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1. OBJETIVOS

El presente trabajo de fin de master tiene como propdsito abordar el problema
de salud publica mundial asociado a la infeccion por el virus Zika (ZIKV) y, en
concreto, la reciente descripcion de las complicaciones neuroldgicas y el
sindrome congénito relacionados con ella. En este sentido, los dos objetivos
principales de este trabajo son:

- Revisar exhaustivamente el conocimiento sobre las causas, a nivel molecular,
celular y viral, que subyacen a los efectos teratogénicos y complicaciones
neurolégicas debidas al ZIKV.

- Revisar las potenciales terapias que se desarrollan.

2. MATERIALES Y METODOS

Para la elaboracion de este trabajo, se realizdé una busqueda bibliografica en la
base de datos PubMed (National Library of Medicine) bajo los términos de
busqueda MeSH: “Zika virus infection”, "Zika Virus
Infection/complications"[MAJR], “Congenital Zika Syndrome”, “Placenta/
virology”, “Antiviral agents”, “Viral vaccines”, con el uso del conector “AND”,
formato de vista resumen, orden por fecha de publicaciéon, y con los filtros de
publicaciones de los ultimos 10 afos. Se analizaron articulos y revisiones
cientificas, asi como los documentos de la Organizacién Mundial de la Salud

(OMS) y Organizacion Panamericana de la Salud (OPS).

3. RESUMEN Y ABSTRACT

Resumen: La infeccion emergente por el virus Zika (ZIKV) se ha convertido en
la primera y mas importante enfermedad infecciosa, en mas de medio siglo,
relacionada con defectos congénitos humanos, y de las pocas en ser
declaradas por la OMS como Emergencia de Salud Publica de Importancia
Internacional. Desde su descubrimiento en 1947, la modificacion gendmica
sufrida a lo largo de su expansion geografica mundial ha determinado su
caracter neurovirulento, y la posibilidad de transmision interhumana. Dado que
no se conocen por completo las causas de las complicaciones neuroldgicas,
tanto en adultos como recién nacidos, y tampoco se cuenta con un tratamiento
especifico, es objeto de este trabajo revisar el conocimiento actual a este
respecto y realizar una propuesta de posibles dianas terapéuticas.



Abstract: Over the last half a century, the emerging Zika virus (ZIKV) infection
has become the first and most important infectious disease in relation to human
birth defects. Additionally, it is one of the few to be declared by the WHO as a
Public Health Emergency of International Concern. Since its discovery in 1947,
the genomic modification has fought through global geographic expansion
which has determined its neurovirulent character, and the possibility of
interhuman transmission. The causes of neurological complications are not fully
understood in adults nor newborns and there is no specific treatment.
Therefore, the objective of this work is to review current knowledge in this
matter and make a proposal for possible therapeutic targets.

4. RESULTADOS

41 Introduccion y epidemiologia de las manifestaciones
neuroldgicas de ZIKV

El virus ZIKV pertenece a la familia Flaviviridae, género flavivirus, fue
descubierto en 1947 en un macaco rhesus del bosque Zika en Uganda' (Figura
1). Posteriormente, se aisld6 de mosquitos del género Aedes y se describieron
los primeros casos en humanos en Africa y Asia2. Los dos linajes principales de
ZIKV, africano y asiatico, se formaron en este tiempo, confirmado por estudios y
analisis filogenéticos?.
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Figura 1. Cronologia en la infeccion por ZIKV (1947-2017). Se resumen los principales
eventos desde su aislamiento, hallazgos clinicos y complicaciones neuroldgicas en los
sucesivos brotes en el mundo. Figura adaptada de Baud et al. (2017)".



Fue en el ano 2007 con el brote en la Isla Yap (Micronesia), que afecté al 73%
de su poblacion, donde se dio comienzo a un nuevo capitulo en la historia
epidémica de ZIKV'? (Figura 2). Mientras el virus se expandia, desde Africa y
Asia, hacia la Polinesia y Micronesia, modificé su patogenicidad hacia un linaje
asiatico neurovirulento, con el consiguiente aumento de anormalidades
congénitas®. El primer caso de Sindrome de Guillain-Barré (SGB) como
complicacién de esta infeccidn, no se describidé hasta 2013, en el brote de la
Polinesia Francesa (con un total de 42 casos?), junto a que la transmision del
ZIKV podria ocurrir a través de la sangre u otros fluidos corporales, y no sélo a
través de las picaduras de mosquitos®. En marzo de 2014, la Polinesia Francesa
reporta, por primera vez, evidencia de transmision transplacentaria en la
infeccion por ZIKV2,
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Figura 2. Distribucion mundial de ZIKV. Se observa la distribucion cronolégica mundial de
brotes entre los afios 2007 y 2016. llustracion adaptada de Baud et al. (2017)".

El ZIKV ha atraido la atencion internacional debido a su rapida expansion
mundial desde 2015, cuando se registré una epidemia en Brasil, que resulté en
una patologia recientemente identificada como Sindrome Congénito del ZIKV
(SCZ)3. Esto condujo a que el 1 de febrero de 2016, la OMS declarase una de
las pocas Emergencias de Salud Publica de Importancia Internacional (ESPII), y
recomendase intensificar las actividades de vigilancia e investigacion sobre la
relacion entre los nuevos clusteres de casos de microcefalia y otros trastornos



neurolégicos*. Para enero de 2018, en las Américas, se reportaron mas de
3.700 defectos congénitos asociados a la infeccidon por ZIKV®.

La infeccion por ZIKV, se convirtid asi en la primera y mas importante
enfermedad infecciosa, en mas de medio siglo, relacionada con defectos
congénitos humanos®’ (Figura 3).
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Figura 3. Emergencia y propagacion de la pandemia por ZIKV. Panel A: muestra los eventos
epidemioldgicos relevantes desde su descubrimiento en 1947 hasta 2018, incluyendo los brotes
asociados con defectos congénitos. Panel B: muestra el mapa de casos confirmados (rojo) y las
areas donde A. aegypti es endémico (rosa) pero donde ZIKV no habia sido identificado hasta el
2018. Las flechas muestran la migracion de los linajes africano (azul) y asiatico (violeta) durante
la emergencia mundial. Figura adaptada de Didier Musso et al. (2019)5.



4.2 Transmision

Al considerar la forma de transmision, pueden clasificarse en aquellas formas
gue presentan adecuada evidencia y aquellas con evidencia limitada® (Tabla 1).
En el primer caso se encuentra la forma de transmisién mas frecuente, por
mosquitos vectores, particularmente del género Aedes (Figura 4). Se ha
descrito que el linaje africano se transmite mejor a través de los mosquitos, y
que las cepas de ascendencia asiatica, pudieran haber mejorado su capacidad
de transmision a través de las relaciones sexuales®. Es de destacar que la
transmision a través del semen, podria potencialmente dar acceso al virus a un

estadio embrionario temprano®.

Tabla 1. Vias de transmisién de ZIKV: clasificacion segun el nivel de evidencia.

ViAS DE TRANSMISION DE ZIKV

ADECUADA EVIDENCIA

ESCASA EVIDENCIA

- VECTORIAL (mosquitos del
género Aedes)

- TRANSPLACENTARIA

- SEXUAL

SANGRE Y HEMODERIVADOS
(TRASPLANTE DE ORGANOS,
TRANSFUSION)

LACTANCIA MATERNA*
PERINATAL

OCULAR?

OTROS FLUIDOS
CORPORALES (SUDOR)'




Mosquito

Aedes (subgenus

stegomyia) l
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Figura 4. Ciclos de transmision de ZIKV. Arriba: en Africa ZIKV circula en un ciclo selvatico
entre primates no humanos y ciertas especies del mosquito Aedes, y pueden ocurrir
infecciones esporadicas en humanos. Abajo: en ciclos urbanos/suburbanos, se transmite desde
mosquitos (principalmente A. aegypti) a humanos. Otras especies de Aedes implicadas son
albopictus, hensilli, y polynesiensis. Figura adaptada de Petersen et al. (2016)8.



4.3 Diagnéstico

El diagnostico se basa en aspectos clinicos y epidemioldgicos, junto con
técnicas de laboratorio que permiten demostrar la presencia o contacto con el
virus. Para ello, se utiliza un algoritmo (Figura 5) que requiere, segun la
epidemiologia local, de la deteccion en paralelo de otros arbovirus como
Dengue y Chikunguyna*. Dada la similitud genémica entre los flavivirus, las
técnicas utilizadas en la deteccion de esta infeccion pueden arrojar tanto
resultados falsos positivos como falsos negativos*®, por lo que el diagndstico
resulta muchas veces de probabilidad.

DIAGNOSTICO de la
INFECCION por ZIKV

{

1-5- PRUEBAS ) INICIO DE LOS ; >6: PRUEBAS
DIRECTAS (SUERO A =) SINTOMAS (DIAS) INDIRECTAS (SUERO =)
RT-PCRZIKV | — [ +] Ig M ELISA (* %)
0 [-]—> [Rr-PcrDENV |- >[ +] | -
= > DENV + DENV + DENV -
[-] > [rrecr oy |- ZKv. | T | ZIkve || ZIKv+
) L] l
" INFECCION PROBABLE
| [ RT-PCRZIKV |— [ RT-PCR DENV |—[ RT-PCR CHIKV FLAVIVIRUS ZIKV
]

] [

= Sospecha de SGB y otras manifestaciones

# Hasta el dia 15 puede utilizarse de forma simultanea una muestra de orina. neuroldgicas: muestras de orina y LCR.
() Diagnastico diferencial de arbovirus segin epidemiologia local. = Sind c snito- de | d
4 PCR MULTIPLEX. = Sindrome Congénito: suero de la madre y

recién nacido (RN}, sangre o tejido del cordén
umbilical, placenta. LCR, cerebro o nifion del RN
(y otros, en casos fatales).

2 2 muestras (0-15 dias): seroconversidn o aumento en 4 veces el titulo.
* Puede utilizarse la PRNT para confirmar IgM (o en caso no concluyente) y
determinar IgG.

Figura 5. Algoritmo diagnéstico de la infeccion por ZIKV. El diagndstico se basa, segun el
tiempo de inicio de los sintomas, en la deteccién del genoma viral por técnica de RT-PCR o
mediante pruebas indirectas serolégicas (ELISA Ig M e Ig G). La PRNT se realiza sélo en
laboratorios de referencia®. Abreviaturas: RT-PCR: Transcripcion Reversa y Reaccion en
Cadena de la Polimerasa; ELISA: enzimoinmunoanalisis de adsorcion; PRNT: prueba de
neutralizacion por reduccion de placas; DENV: virus del dengue; CHIKV: virus Chikunguyna;
LCR: liquido cefalorraquideo.

La confirmacion de una infeccion fetal durante el embarazo es un gran desafio,
ya que la deteccion de ARN viral en sangre, liquido amniético u orina, puede ser
transitoria o negativa a pesar de una infeccion comprobada. Por el contrario,
ZIKV puede detectarse en embarazadas o liquido amnidtico en ausencia de
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anormalidades fetales'. Un test positivo denota la presencia de ARN viral, pero
no necesariamente indica la presencia de una forma viral infecciosa®.

4.4 ZIKV: estructura, inmunidad vy fisiopatogenia de Ilas
complicaciones neuroldgicas

Las bases moleculares del tropismo cerebral del ZIKV son poco conocidas™, y
el mecanismo por el cual se dirige a las células placentarias en desarrollo es
aun motivo de intenso estudio’. ZIKV parece tener una preferencia por células
progenitoras neurales (NPC, por sus siglas en inglés) del cerebro en desarrollo
Y, en casos mas raros, algunas areas del cerebro adulto. La infeccion temprana
se asocia con interrupcién de la proliferacién y muerte celular’®, ZIKV podria
inducir la muerte celular propiciando un ambiente proinflamatorio citotoxico en
el SNC'". Mecanismos adicionales como la capacidad de cruzar la barrera
hematoencefalica (BHE), el acceso a células cerebrales y/o inflamacion
asociada a la infeccién, podrian explicar la variedad y el alcance de las
manifestaciones clinicas neuroldgicas™.

Si nos centramos en el virus, su genoma consiste en una unica cadena de ARN
positiva, que codifica una poliproteina que se divide en tres proteinas
estructurales: capside (C), precursor de membrana (prM) y envoltura (E), y siete
proteinas no estructurales: NS1-537 (Figura 6).
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Figura 6. Estructura genémica de ZIKV: proteinas estructurales (C, prM, E), no estructurales
(NS1-5) y ARN subgénomico (sfRNA). La proteina prM se procesa para formar viriones
maduros, y la proteina E esta implicada en la union y fusion celular. Las proteinas NS1-NS5
participan en la replicacion viral®. La estructura en bucle del extremo 3" conduce a la formacion
de ARN de flavivirus subgendémico (sfRNA), esencial para la patogenicidad y puede desempefiar
un papel en la inhibicion de la actividad antiviral del huésped®. Figura adaptada del fondo de
ilustraciones del Swiss Institute of Bioinformatics'2.

ZIKV induce, como otros flavivirus, una respuesta humoral de anticuerpos que
se cree duradera a lo largo de la vida, protegeria frente a la reinfeccién (Figura
7) y la respuesta inmune seria protectora para ambos linajes”.
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Figura 7. Estructura en detalle del genoma de ZIKV y su funcién en el ciclo viral. EIl ARN
viral codifica una poliproteina que se escinde en proteinas estructurales (C, prM/M y E) y
proteinas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, and NS5). Destaca la
importancia de la proteina E para la produccion de anticuerpos neutralizantes y de las proteinas
NS en la respuesta inmune mediada por células. llustracion adaptada de Baz et al. (2019)3.

Estudios in vitro demuestran que la infeccion por ZIKV podria ser facilitada a
través de la reaccion cruzada con anticuerpos heterélogos inmunogenerados
frente a otros flavivirus (DENV, por ejemplo)’. Este fendmeno se conoce como
amplificacion dependiente de anticuerpos (ADE, por sus siglas en inglés). Se
especula con la posibilidad que estos anticuerpos pudieran unirse a ZIKV y
facilitar su ingreso al compartimiento fetal. Por otra parte, otros estudios
sugieren que los anticuerpos DENV de reaccion cruzada podrian reducir el
riesgo de infeccion y enfermedad, e incluso reducir la gravedad de la infeccion
congénita por ZIKV>7.

Existe la sospecha de que los anticuerpos anti-ZIKV reaccionan de forma
cruzada con ciertas proteinas del sistema nervioso central y periférico en
adultos contribuyendo a la aparicion de sintomas neuropatoldgicos.

La patogenia del SGB asociado a ZIKV es aun desconocida y se proponen
mecanismos de dafno directo, respuesta inmune hiperaguda, o mimetismo
molecular frente a antigenos del sistema nervioso'. Otro factor implicado podria
ser la presencia a largo plazo de ZIKV en el liquido cefalorraquideo durante
semanas luego de la eliminacion periférica del virus™.

De importancia, son los componentes subgendémicos no codificantes de ARN
(sfARN) (Figura 6), relacionados con la reduccién de la transcripcion de
interferdn tipo | (INF). Este efecto seria mas amplio para ZIKV que para otros
flavivirus, y, en ultima instancia, la inhibicién en la produccién y sefalizacion de
la respuesta de INF tipo | resulta en una respuesta inmune innata atenuada y
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una alteracion de respuesta especifica de células T3. La proteina NS5 genera
una respuesta diferencial de INF tipo | y tipo Il durante la infeccion, inhibiendo
especificamente la sefalizacion de IFN-B y funcionando simultaneamente como
un activador de la sefalizacion (Figura 8)3. Al interferir con la sefalizacion de
IFN, ZIKV puede suprimir el comportamiento antiinflamatorio de células
inmunes de la interfaz materno-fetal, necesario para permitir un ambiente de
tolerancia inmunoldgica para el desarrollo fetal'.

Es interesante el dato de Brasil, donde individuos que desarrollaron sintomas
neurolégicos, presentaron una mayor concentracion de citoquinas
proinflamatorias en sangre (IL-6, IL-7 e IL-8), asi como mayores niveles de
moléculas quimiotacticas (IP-10 y MCP-1)3.

ZIKV produce, ademas, la activacidon de dos vias mayores de sefalizacidon
celular que controlan la producciéon de citoquinas inflamatorias, conocidas
como NF-kB y STAT" (Figura 9).

Autocrine or Paracrine
signaling to self or @

::“r'n:: 3 nearby “8 @o
n\n?‘ @O

(9]
PP productlon@ o

S

[%‘ CXCL10|
[1:1] IRF1

SR e P40

Figura 8. ZIKV e INF: la activacién diferencial de ZIKV sobre las vias de sefalizacion promueve
la transcripcion de genes de interferdn (IFN). (A) La proteina NS5, del linaje africano, inhibe la
funcion NF-kB. Por su parte, NS5, NS4 y NS1, del linaje asiatico, actuan inhibiendo la funcién de
IRF3 e IRF7, y por tanto, la produccion de IFN. (B) IFN tipo | fosforila STAT1 y STAT2. NS5
degrada a STAT2. (C) La activacion de la senalizacion de IFN tipo Il y la fosforilacion de los
heterodimeros STAT1, aumenta la transcripcion de genes quimioatrayentes. (D) La degradacién
proteosomica de NS5 sobre STAT2 resulta en una mayor homodimerizacion de STAT, y, por
ende, en una regulacién positiva de citoquinas antiinflamatorias. Figura adaptada de Beaver et
al. (2018)%.
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Figura 9. ZIKV y citoquinas inflamatorias. Se muestra la activacion de las vias de sefalizacion
de NF-kB y STAT en NPCh infectadas con ZIKV. Las citoquinas (IL-1 y TNF-a), PAMP, CD40 y
CXCL12 interactuan con sus receptores dando como resultado la activacion de la via NF-kB. La
union de IFN-y, IL-6 e IL-12 a sus receptores induce la dimerizacién y translocacion de STAT al
nucleo. La activacién de las vias de sefalizacion canénicas NF-kB y STAT da como resultado la
produccién de numerosas citoquinas inflamatorias. Figura adaptada de Rolfe et al. (2016)"".

Existen diferencias en las secuencias gendmicas de cepas pre y pos
epidémicas y entre los linajes africano y asiatico, incluso este ultimo, ha
aumentado sus variantes desde el ano 2007. Se cree que minimas
modificaciones pueden tener un gran impacto fenotipico, incluso en la
evolucién de una misma cepa®. Entonces, resulta evidente, que la evolucidon
génica de ZIKV ha resultado en un incremento de su patogenicidad’®.
Asimismo, la continua divergencia del linaje asiatico podria también favorecer la
transmision interhumana sin la participacion de un vector®. Cabe destacar que
la evolucion de ZIKV depende ademas de las modificaciones del mosquito
vector, y, por lo tanto, de factores como el crecimiento poblacional, dispersion
geografica (viajes y comercio internacional) o cambio climatico®. El hecho de
que la region noreste de Brasil mostrara una incidencia 10 veces superior de
casos de SCZ comparada con otras regiones, sugiere la existencia de factores
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adicionales desconocidos'. Un estudio reciente, describe que la saxitoxina
(STX), una neurotoxina producida por cianobacterias de agua dulce
(Raphidiopsis raciborskii), podria haber contribuido a empeorar la gravedad del
SCZ durante la epidemia en esa region™.

Respecto de las proteinas virales, se cree que la neurovirulencia podria
depender de la glicosilacion de la proteina E (residuo Asn154), observada en
las cepas asiaticas, pero no en las africanas. La cepa Natal RGN de Brasil fue
aislada del cerebro de un feto con microcefalia, y contenia la mitad sus
mutaciones en el gen NS1, sugiriendo que una evolucion especifica de tejido ha
contribuido a la aparicion del SCZ:.

La unica sustitucion del aminoacido serina por asparagina (S139N) en la
proteina prM de ZIKV crea una adaptacion funcional que facilita e incrementa
sustancialmente su infectividad, correlacionandose con los reportes de
microcefalia, SGB y otras alteraciones neuroldgicas severas. Este efecto ha sido
demostrado sobre NPC tanto en modelos animales como humanos. Analisis
evolutivos revelan que S139N surgio previo al brote de la Polinesia Francesa,
manteniéndose estable durante su propagacion por América™.

En consideracion a los receptores potenciales de ZIKV y dafio neurolégico,
modelos de secuenciacién e inmunohistoquimica revelan que el receptor Axl se
expresa en NPC humanas (NPCh), en células gliales y astrocitos del cerebro
humano en desarrollo (Figura 10). Axl pertenece a un grupo de receptores de
tirosin quinasa (TAM) involucrados mecanismos de apoptosis y regulacion de la
respuesta inmune innata’®?, Axl promueve la entrada viral y también interfiere
con la sefalizacion de interferon tipo | (IFN) facilitando la infecciéon™.
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Figura 10. Izquierda: se observa el sitio de infeccion de diferentes células del tejido nervioso
humano en desarrollo. Las células microgliales y los astrocitos en el cerebro humano en
desarrollo expresan Axl. Derecha: interaccién entre ZIKV y el receptor Axl (responsable de la
entrada viral y respuesta inmune inhibitoria), su ligando (Gas6) e inhibidores (del receptor
sefiuelo: MYD1; y de la quinasa Axl: R428). llustracion adaptada de Meertens et al. (2017)"°.

En adicion a lo anterior, luego de la infeccion de células madre neurales fetales
humanas (NSC, por sus siglas en inglés), las proteinas NS4A y NS4B de ZIKV
cooperan e inhiben la via de sefalizacion Akt-mTOR (Figura 11), con la
consecuente irrupcion de la neurogénesis e induccidon aberrante de autofagia.
Akt es la molécula de senalizacion central en la via PI3K, y juega papeles
criticos en el desarrollo cerebral y la plasticidad sinaptica?'. Un estudio realizado
en gemelos, indica que existiria una predisposicion genética individual para
incrementar la sefalizacion de mTOR, y por tanto la autofagia y eliminacién
viral®.
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Figura 11. lzquierda: ZIKV infecta células madre neurales fetales (fNSC) alterando la
neurogénesis normal. Derecha: se muestra la interaccién entre ZIKV y la via de sefalizacion
Akt-mTOR implicada en los mecanismos de neurogénesis y autofagia. Figura adaptada de Liang
et al. (2016)?".

Por ultimo, se ha reportado que ZIKV produce alteraciones en la regulacion de
numerosos genes Yy, por lo tanto, en sus perfiles de expresion. Se describe la
regulacion por ZIKV de genes involucrados en las respuestas inmune (innata y
adaptativa) e inflamatoria (Figura 9) y de la biologia y desarrollo celular''%,

Los genes expresados diferencialmente (DEG) inducidos por ZIKV, se
compararon con aquellos relacionados con la patogénesis de enfermedades
neurolégicas humanas conocidas (Tabla 2) y la condicién con la mayor
representacion fue la microcefalia (70%). Destacan ademas los desdérdenes
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congeénitos del sistema nervioso central (60%), la epilepsia (43%), y con menor
representacion la encefalitis, el SGB y la enfermedad desmielinizante.

Tabla 2. Fenotipos clinico-neuroldgicos asociados con DEG de ZIKV. Se muestran, a modo
de ejemplo, algunos de los fenotipos de enfermedades neurolégicas humanas (microcefalia,
desérdenes congénitos del sistema nervioso central y SGB) relacionados con los genes
expresados diferencialmente (DEG) por ZIKV. Tabla adaptada de Rolfe et al. (2016)'".

Disease Gene symbol Gene name
Microcephaly DYRK1A Dual-specificity tyrosine-{Y)}-phosphorylation regulated kinase 1A
MCPH1 Microcephalin 1
CASK Calcium/calmodulin-dependent serine protein kinase (MAGUK family)
PHGDH Phosphoglycerate dehydrogenase
ARFGEF2 ADP-ribosylation factor guanine nucleotide-exchange factor 2
ASPM Asp (abnormal spindle) hamolog, microcephaly associated
CENPJ Centromere protein J
CEP152 Centrosomal protein 152 kDa
SLC25A19 Solute carrier family 25 (mitochondrial thiamine pyrophosphate carrier), member 19
WDR62 WD repeat domain 62
CDKSRAPZ CDK5 regulatory subunit associated protein 2
CASCS Cancer susceptibility candidate 5
NEN Nibrin
EFTUD2 Elongation factor Tu GTP binding domain containing 2
IER3IP1 Immediate early response 3 interacting protein 1
STIL SCL/TALT interrupting locus
CEP135 Centrosomal protein 135 kDa
ZNF335 Zinc finger protein 335
NDET nudE nuclear distribution E homoleg 1
DIAPH1 Diaphanous homolog 1
Congenital nervous system disorders MCPH1 Microcephalin 1
ARFGEF2 ADP-ribosylation factor guanine nucleotide-exchange factor 2 (brefeldin A-inhibited)
TGIFT TGFB-induced factor homeobaox 1
GRINZB Glutamate receptor, ionotropic, N-methyl o-aspartate 2B
SLC12A5 Solute carrier family 12 (potassiumy/chloride transporter), member 5
FLNA Filamin A, alpha
SIK3 SI¥ homeobox 3
SHH Sonic hedgehog
CDKSRAPZ CDK5 regulatory subunit associated protein 2
NDET nudE nuclear distribution E homolog 1
WDR62 WD repeat domain 62
ASPM Asp (abnormal spindle) homolog, microcephaly associated
CENPJ Centromere protein J
STIL SCL/TALT interrupting locus
FKTN Fukutin
POMGNT1 Pratein O—linked mannose betal,2—MN—acetylglucosaminyltransferase
CEP152 Centrosomal protein 152 kDa
POMT2 Protein—O—mannosyltransferase 2
GLI2 GLI family zinc finger 2
ZNF335 Zinc finger protein 335
GBS FAS Fas (TNF receptor superfamily, member &)

Es posible que el receptor TLR3 (Toll-like receptor 3) esté relacionado con la
neuropatologia del ZIKV, dado que su inhibicién redujo los efectos fenotipicos
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de la infeccion, y que su activaciéon afectdé a 41 genes del desarrollo
neuroldgico®™. Sumado a esto, un estudio reciente sugiere que la interaccion
especifica de NS4A de ZIKV con proteinas humanas involucradas en el
desarrollo cerebral, como ANKL2, contribuyen al desarrollo de neuropatia.
Concretamente, las mutaciones de ANKLE2 causan una microcefalia
autosdmica recesiva en humanos?.

Se desconoce aun el momento preciso de la infeccion placentaria y fetal y la
relacion con la viremia materna, o mismo si existe una correlacion entre viremia
prolongada y desarrollo de SCZ'. Las diferencias en la permeabilidad de la
BHE en las distintas etapas del desarrollo fetal, podrian explicar la mayor
susceptibilidad frente a ZIKV en los meses tempranos de la gestaciéon™.

La interfaz uterino-placentaria presenta multiples objetivos celulares y
mediadores candidatos en la infeccidon por ZIKV’ (Figura 12). La capa formada
por el sincitiotrofoblasto es la primera defensa epitelial de la barrera sanguinea
materno-fetal, y son las primeras células que ZIKV encuentra durante la
infeccion fetal. De hecho, el INF tipo lll producido por el sincitiotrofoblasto,
permite una proteccion autocrina, y subsecuentemente previene la infeccién del
feto*
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Figura 12. Objetivos celulares de ZIKV en la interfaz uterino-placentaria y mediadores
candidatos. lzquierda: interfaz uterino-placentaria que representa la infeccién (citoplasma rojo)
y replicaciéon del ZIKV en explantes de vellosidades coridnicas (del primer trimestre) y células
placentarias primarias. La flecha roja indica la direccion de transmision de la infeccion. En
explantes de vellosidades coriénicas del primer trimestre, ZIKV replica en células de Hofbauer
(macrdéfagos fetales) (Zona 1), en sitios de brotes de vellosidades (Zona I), y en columnas
celulares proximales de CTB proliferante (Zona Il). En la decidua basal, ZIKV se replica en
células epiteliales de EG, macrofagos/células dendriticas, células deciduales estromales y
leucocitos en LV (Zona lll). Derecha: ZIKV infecta (citoplasma rojo) AmEpC proliferantes de la
membrana amniética y TBPC en la membrana coridnica (nucleos dentados amarillos). Abajo:
cofactores celulares candidatos para infeccién en células placentarias infectadas por ZIKV
mediada por la union de IgG-viridon a FcR, y receptores para respuestas inmunitarias antivirales
(AXL, TIM1: inmunoglobulina de células T y proteina de dominio 1 de mucina; TLR4: receptor
tipo Toll 4). Abreviaturas: AmEpC: células epiteliales amnidticas; AV: vellosidades de anclaje;
BV: vaso sanguineo; CTB: citotrofoblasto; EG: glandula endometrial; FcR: receptor Fc; FV:
vellosidades flotantes; IgG: inmunoglobulina G; LV: vaso linfatico; TBPC: células progenitoras de
trofoblasto. llustracion adaptada de adaptada de Pereira (2018).

Respecto de la infeccion por ZIKV y transmision vertical, se consideran dos
hipotesis sobre el papel de la placenta. La primera es que la placenta transmite
directa o indirectamente el virus al embrion o feto. Alternativamente, la placenta
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misma podria estar generando una respuesta a la exposicion y contribuir o
causar el defecto cerebral (Figura 13). Posiblemente estas teorias sean
alternativas y/o complementarias, dependiendo de la edad gestacional®.
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Figura 13. Interfaz materno-fetal y ZIKV. Se muestra el saco gestacional en el primer
trimestre antes del inicio del flujo sanguineo materno-placentario. La placenta formada por el
corion y las vellosidades corionicas rodean al embrion y llevan a cabo la sintesis y secrecion de
moléculas que pueden alcanzarlo. Se observan los diferentes tipos de transferencia de ZIKV:
directa y libre a través de las capas de trofoblasto, e indirecta mediada por exosomas
placentarios y transferencia minima o nula. llustracién adaptada de Adibi et al. (2016)°.

La teoria de la transferencia directa alude a la posibilidad de que ZIKV tenga
propiedades neurotrépicas, acceda directamente y dafe el cerebro en
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desarrollo. Implica la presencia del virus en etapas tempranas del desarrollo
cerebral. El flujo sanguineo materno hacia la placenta comienza a las 10
semanas de gestacion, por lo tanto, el virus accederia desde las secreciones
provenientes de glandulas uterinas, la filtracion a través de los tapones
trofoblasticos, o la difusidn de concentraciones virales, en etapas previas a la
concepcion, hacia los sacos amnidtico y vitelino en formacion®. De forma
indirecta, el virus como parte de un inmunocomplejo con anticuerpos maternos,
podria ser transportado a través de la placenta con la ayuda de receptores
gamma Fc (FcyR). Sin embargo, es menos probable que este proceso ocurra
antes de las 16 semanas de gestacién. La transcitosis (Figura 14) mediada por
anticuerpos permitiria a ZIKV acceder al compartimento fetal sin danar la
barrera placentaria™. ZIKV podria, ademas, convertirse en una especie de cargo
de exosomas placentarios y dirigirse al neuroepitelio embrionario o fetal®,
causando infeccion como el virion y pasando, ademas, inadvertido para el
sistema inmune. En fetos infectados, se ha observado que los macréfagos de
Hofbauer permanecen por tiempo y con una densidad mayor a la habitual.
Ademas, son capaces de infectarse y se especula con que pueden moverse
libremente entre los tejidos coridnicos y actuar como un transportador
permitiendo que ZIKV infecte al feto®*?° (Figura 12).
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Figura 14. Transmision indirecta de ZIKV. Se observa como los anticuerpos que se unen al
ZIKV, con baja afinidad y baja avidez, permiten la transmision transplacentaria sin alterar la
barrera placentaria. En este caso, los defectos congénitos podrian limitarse al sistema nervioso
central del feto en desarrollo. Figura adaptada de Robinson et al. (2018).

La segunda hipdtesis, la de mediacion, alude a que la respuesta placentaria es
la causa principal del defecto cerebral. El virus interrumpiria la sintesis
molecular en las capas externas de la placenta antes de las 10 semanas de
gestacion. La interrupcidn de las sefiales placentarias al cerebro en desarrollo
puede causar o contribuir a la microcefalia, incluso en ausencia del virus. La
respuesta placentaria invocaria un cambio en el perfil de los marcadores
inflamatorios dentro de los 6rganos fetales. Aun no esta claro si las moléculas
inflamatorias son producidas por el feto o son liberadas desde la placenta. Una
teoria y datos modestos sugieren que la placenta sintetiza y secreta moléculas
que son esenciales para el desarrollo normal del cerebro fetal. En otro
escenario, vias especificas o moléculas sintetizadas por la placenta podrian ser
interrumpidas, como la de los llamados genes de microcefalia (es decir,
MCPH1-12, CEP63 y CASC5)°.
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4.5 Complicaciones neurolégicas y sindrome congénito:
manifestaciones clinicas

Entre las complicaciones graves de la infeccidn por ZIKV, por su impacto,
severidad clinica y la posibilidad de afectar a individuos de cualquier edad,
merecen una especial atencion las de tipo neuroldgico (Figura 15).

Modes of Infection Patient with Infection Severe Complications
« Mosquito « Asymptomatic (S0-80%) « Neurologic: Guillain-Barré syndrome, acute rryelitls,
« Sexual \ « Mild disease (20-50%) acute transient polyneur itis, meningoence phaliti s
« Blood transfusion « Complications (<1%9 « Ocular: hypertens ive indocyclitis, unilateral acute
« Pregnancy maculopathy, bilateral posterior uveitis,

chorloretinal scars
» Throrrbogy topenic purpura
« Transient myocardkis
« Overall case fatality <0.01% (mostly among immuno-

suppressed patients and those with coexi sting conditions)

Pregnant Patient with ZIKV Infection

(symptomatic or asymptomatic)
Fetuses and Newborrs of

Women Infected during Pregnancy

\

)

—> Fetal loss 4-7%

. e Congenital 5-14%
20-30% &N } Zika (microcephdy
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term sequelae
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without Infection

Uninfected

Figura 15. Caracteristicas clinicas y transmision de ZIKV. Se muestran los modos de
transmision, complicaciones observadas en los adultos y neonatos, la historia natural de la
infeccion durante la gestacion y el nacimiento, asi como los porcentajes estimados de
transmision vertical, aborto, SCZ y secuelas a mediano y largo plazo. llustracion adaptada de
Dieder Musso et al. (2019)°.
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El espectro y el riesgo de SCZ aun no se conocen por completo (Tabla 3). La
afeccion fetal, ocurriria independientemente de la presencia de sintomatologia
materna® o del trimestre de embarazo en el cual pueda ocurrir la infeccién23,
La evidencia indica que el mayor riesgo para el desarrollo de microcefalia seria
en el primer trimestre®. La transmision vertical no ocurrird en todas las
embarazadas infectadas, asi como la infeccion congénita no sera observada en
todos los fetos expuestos a ZIKV (Figura 15). Asi, algunos recién nacidos
infectados permaneceran asintomaticos o con sintomas menores’, mientras que
otros presentaran alteraciones funcionales mayores (Tabla 3). La ausencia de
microcefalia, asi como de otras anormalidades clinicas o de imagenes no
descarta el riesgo de alteraciones a mediano y largo plazo®. Aunque se
requieren mejores estimaciones, la mortalidad neonatal del SCZ podria ser de
un 4 a 7%"°.

Tabla 3. Aspectos clave del SCZ. Se describen las manifestaciones clinicas de las lesiones
estructurales y funcionales. El * indica aquellas lesiones raramente observadas en otras
infecciones congénitas. Tabla adaptada de Didier Musso et al. (2019)°.

Lesion Type Manifestations

Structural lesions

Fetal brain disruption Severe microcephaly, premature closure of fontanels, collapsed skull, overlapping
sequence® sutures, redundant scalp skin
Brain abnormalities Cortical atrophy with decreased myelination, cerebellar hypoplasia

Neureonal migration disorder — lissencephaly, agyria, pachygyria, polymicrogyria, het-
erotopia, dysgenesis of corpus callosum

Calcifications, mainly subcortical*

Ventriculomegaly, increased posterior fossa and pericerebral spaces

Ocular abnormalities Pigmented retinal mottling®, chorioretinal atrophy*, macular scarring, glaucoma, op-
tic nerve atrophy and abnormalities, intraocular calcifications
Microphthalmia, anophthalmia
Iris coloboma, lens subluxation, cataract

Congenital contractures Arthrogryposis, talipes equinovarus, hip dislocation
Intrauterine growth restriction

Functional lesions

Seizures
Pyramidal or extrapyramidal Body tone abnormalities (mainly hypertonia), swallowing disorder, movement abnor-
abnormalities™ malities (dyskinesia, dystonia), hyperexcitability, impatient crying, sleep disorders
Neurodevelopmental Visual impairment (strabismus, nystagmus, vision loss)
abnormalities Hearing loss or deafness

Developmental delay

Por su parte, en adultos, se han reportado casos de meningoencefalitis, mielitis
aguda, SGB vy alteraciones de la retina que dan cuenta del neurotropismo de
ZIKV5815 (Figura 15).
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4.6 Tratamiento

No existe un tratamiento especifico para la infeccion por ZIKV o sus
complicaciones. El principal objetivo de una terapia es evitar el desarrollo del
SCZ?. Actualmente, se investigan farmacos antivirales (Figura 16, Tabla 4),
algunos de los cuales se utilizan en otras patologias™>
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Figura 16. Potenciales farmacos anti-ZIKV dirigidos a los diferentes pasos del ciclo viral o
procesos celulares: 1) actividad caspasa-3 y muerte celular (emricasan). 2) entrada viral
(péptido Z2). 3) homeostasis de lipidos y autofagia que impide la liberacion viral, luego de la
endocitosis (25-hidroxicolesterol y cloroquina). 4) bloqueo de la actividad proteasa NS2B/NS3 y
replicacion viral (temoporfina, nitazoxanida, niclosamida y viperina). 5) bloqueo de la actividad
de la polimerasa NS5 vy la replicacion viral (sofosbuvir, merimepodib, N-(4-hidrofenil) retinamida,
7-deaza-2'-C-metiladenosina, NITD008, BCX4430 y ribavirina). 6) bloqueo de la enzima IMPDH
involucrada en la sintesis de novo de los nucleétidos de guanina (ribavirina y merimepodib). 7)
bloqueo de la quinasa dependiente de ciclina (CDK) y replicacion viral (niclosamida, EGCG y
cavinafungina). Figura adaptada de Gorshkov et al. (2019)'S.
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Tabla 4. Farmacos antivirales en investigacion: mecanismo de accion (antivirales de accion
directa, dirigidos contra objetivos virales, o antivirales dirigidos a los componentes celulares
necesarios para el ciclo viral) y actividad in vivo e in vitro. La X indica prueba no realizada y el *
sefiala la droga en ensayo clinico. Tabla adaptada de Baz et al. (2019)".

Direct-Acting Antivirals

Name Mode of action In vitro In vivo
7-deaza-2-CMA RdRp inhibitor v y
2-OMA, 2CMC, 2-CMIG, 22CMU EdRp inhibitor Y X
Favipiravir RdRp nhibitor v X
NITDO0S Pyrmidine synthesis inhibitor v Y
Sofosbuvir RdRp mhibitor y 3
BCX4430* EdEp inhibitor v Y
Sinefungin Parrmethyltransferase inhibitor y X

My riceti raetin, luteoli - - .
. _?“‘I S JUETKIEL TR0, MNE2B-NS3 protease inhibitor v X
isorhamnetin, apigenin, curcumin
Miclosamide, and nitazoxanide MS2BE-MN53 protease inhibitor y X
Temoporfin MNE2B-NS3 protease inhibitor v y
Movobiocin M52B-M53 protease inhibitor v y
Suramin MS3 inhibitor v X
Host-Targeting Antivirals

Name Mode of action In vitro In vivo
I Several mechanisms including purine f f
Ribavirin synthesis inhibitor \ A

. . o Inosine monophosp hate q
Merimepodib and mycophenolic acid dehydrogenase (IMPDH) inhibitors y X
Azathioprine Purine synthesis inhibitor v X
frazauridine, 5-fluorouracil Pirimidine synthesis mhibitor v X
lowastatin HMG-CoA reductase inhibitor y X
] : i “ti
T — Linkaow |'|L1| ;‘;ﬂﬁ; ?%}E;ﬂ of action J X
Chlomauine Inhibition Lﬁlf.pI-I.--.'lclpc|'|l-.1c|'|t steps of N X
wviral replica tion

Saliphenyhalamide Viral entry inhibitor v X
Obatoclax mesylate (GX15-070) Bcl-2 protein inhibitor v X
PHA-690509 Cyclin-dependent kinase nhibitor v X
ME-801, agmatine, and ifenprodil Meuronal cell death inhibitor v X
Memantine Meuronal cell death inhibitor v Y

Numerosas vacunas estan siendo investigadas, y se encuentran en distintas
fases de ensayos clinicos?#%52¢ (Tabla 5). En la Tabla 6 se recogen las diferentes
estrategias para el desarrollo de una vacuna contra el ZIKV. Por otra parte, el
anticuerpo monoclonal (mAb) Tyzivumab, que reconoce epitopos en la proteina
E, se encuentra en fase de ensayo clinico para el estudio de su seguridad y
tolerabilidad en la infeccion aguda por ZIKV131527,
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Tabla 5. ZIKV: Vacunas candidatas en ensayos clinicos. Se detalla el inmundgeno (prME o
virus entero) y su plataforma (ADN, vector recombinante, organismo inactivado y mRNA), la fase
del ensayo clinico (I o ll) y estado correspondiente (abierto o en curso). Tabla adaptada de
Makhluf et al. (2018)%.

Vaccine Candidate Sponsor Platform Trial Registry ID Immunogen  Phase Status
VRC-ZKADNAO0S5-00-VP NIAID DNA NCT02840487 prME 1 Ongoing, not recruiting
VRC-ZKADNAO090-00-VP NIAID DNA NCT02996461 prME 1 Ongoing, not recruiting
VRC-ZKADNAOSC-00-VP NIATD DNA NCT03110770 prME 2 Open, recruiting

GeneOne Life
GLS-5700 Science/ Inovio DNA NCTO02809443 prME 1 Ongoing, not recruiting
Pharmaceuticals
GeneOne Life
GLS-5700 Science /Inovio DNA NCT02887482 prME 1 Ongoing, not recruiting
Pharmaceuticals
MV-Zika Themis Bioscience Recombinant NCT02996890 prME 1 Ongoing, not recruiting
viral vector
Moderna ) -
mRNA-1325 Therapeutics mRNA NCT03014089 prME 2 Open, recruiting
ZIKV PIV NIAID Inactivated whole  \-112063909  wholevirus 1 Ongping, not recruiting
target organism
ZIKV PIV NIAID Inactivated whole - \-ryyo59833  whole virus 1 Open, recruiting
target organism
ZIKV PIV BIDMC Inactivated whole 150937933 wholevirus 1 Ongoing, not recruiting
target organism
ZIKV PIV NIAID Inactivated whole  \erosn081220  whole virus 1 Open, recruiting
target organism

BIDMC: Beth Israel Deaconess Medical Center; NIAID: National Institute of Allergy and Infectious Diseases;
PIV: purified inactivated vaccine; prME: premembrane and envelope proteins.
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Tabla 6. Estrategias en el desarrollo de una vacuna contra el ZIKV. Se describe el
inmunogeno empleado y su via o estrategia para vehiculizar la vacuna, objetivo y retos a
solventar.

Vacunas Inmunizacion Objetivo Retos a solventar
Inmunégeno Via o estrategia para
empleado para vehiculizar la vacuna - Estimular la - Fenomeno ADE
inmunizar inmunidad (riesgo de
El propio virus Inactivado quimicamente, humnral enferm i:jad atipica
inerte por calor o radiacion, o [antmuerpcﬁ en | o grave®).
concentracion y | - Estado

combinaciones de estos
tratamientos.

El propio virus Infective pero atenuado.
infectivo
Vector viral Empleando virus

recombinante

conocidos no infectivos,

para vehiculizar el gen de
interés del ZIKV.

Vector viral
recombinante
infectivo

Empleando virus
conocidos infectivos, pero
seguros, para vehiculizar
el gen de interés del ZIKV.

Acido nucleico:
ADN

Inyectado desnudo y
codificando el gen de
interés del virus.

Acido nucleico:

Encapsulado en liposomas

ARN polaridad v codificando el gen de

+ interés del virus.
Proteinas Empleadas desnudas o
virales o incorporadas a liposomas,

subunidades de
estas proteinas

dendrimeros o VLP (virus
like particles).

mAb
(anticuerpos
monoclonales)

Purificados de animales y
humanizados, o de
pacientes convalecientes.

por tiempo
adecuados) y
celular (LT
CD4+,
CDB8+#5-#528)

proinflamatorio:
tormenta de
citoquinas.

- Respuesta
placentaria
alterada.

Luego del analisis de la bibliografia y teniendo en cuenta los aspectos claves en
la patogenia de las complicaciones neuroldgicas, se recogen en la siguiente
tabla (Tabla 7) los mecanismos, herramientas y proteinas consideradas como
posibles estrategias y/o dianas terapéuticas:
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Tabla 7. Dianas terapéuticas: propuesta para el desarrollo de terapias anti ZIKV.

Propuesta de dianas tera

euticas

Diana

Comentario

Proteina E

Glicosilacion en residuo Asn154: neurovirulencia e
infectividad de la cepa asiatica®.

Proteina prM

Sustitucion del aminoacido serina por asparagina
(S139N): infectividad y virulencia™ ™,

Proteina NS1

Evolucion especifica de tejido: SCZ°.

Proteinas NS4A y NS4B

Determinantes en la patogénesis. Glicosilacion de
NS4B: infectividad y virulencia de los flavivirus®.

Proteina NS5

Respuesta diferencial de INF tipo | y tipo I
ambiente proinflamatorio®.

sfARN

Resistencia a las exonucleasas y la reduccion de la
transcripcion de INF tipo I°.

miARN

Los microARN desempenan un papel durante la
infeccion por ZIKV al regular procesos celulares e
impactar en replicacion viral®,

Receptor Axl

Entrada viral, apoptosis y respuesta inmune innata.
Anticuerpos neutralizantes o ARN interferentes
(siRNA; “short interference RNA") dirigidos contra
el ARNm del gen Axl y los Inhibidores, MYD1 vy
R428, han reducido drasticamente infeccion por
ZIKV'™,

Via Akt-mTOR

Irrupcion de la

aberrante®®.

neurogenesis y autofagia

Autofagia

Su estimulacion reducir los efectos

neurotoxicos®.

podria

Vias  proinflamatorias
en hNPC

El estudio de su perfil de expresion podria
contribuir al desarrollo de nuevas terapias’’.

lg G especifica

Anticuerpos DENV: podrian reducir el riesgo de
infeccion y enfermedad, e incluso reducir la
gravedad de la infeccion congenita por ZIKV (lgG
matema)®’.

Receptores TIM1, TLR4,
fraccion Fc IgG,
macrofagos de
Hofbauer, mecanismos

Dianas de la interfaz materno-fetal y desarrollo
neurologico’* 5,

de transcitosis y

exoxomas placentarios

y fetales

Receptor TLR3 Expresion de genes del neurodesarrollo™.

Proteina ANKL2

Desarrollo de microcefalia autosdmica recesiva®?
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5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Conclusiones: Podemos concluir que ZIKV es un virus neurotropo y
neurovirulento. Su expansion geografica y mutaciones han determinado su
patogenicidad, y su reciente forma de transmision interhumana, denota la
complejidad de esta infeccidn. ZIKV interacciona con receptores y vias
especificas de dafo neuroldgico, a la vez que modifica la expresion génica de
vias de la inflamacién, inmunidad, biologia y desarrollo celular. El papel de la
placenta es determinante, no solo en la permisividad sino en su posible efecto
teratogeno y consecuente dafo fetal inducido por ZIKV. El diagndstico de
infeccion debe ser inequivoco vy fiable, permitir la asignacién de causalidad ante
la aparicion de una complicacion neuroldgica, y por lo tanto, debe mejorarse.

Perspectivas: Las graves complicaciones y secuelas neurolégicas por ZIKV
suponen un gran desafio para cualquier sistema sanitario, y aun existen brechas
de conocimiento que deben estudiarse (Tabla 8). Los casos parecen haber
disminuido en los ultimos anos, pero el virus permanece como una amenaza
para la salud publica, por lo que su investigacion debe mantenerse como una
prioridad. Estudiar el ZIKV supone también comprender a otros flavivirus que en
el futuro puedan ocasionar complicaciones similares.

Dada gravedad de las manifestaciones clinicas, deben desarrollarse y ampliarse
las dianas terapéuticas. Se requiere de una vacuna que estimule tanto la
inmunidad humoral como celular, que evite la tormenta de citoquinas
proinflamatorias y una respuesta placentaria alterada. La implicancia de los
anticuerpos, como factores de riesgo (ADE) o de proteccidn, se considera clave
para la obtencién de una terapia eficaz.

Por ultimo, pero no por ello menos importante, cabe decir que esta pandemia
deja al descubierto aspectos criticos de justicia social, como la pobreza, los
derechos reproductivos de las mujeres, el acceso al aborto seguro, asi como el
estigma que generan. Problematica que se deber abordar con la misma fuerza
que los aspectos epidemidlogos, sintomatolégicos y moleculares de la
enfermedad.
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Tabla 8. . Brechas de conocimiento de la infeccion por ZIKV.

Brechas de conocimiento

Conocimiento

Brecha

Epidemiologia -Incidencia y prevalencia de complicaciones neurologicas.
- Seroprevalencia en embarazadas.

Linaje - Neurovirulencia de la cepa africana.

Inmunidad - Impacto del fendomeno ADE.

- Efecto de la infeccion o vacunacion por otros flavivirus
en la infeccion por ZIKV.

Transmision

- Porcentajes de transmision materna y afeccion fetal.

- Infectividad y duracion de las secreciones genitales
femeninas y semen’.

- Nuevos reservorios virales y capacidad infectiva (por
ejemplo sudor o secrecion ocular).

- Via de transmision como condicionante de la gravedad
clinica.

Diagnostico de

laboratorio

- Dinamica de la carga viral y posibilidad de diagnoéstico.

- Test rapido (adaptado a paises de bajos recursos)’.

- Especificidad, sensibilidad y valor predictivo negativo de
RT-PCR en liquido amnidtico’.

- Marcadores predictivos de infeccion materno-fetal.

Manifestaciones
clinicas

- Espectro e incidencia de complicaciones y secuelas a
mediano y largo plazo en recien nacidos asintomaticos,
con sintomatologia inaparente o indetectable.

Regulacion - Predisposicion geneética individual.

génica - Mecanismo de ZIKV de regulacion de genes del
neurodesarrollo.
- Genes afectados por ZIKV asociados al riesgo de
complicaciones neurologicas.
- Impacto de la regulacion génica de ZIKV en el adulto,
nifo o recien nacido.

Cofactores - Espectro de cofactores que colaboran en el desarrollo de

complicaciones neurologicas.

Tratamiento

- Impacto a nivel sistémico en la manipulacion de vias de
inflamacion, anticuerpos monoclonales o silenciamiento
genico como dianas terapéuticas.

-Tratamiento sintomatico de Ilas complicaciones vy
secuelas.
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