de estudio
(120). Si se identific6 DEG en el TNFRSF1, reportado recientemente como parte de
la respuesta a la infeccion por ZIKV, en el grupo NRAZ-NRA(1).

Clinicamente se muestran alteraciones que enriquecieron vias patologicas
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 hipdfisis (121), sin embargo hay que seguir observando si se
presentan algunos de estos sintomas de autoinmunidad o enfermedades
metabdlicas a medida que los nifios con SCZ contindian su crecimiento y desarrollo.
También se enriquecieron vias relacionadas con problemas de neurotransmisores
y la percepcion sensorial, alteraciones que clinicamente estuvieron presentes en el
grupo de nifios evaluados y descritos en el Capitulo Il, quienes presentaron
alteraciones desencadenadas por hipersensibilidad facial y perioral, y en algunos
casos perdida de la vision y audicion; lo cual probablemente se puede relacionar
con alteraciones en el desarrollo del Sistema Nervioso Periférico-SNP (122).

Acercando la clinica de la infeccion congénita del Virus Zika con las ciencias
basicas

En un esfuerzo por generar hipotesis que contribuyan al conocimiento de la historia
natural de la infeccion congénita por ZIKV, tratamos de reconciliar los hallazgos
obtenidos de lo reportado a este respecto en la literatura cientifica, con los
resultados de nuestro estudio clinico (Capitulo II), el desarrollo del modelo de
infeccion de NT-2 (Capitulo 1) y el perfil de expresion 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 clinicos que se han descrito para el SCZ.
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Hay algunos signos y sintomas reportados en la literatura como parte del SCZ, que
ya tienen algunas asociaciones genéticas comprobadas con otros estudios clinicos,
tejidos infectados con ZIKV de humanos, modelos animales y modelos celulares de
infeccion con ZIKV (en color azul), algunos también encontrados por nosotros (en
color morado). Sin embargo, segun la evidencia presentada en los Capitulos II, 1lI
y IV, la infeccién con ZIKV altera o induce la expresion de otros genes en el modelo
celular, con los que también se han documentado en general relaciones patoldgicas
en la base de GeneCARDS y que hacen parte del SCZ (Figura IV-13). Los nuevos
genes aqui reportados pueden explicar signos importantes del SCZ como en la
microcefalia, epilepsia y malformaciones oculares del cristalino y pigmentaciones de
retina (2,109,116).
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Figura IV-13. Asociacion patoldgica del SCZ y perfil de expresion 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 relacion con los hallazgos clinicos mas frecuentes del SCZ. Azul= Genes
previamente reportados a cada signo clinico, Morado= Genes encontrados con expresion diferencial
en nuestro estudio y previamente (123) y = Los genes propuestos por este estudio integrando
los resultados de los Capitulos lI-1lI-IV.

Por otra parte estamos reportando nuevas caracteristicas clinicas del SCZ
consecuencia de la afectacion del desarrollo craneo-facial, que se identificaron con
alta frecuencia en la caracterizacion clinica del grupo de nifios evaluados en el
Capitulo Il y se pueden relacionar con los genes que presentaron mayor magnitud
de cambio de expresion en el modelo in vitro de infeccién ZIKV en las células
humanas (pluripotenciales y neuronas/linea neural), como son la dislexia y el
prognatismo maxilar (107,111,112,124). Estos ultimos resultados también son
novedosos y podrian ser el resultado de cambios genéticos generados por ZIKV, en
células progenitoras mesenquimales de CCN o su progenie en el viscerocraneo,
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que de acuerdo a nuestro modelo in vitro (Tabla IlI-2) también son afectadas por
ZIKV; por ejemplo la sobreexpresion de YAP (como marcador mesenquimal) en NZ
y FGF1 (como marcador de factor de crecimiento de fibroblastos) en NRAZ; que
nos sugiere algun tipo de afeccion explicada por la infeccidon en estas células que
juegan un papel importante en la diferenciacion de las CCN y en la formacion de la
cara (18,125).

5.4. Conclusiones

La infeccion congénita por ZIKV afecta mas a las células del linaje neural por su
mayor susceptibilidad a la infeccion, lo que confirma las aberrantes consecuencias
clinicas que observamos en la formacion del SNC y SNP en los nifios afectados
durante el periodo de epidemia en Colombia. Sin embargo, otras afecciones clinicas
craneofaciales, no precisamente derivadas de alteraciones neurodegenerativas por
la infeccién con ZIKV, y que pueden explicarse por efectos directos o indirectos del
virus en células precursoras mesenquimales que, segun los resultados de nuestro
estudio, son secuelas clinicas de la infeccion, pero de menor gravedad. A pesar de
ser menores y diversas las secuelas anatomicas y funcionales sobre el desarrollo
craneofacial tras la infecciébn congénita por ZIKV, estas demandaran servicios de
atencién 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, seguirdn siendo los escenarios que permitiran continuar construyendo
la historia natural de esta enfermedad.

El modelo de infeccion celular permitié 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 nifios clinicamente desde la
odontologia y otras disciplinas para intervenir las secuelas de la infeccién congénita
por ZIKV en el Valle del Cauca.

El desarrollo del modelo celular de NT-2 debe ser mejor caracterizado en estadio
de diferenciacion (con marcadores especificos de neurona inmadura Yy
mesenquimales), ya que se visualizan diversos tipos celulares a partir de la
estimulacién con AR, y se sugiere que son células de naturaleza ectomesenquimal;
y asi con una mejor caracterizacion de los tipo celulares se pueden usar con otros
patdgenos neurotrépicos identificados o emergentes.
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Se sugiere enriquecer el conocimiento (adicional de la perspectiva clinico-basica)
del efecto de esta infeccion congénita y el impacto en sus familias y cuidadores;
pues el amplio espectro clinico de la discapacidad y la limitada posibilidad de una
rehabilitacion genera altos costos econdmicos y sociales, poco identificados en
nuestro pais.

Finalmente es necesario difundir la informacién cientifica de esta patologia a los
profesionales de salud, comunidad cientifica y poblacién en general.
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Abstract

Objective: Describes dental, occlusal, and craniofacial characteristics of 3 children aged 3 to 4 years with microcephaly due to
congenital Zika infection in Cali Valle del Cauca, 2020.

Design: Three children case report with congenital Zika virus microcephaly.
Setting: Institutional
Patients: Three children with maternal viral infection canfirmed by polymerase chain reaction during first trimester of pregnancy
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Clinical Oral Investigations - Receipt of Manuscript 'Craniofacial and dental... e |

‘Extérno) ) Recibidos x

Clinical Oral Investigations <ninotimothy.garcia@springernature.coms

@ raamiv

X inglés v > espafiol v  Traducir mensaje

Ref: Submission ID 214d9389-45e7-4656-97a0-491a7745e5ba

Dear Dr Aragon,

lun, 22ag0 2022, 1240 s €

Desactivar para: inglés x

Please note that you are listed as a co-author on the manuscript "Craniofacial and dental development in children aged 3-5 years with congenital Zika

syndrome", which was submitted to Clinical Oral Investigations on 22 August 2022 UTC.

If you have any queries related to this manuscript please contact the corresponding author, who is solely responsible for communicating with the journal.

Kind regards,

Editorial Assistant
Clinical Oral Investioations

Categoria Q1 (2022)

6.4 Ponencias Nacionales

E’ Universidad del Valle A@ISO

FACULTAD DE SALUD faces wtn Cobmesians oo

ESCUELA DE ODONTOLOGIA. Ry
CERTIFCADO

La ponencia “Microcefalia y su relacion con agentes infecciosos
neurotropicos (TORCH y Zika): revision de Ia literatura® fue
presentada en el VIII Encuentro Regional de Investigacion
Odontologica (Santiago de Cali, septiembre 10y 11 de 2020)

Ponente: Sarah Figueroa Marin. CC. 1144071816

Coinvestigadores: Juan Pablo Moreno Varela, Marla Paula Reyes
Duque, Adolfo Contreras, Adriana Jaramillo
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MNATALIA ARAGON VELEZ <natalia.aragonicorreounivalie.edu.co>

Participacién de la 2da Semana Internacional CT&l

13 mer=ajes
cienciatecnolegiasinnovacion@valledelcauca.gov.co 13 de marzo de 2021,
<cienciatecnolegacinnovacicn@valiedekausa gov.ce> 034

FPan: ntalia.arngon@occroounivale odu.co
Letorio):

Matalia Aragdn Vélez
Universidad del Vale

Eztimado. Ponenrte,

El Departamento del Yalle det Cauca ha pregramado la 2da Somara Intemacional do Competitividad, Ciercia,
Tecnclogia ¢ Inrovacion a realizarse del 15y al 26 de marze do 2021, do manera =imultanca en la ciudad de Caliy los
municipios de Cartago, Buga, Tuwa, Palmira y Buenavemura, Bolivar, La Unidn, Obando, Caicedonia, El Dovio, Sevila,
Canct.'gm' , Pradera, Yumbo Yotoco, Caima Danén y Zarzal.
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dol departamento del Vale dal Cauca, estabiecidos on la Pelitica Publica Departamontal de Compotaividad, Ciencia,
Tecneclog @ Inrovacion: Bicdwersidad, Agroindustriaagropocuano, Energla, Logistica y zomvicios, Salud, Educacien y
Turismo.

El propésito fundamental dol evento e peomever ol intercambio y dradgacion, en ospacios académicos como foros,
corferencias, seminarios, taleres; medante cncucniros de actores de bz cuato (4) helce de ecozislema academicos ,
empresrios, sevidores poblices y sociedad cirdl organizada de la esfera local regicnal, nacional @ imemacional .

Por tal motwvo, ofcialzamos su parbcipacion virtual , que o=%a dingida al Disinte Ezpecial de Cak tof Dia: 26 do Marzo
2020, en ol horano, Mora: 3:30..4:C0

La ponencia scleccionada fue:

Actividad: Dezarrolo crancofacial en rifios con irfeccidn congenta por Zika en ol Valle del Cauza

Ei roquiore ampliacién de la informacion o iene dudas por favor comuniqueso con sus contactos oriomaderes (Angelica

Maria Tello Mrerito; Telf 3182557528; coree: angematemudS@Egmail com
Igualmente o= do suma Importanca que realice zu prescntacien on la plantita do Power Peirt adpunta mameniendo &

forma y e=tlo y b onvie mas tardar ol viemes 17 de Marzo a sus contactos onentadores.

Agradecemos su participacion come actor del ecesiztena de Ciencia, Tecnologla e Innevacion.

Atemamento,

Sandra de Laz Laps Torres Paz
Eubdireclora de eztudios zccioeconemices Ciencia Tecnclogia o Innowvacion
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A PEDIATRICA ACOP

INEOFACIALES DE NINOS CON MICROCEFALIA
L CASOS EN CAU COLOMBIA 2020

ADRIANA DE LA TORRE GOMa iy . \ PATRICIA MENDEZ
PRESIDENTE SECRETARIA

D-15767

Universidad
del Valie

Universidad del Valle - Facultad de Salud

Certifica que:
Natalia Aragon
Cédula de Ciudadania No. 67.025.479
Asistio
En Calidad de Ponente al X Encuentro Regional de Investigacion Odontologica y
V Encuentro de Semilleros de Investigacion Nodo Suroccidental

Segun resolucién No. 209 del Consejo de Facultad del 28 de Junio de 2022
Realizado el 13 de mayo de 2022
Intensidad Horaria: 8 horas
sExpedido en Santiago de Cali, 13 de mayo de 2022

@Z, //f Mﬂ /'/k

Jhenathan Stick Guerrero Sinisterra Carlos Humberto Valencia Llanos

Director de Extension y Proyeccion Social Coordinador Académico
Facultad Salud del Encuentro
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6.5Premio Nacional

Y |ADR

Internctional Association
for Dental Research

Division Colomitra

La Asociacion Internacional para la Investigacion en Odontologia
Divisién Colombia

Confiere el
PREMIO A LA MEJOR PROPUESTA Y AVANCE DE TESIS DOCTORAL

al trabajo titulado Desarrollo craneofacial de nifios con Zika en el Valle del
Cauca. UNIVERSIDAD DEL VALLE - CALI, presentado por Natalia Aragén,

Catalina Diaz, y Adolfo Contreras
UNIVERSIDAD DEL VALLE

En constancia se firma a los 5 dias del mes de noviembre de 2021, en Bogota D.C

?Q\,L gk"uldfc- Doldiww J 7 .,) (1'."‘")&/{7%
Paula Alejandra Baldion Edgar O. Beltran
Presidenta Secretario Ejecutivo
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6.6 Ponencias Internacionales

71 |ADR

Internationa! Association
for Dental Research

The Internatonal Association for Dental Research verifies chac

Natalia Aragon

amended the 202 | IADRJAADR/CADR General Session & Exhibition,
July 21-24, 2021, and presented:

Oral and Craniofacial features in children with congenital ZIKV infection
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NTERAZ2: embryonic-cell model to study some congenital Zika features
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Presemting Author:Fral. Natalla Aragén
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Dr Erica Ota
St. Luke's International University
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7. Material suplementario

Registro fotografico. Imagenes: Fotografias y radiografias (de algunos casos) evaluados de nifios
cony sin SCZ.
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Figura Suplementaria 1.
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Figura Suplementaria 1. Vias 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 bioldgicas 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 Rep1l,2,3.



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