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INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN

Historia del articulo: Introduccién: La infeccién por el virus chikungunya se ha convertido en un problema de salud
Recibido el 8 de enero de 2016 publica, tanto por su afeccién inmediata sobre la salud y calidad de vida de los pacientes
Aceptado el 29 de marzo de 2016 y sus familias, como por las complicaciones a medio y largo plazos. Es necesario llevar a
On-line el 17 de mayo de 2016 cabo la caracterizacién inmunoldgica de esta afeccién, como paso importante para el futuro

desarrollo de estrategias tendentes a disminuir su incidencia y agresividad.

Palabras clave: Objetivo: Caracterizar inmunolégicamente una poblacién del Caribe colombiano con diag-
Chikungunya néstico clinico y serolégico de infeccién por el virus chikungunya.

Infeccién Material y métodos: Estudio descriptivo, longitudinal, prospectivo, en 109 pacientes con diag-
Interferén néstico clinico y confirmacién serolégica de infeccién por el virus chikungunya, atendidos
Mosquito en el Servicio de Emergencias de la Fundacién Hospital Universitario Metropolitano y en la
Aedes aegypti consulta externa del Centro de Reumatologia y Ortopedia. A partir de la toma de muestra
Linfocito de sangre periférica, se determinaron anticuerpos tipo inmunoglobulina G o M contra el

virus chikungunya, por ensayo inmunoenzimaético y pruebas de serologia inmunoldgicas,
orientadas al diagnéstico de enfermedades reumatolégicas.

Resultados: Se obtuvieron resultados positivos para anticuerpos tipo inmunoglobulina G
contra el virus chikungunya en 109 pacientes. Los resultados para anticuerpos antipép-
tido ciclico citrulinado, factor reumatoide, anticuerpos antinucleares, anticuerpo anti-ADN,
fueron negativos en la mayoria de los sujetos.
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Conclusién: Los pacientes no se encontraban en un proceso de replicacién viral, caracteristico
de la fase aguda de la enfermedad. No hubo resultados positivos en las pruebas de laborato-
rio relacionadas con enfermedades reumatoldgicas. Las concentraciones altas halladas son
sugerentes de un proceso inflamatorio articular con artralgias severas, que puede mimetizar

las condiciones de una enfermedad reumatolégica.
© 2016 Asociacién Colombiana de Reumatologia. Publicado por Elsevier Espania, S.L.U.
Todos los derechos reservados.
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Immunological response of a population from the Caribbean region of
Colombia infected with the chikungunya virus

ABSTRACT

Introduction: Chikungunya virus infection has become a public health problem, due to its
immediate effect on the health and quality of life of patients and their families, as well
as complications in the medium and long term. Its necessary to determine immunological
characteristics of this afection as an important step for the future development of strategies
to reduce its incidence and aggressiveness.
Objective: To characterize immunologically a population from colombian caribbean with
serologic and clinic diagnosis of chikungunya virus infection.
Material and methods: A descriptive, longitudinal, and prospective study was conducted on
in 109 patients with a clinical diagnosis and serological confirmation of chikungunya virus
infection and attended in the emergency department of the Fundacién Hospital Univer-
sitario Metropolitano and the Orthopaedic and Rheumatology Centre. Immunoglobulin G
or M type antibodies against Chikungunya virus were determined in a peripheral blood
sample using immuno-enzymatic serological and immunological test in order to diagnose
rheumatic diseases.
Results: Tests were positive for immunoglobulin G type antibodies against chikungunya
virus in all of the 109 patients. The results for anti-cyclic citrullinated peptide antibodies,
rheumatoid factor, antinuclear, and anti-DNA antibodies were negative in almost all of the
109 patients.
Conclusion: Patients were notin a viral replication process that characterises the acute phase
of the disease. There were no positive results in laboratory test related to rheumatic diseases.
High concentrations of certain pro-inflammatory interleukins were found in patients, and
the clinical manifestations in these, suggest an inflammatory joint process with severe
arthralgia that can mimic the symptoms of a rheumatic disease.

© 2016 Asociacién Colombiana de Reumatologia. Published by Elsevier Espana, S.L.U.

All rights reserved.

Durante la respuesta inflamatoria inicial, el interferén 1a,

Introduccién

La infeccién por virus chikungunya (CHIKV) se adquiere
por la picadura del mosquito hembra Aedes aegypti o Aedes
albopictus’. El virus penetra en los capilares subcutaneos,
iniciando su replicacién en los macréfagos de la dermis, fibro-
blastos y células endoteliales, desde donde es transportado a
los ganglios linfaticos adyacentes al inéculo, difundiendo por
la circulacién a tejidos y érganos como higado, musculos y
articulaciones®>.

La mayoria de los pacientes infectados presentan mani-
festaciones agudas, subagudas y crénicas, aunque del 3 al
12% cursan asintomaticos®’. Durante el periodo de incubacién
silencioso (2 a 4 dias), interviene el sistema inmunita-
rio innato®'!, y tiempo después la respuesta inmunitaria
especifica'? que, en la mayoria de los casos, logra un barrido
inicial del virus'®14.

al unirse a su receptor de superficie celular, produce la acti-
vacién de tirosinquinasas, que conducen a la produccién de
varias enzimas inhibidoras de la replicacién del virus en las
células infectadas, que han escapado a la accién de las células
asesinas naturales (NK)17,

El 4cido nucleico viral induce la secrecién de interferén
18 que, al unirse a su receptor de superficie celular, libera
enzimas que frenan la sintesis proteica, inhibiendo la trans-
duccién del ARN viral y degradando de esta manera el ARN
mensajero viral. La produccién del interferén y es mediada por
linfocitos T activados por antigenos que le son presentados;
este interferén actta sobre células NK, macréfagos, linfocitos
T y B, modificando la produccién de anticuerpos. Posterior-
mente, se desarrolla la respuesta inmunitaria especifica, con
liberacién de citoquinas, que atraen leucocitos al sitio de la
replicacién viral'®-20,
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Por su parte, la inmunidad celular estd mediada por lin-
focitos T citotéxicos (CTL CD8 +), encargados de neutralizar y
destruir las células infectadas, mediante la liberacién de enzi-
mas, previa unién del receptor de membrana T CD8+, con el
complejo mayor de histocompatibilidad I (HLA I) en la super-
ficie de células infectadas?®!.

La respuesta linfocitaria T CD4+(LTh), se basa en la
liberacién de interleucinas (IL) especificas. Las células Th1l
producen: IL2, interferén gamma (INFy), factor de necrosis
tumoral (TNFa), con caracteristicas proinflamatorias. Las célu-
las Th2, secretan IL4, IL5, IL6 e IL10 y promueven la produccién
de anticuerpos mediada por los linfocitos B*%%3,

Durante la fase aguda de la infeccién por el CHIKV, hay
elevacién del interferén alfa (INFa), mediada por la IL-1, IL-
2 y TNFa. El IFNa es producido por linfocitos T, linfocitos B,
macréfagos, fibroblastos, células endoteliales, células NK y
osteoblastos, entre otros, sus efectos antivirales incluyen la
inhibicién de la replicacién viral, la activacién de macréfagos
y células NK.

Los efectos del INFa son potenciados por el INFy, una vez
es secretado por las células Th1 activadas. Los sintomas como
el dolor muscular y la fiebre estan relacionados con la produc-
cién de interferones?*26.

Considerando que la respuesta inmunitaria regula el
control de la enfermedad, esta dependerd de la situa-
cién inmunitaria subyacente en cada paciente, tal como la
presencia de un estado reumatolégico premérbido (artritis
reumatoide)?’2°.

En el medio regional, hasta el momento, no se han encon-
trado trabajos que muestren la caracterizacién inmunolégica
de los pacientes infectados con CHIKV, por lo que surgié la
necesidad de llevar a cabo el presente trabajo, con el objetivo
de analizar su respuesta inmunitaria, relacionando los casos
de artralgias mas graves, como el resultado de un defecto en
los mecanismos de defensa®0-33.

Materiales y métodos

Estudio descriptivo, longitudinal y prospectivo, realizado en
109 pacientes, con diagndstico clinico y serolégico de infeccién
por CHIKYV, de octubre de 2014 a agosto de 2015, con edades
comprendidas entre 22 y 82 afios, atendidos en la Fundacién
Hospital Universitario Metropolitano (FHUM) y el Centro Reu-
matolégico y Ortopédico, de la ciudad de Barranquilla. Las
muestras de sangre periférica se obtuvieron de los sujetos des-
pués del inicio de los sintomas, en un tiempo promedio de 49
dias, para la determinacién de pruebas de laboratorio inmu-
nolégicas y medicién de las concentraciones de INF e IL, segin
protocolo Affymetrix Biocience.

A todas las muestras se les realizé ELISA (quantitative
enzyme-linked immunosorbent assay, second generation) para
determinacién de anticuerpos tipo IgG e IgM contra CHIKV,
inmunofenotipificacién de poblaciones linfocitarias por cito-
metria de flujo, con anticuerpos monoclonales (anti-CD3,
anti-CD4, anti-CD8), concentracién de IL-1, IL-2, IL-6, IL8, IL-
10, IL-12, IL-17, IFNY, IFNqa, TNFaq, factor reumatoide, péptido
citrulinado, proteina C reactiva, anticuerpos antinucleares y
anti-DNA.

La prueba ELISA utilizada, pertenecia a la casa comercial
eBioscience, Inc- An affymetrix Company, y fue realizada en
la ciudad de Barranquilla.

Los pacientes incluidos en el estudio fueron seleccionados
en forma consecutiva durante su atencién en el servicio de
urgencias de la FHUM y en la consulta externa del Centro Reu-
matoldgico y Ortopédico de Barranquilla, los cuales reunieron
los criterios de inclusién para participar en el estudio.

Los criterios de inclusién establecidos fueron: caso sos-
pechoso (fiebre mayor a 38,5°C, artralgia severa o artritis de
comienzo agudo, sin otra condicién médica que lo explique y
brote). Pacientes con anti-CHIKV positivo tipo IgM o IgG, por
ELISA. Consentimiento informado diligenciado y firmado.

Se excluyeron aquellos con diagnéstico previo o presun-
tivo de enfermedad reumatolégica, o con resultados positivos
para: péptido citrulinado, factor reumatoide, ASTO, acido
Urico, anticuerpos antinucleares con titulo mayor 1/160 o
pacientes que no firmaran el consentimiento.

Durante la recoleccién de la informacién, se aplicé un for-
mulario que permitié analizar: el tiempo de inicio y duracién
de los sintomas, dolor o inflamacién, afecciones articula-
res, artralgias, mialgias, cefalea, dolor de espalda, fiebre,
brote, nduseas e incapacidad laboral y, en algunos casos, el
diagnéstico de artritis reumatoide (AR), segun los criterios
establecidos por ACR/EULAR?. De forma periédica los pacien-
tes fueron evaluados clinicamente a los 9 meses.

El andlisis estadistico, descriptivo e inferencial, de las
manifestaciones clinicas, permitié observar el comporta-
miento y la afectacién inmuno-reumatolégica.

Etica

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Universi-
dad Metropolitana y de la FHUM. Los pacientes participantes
fueron debidamente informados, diligenciaron y firmaron el
consentimiento. Durante el estudio se aplicaron las Normas
de Buenas Practicas Clinicas en Investigacién.

Andlisis estadistico

Todos los datos fueron ingresados en el programa Microsoft
Excel versién 2010, para el andlisis estadistico se utilizé el
programa Statgraphics XVI, donde se obtuvo el promedio y
desviacién estandar para las variables cuantitativas, frecuen-
cia y porcentajes para las variables cualitativas.

Para las variables cuantitativas se utilizé la prueba t de
Student para establecer la existencia o no de diferencias sig-
nificativas entre los valores promedios. Se calculé la medida
de asociacién odss ratio, para medir el nivel de relacién entre
los sintomas y los marcadores de laboratorio determinados,
considerando los valores del grupo control sano para cada
prueba.

Resultados

Un total de 109 pacientes fueron estudiados, a los cuales se
les tomé muestra de sangre periférica. El rango de edad de
la poblacién oscilé entre 22 y 82 afios, con un mayor porcen-
taje (56%) entre las edades de 41 a 60 anos. Con respecto a la



88 REV COLOMB REUMATOL.2016;23(2):85-91

Tabla 1 - Signos y sintomas presentes en los
participantes

Signo/sintoma Porcentaje
Dolor articular
Manos 82%
Tobillos 80%
Pies 72%
Codos 57%
S. musculares y periarticulares
Artralgia 76%
Mialgia 72%
Dolor de espalda 61%
Edema periarticular 55%
S. Generales o no articulares
Fiebre 89%
Brote 73%
Cefalea 69%
Nauseas 31%
Vémitos 19%
Sangrado de mucosas 5%
Astenia 82%
Manifestaciones cutdneas 80%
Meningo encefalitis 57%

Fuente: plantilla de seguimiento de resultados de laboratorio de
FHUM.

actividad y persistencia de la sintomatologia, la edad no fue
determinante. En cuanto al género, se encontré un predominio
femenino, que corresponde al 89% de la poblacién analizada,
desempeiidndose el 40% de ellas, como amas de casa.

Aunque el objetivo principal del estudio fue caracterizar
la respuesta inmunitaria de los pacientes infectados con el
CHIKV, es importante resaltar las manifestaciones clinicas
halladas durante la atencién médica (tabla 1). En este contexto,
los sintomas mas caracteristicos fueron: poliartritis simétrica
en pequenas articulaciones y tobillos, con una persistencia de
mas de 6 semanas de los sintomas, con lo cual los pacientes
cumplian los criterios para AR (fig. 1).

En el momento de la recoleccién inicial de la informacién,
todos los pacientes presentaban por lo menos una artralgia
persistente (tabla 1), y un 10% de ellos sintomas de poliartritis,
que por el tiempo de evolucién se clasificé la enfermedad en
etapa subaguda (persistencia de los sintomas por un tiempo
mayor a 8 dias e inferior a 3 meses). No hubo pacientes en el
estudio que se encontraran en la fase aguda.

A los 9 meses se realizé nueva evaluacién clinica de los
pacientes, un 72% de los mismos mostroé persistencia de artral-
gias y edema periarticular predominantemente en tobillos, lo
que indicaba cronicidad de la enfermedad.

Por otro lado, todos los pacientes incluidos en el estu-
dio tuvieron resultados positivos para anticuerpos anti-CHIKV
tipo IgG. Las poblaciones y subpoblaciones de linfocitos T
se encontraron disminuidas: el 95% de la poblacién expresé
menos de 700 linfocitos T CD3+/mm?3, las de linfocitos T
CD4 + también estuvieron disminuidas en un 63% de los par-
ticipantes, asi como 71% de los mismos con respecto a los
linfocitos T CD8. En cuanto a la relacién CD4/CDS, el 51% de
los participantes presenté valores entre 1-2,5, denotando un

equilibrio de la subpoblacién de linfocitos CD4 respecto a lin-
focitos CD8 (tabla 1).

Por otro lado, el 85,7% de los pacientes tuvo resultados de
anticuerpos antinucleares negativos. Dos pacientes mostra-
ron titulos mayores a dilucién 1/80, y un solo paciente presentd
DNA positivo. El factor reumatoide y el péptido anticitrulina
estuvieron negativos en el 95,8% de los pacientes. Finalmente,
las concentraciones de interleucinas proinflamatorias, IL1p,
IL2, IL6, IL8, IL17, IFN«y, TNF «, se encontraron aumentadas en
el 95% de los pacientes (fig. 2).

Discusién

Aunque el 75% de los pacientes incluidos en el estudio pre-
sentaron mas de 10 articulaciones afectadas, cumpliendo
con los criterios de afectacién articular establecidos por la
ACR/EULAR, la presentacién clinica de manifestaciones como
el brote, la fiebre y la coexistencia del brote epidemiolégico en
la ciudad, marcaban una diferencia con el diagnéstico de AR
e inclinaban el diagnéstico clinico hacia una infeccién viral.

Se encontrd una disminucién de la respuesta inmunitaria,
mediada por las poblaciones y subpoblaciones de linfocitos T,
lo que indicaria un diagnédstico de linfocitopenia secundaria a
la infeccién viral. Pero a diferencia de la disminucién linfocita-
ria encontrada en la infeccién por el virus HIV, el balance entre
CD4/CD8, en los pacientes infectados con CHIKV, se mantiene
en favor de las células TH (CD4 +).

El indice CD4/CD8 fue mayor a 1, destacando la capacidad
funcional de produccién en estos pacientes de una respuesta
inmunitaria especifica, asi como el parcial equilibrio de las
subpoblaciones linfocitarias. A diferencia de lo encontrado
en la AR, en donde existe también un balance positivo entre
CD4/CDS8, en esta entidad encontramos aumentadas las sub-
poblaciones de LTH*°.

La linfocitopenia a expensas de los linfocitos CD4 +, que se
observa en los pacientes con VIH, difiere de la disminucién de
la respuesta inmunitaria celular hallada en los pacientes con
CHIKYV, por cuanto en estos ultimos el indice de la relacién
CD4/CD8 es positivo, de tal forma que el 63% de la poblacién
que presenté menos de 300 linfocitos CD4/mm?3, presenté de
igual forma menos de 200 linfocitos CD8/mm?, lo cual mostra-
ria una inmunodeplecién transitoria, posiblemente resultado
de un efecto inmunomodulador. En contraposicién, la linfo-
citopenia en VIH se acompana de un disbalance linfocitario
con predominio de células CD8, con efecto inmunosupresor y
asociado a infecciones oportunistas®.

El FNTe, al igual que las interleucinas IL17 (fig. 1), IL1B
(fig. 2) e IL8 se encuentran aumentadas apreciablemente, lo
cual coincide con los valores encontrados regularmente en
procesos inflamatorios activos de caracter viral, ampliamente
referenciados®#2.

Las concentraciones de INFa, cercanas a los valores del
grupo control sano, se explicarian por el hecho de que esta
proteina se eleva durante la fase aguda de la enfermedad y no
hubo pacientes en esa fase.

Debido al mimetismo clinico que exhibe la fiebre CHIK
con enfermedades reumatolégicas como la AR, es impor-
tante comparar ambas entidades dentro del marco de la
respuesta inmunitaria. En el suero de los pacientes infectados,
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se encontrd un incremento de las interleucinas proinflamato-
rias analizadas, principalmente IL2 e IL8, que superaron unas
2 veces el valor del grupo control sano.

Esta respuesta obedeceria al estimulo que ejerce la dismi-
nucién de linfocitos CD4, hallada en los pacientes infectados
con CHIKV, en la produccién de IL2. Estos datos son consis-
tentes con lo publicado por otros autores, después de analizar
el perfil de citoquinas en adultos y jévenes con AR, pero que
a diferencia de nuestra poblacién fueron positivos para anti-
cuerpos antipéptidos citrulinados'®1733,

Los diferentes niveles de expresién de las citoquinas dan
cuenta del pleiotropismo, en el curso de una misma enfer-
medad o entre diversas enfermedades reumatoldgicas, en
nuestro estudio los niveles de IL6 y TNFa, estuvieron por
encima del grupo control sano, con un comportamiento simi-
lar al hallado en el grupo de AR, dentro de un estudio
comparativo realizado entre ARy artritis idiopatica juvenil, en
el cual aunque en ambas entidades estas citoquinas estaban
aumentadas, fue superior en el grupo de AR que en la artritis
idiopatica juvenil®343>,

En cuanto a la expresién de la IL10 antiinflamatoria,
no hubo una elevacién y por lo tanto sus efectos inmu-
norreguladores y supresores sobre el IL1 e IFNy no se
evidenciaron®3637,

Los resultados de factor reumatoide, anticuerpos antinu-
cleares, anti-ADN y anticitrulina negativos, indican que en la
infeccién por CHIKV no existe una respuesta de tipo auto-
inmunitario, por esta razén, se considera que se trata de
una inflamacién articular con mediadores de inflamacién
muy similar a lo que podriamos encontrar en enfermeda-
des reumatolédgicas, especialmente en la AR, aunque no se
pudo determinar que hubiese una respuesta autoinmune
desarrollada por la infeccién del virus, hallada en procesos
reumatolégicos. No obstante, habria que esperar en una pré-
xima evaluacién en los pacientes con persistencia de los
sintomas articulares, las pruebas de laboratorio inmunolégico
(ANA, DNA, FR, anticitrulina) y observar reacciones autoinmu-
nes.

Se plantea realizar estudios en liquido sinovial, para deter-
minar sila disminucién de las células T CD4 y TCDS8 en sangre
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Tabla 2 - Valores de linfocitos T: CD3, CD4, CD8 e indice

linfocitario CD4 +/CD8 +

Rango Cel/mm?3 Porcentaje (%) n=109

L. T CD3 +
246-699 95
700 - 2100 5
L. T CD4
119-299 63
300 - 1400 37
L. T CD8
70- 199 71
200 - 900 29
Indice linf. CD4 +/CD8 +
<1 0
1- 1,49 51
1,5-25 39
>2,5 9

Fuente: plantilla de seguimiento de resultados de laboratorio de
FHUM.

periférica obedece, como en modelos animales, a la fijacién y
activacién de estos linfocitos en tejidos.

Conclusion

Se encontr6 una respuesta inmunitaria viral de los partici-
pantes en el estudio, aunque no se produjeron anticuerpos
especificos.

La mayor parte de los participantes mostraron un gran
componente de tipo dolor poliarticular de forma persistente,
por lo que se considera importante realizar un seguimiento
de la evolucién clinica y del perfil inmunitario, y continuar las
investigaciones durante las fases aguda, hiperaguda y crénica,
de la fiebre CHIKV.

Debido a la gran similitud en la sintomatologia clinica,
entre la fiebre CHIKV y la AR, los reumatélogos deben estar
alerta con los pacientes que presenten afectacién de pequenas
articulaciones y que de cierta forma cumplan con los cri-
terios para el diagndstico de AR de la ACR/EULAR, deben
ademas tener en cuenta la importancia de realizar un diag-
noéstico diferencial en los lugares endémicos para CHIKV
(tabla 2).
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