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CHIKYV: virus chikungunya

CVRS: calidad de vida relacionada con salud

EGF: factor de crecimiento epidérmico

ENI-PD: enfermedad no inflamatoria probablemente degenerativa
FC: fatiga cronica

FGF-basic: factor de crecimiento fibrobléstico basico
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Resumen

Titulo: Inmunopatologia de la infeccion por el virus de chikungunya. Posibles marcadores
. ;. . . ;. *
bioldgicos para predecir el riesgo de secuelas cronicas.

Autor: Anyela Yuliana Lozano Parra™

Palabras Clave: Virus chikungunya, biomarcadores, reumatismo cronico post-CHIKV,
prediccion, calidad de vida relacionada con salud, fatiga cronica.

Introduccion: La infeccion por el virus chikungunya (CHIKV) representa un importante problema
de salud publica debido a la cronificacién de sintomas reumatologicos, que deterioran la calidad
de vida relacionada con salud (CVRS) y aumentan la fatiga tras la fase aguda. Sin embargo, los
mecanismos patogénicos de la enfermedad no estan completamente definidos y alin se carece de
biomarcadores pronosticos validados para la identificacion temprana de artropatia cronica.
Objetivo: Identificar biomarcadores para predecir la evolucion hacia secuelas crdnicas
(reumatismo cronico post-CHIKV - RC-pCHIK), fatiga cronica y CVRS afectada, en pacientes
con enfermedad por CHIKV.

Metodologia: Se realizO una revision sistematica de estudios publicados que evaluaron
biomarcadores inmunologicos en la infeccion por CHIKV. Ademas, se desarrolld un estudio de
cohorte con seguimiento a largo plazo de personas infectadas durante el brote epidémico de 2014—
2015 en Piedecuesta, Santander. Finalmente, en dos estudios de cohorte se explord la asociacion
entre biomarcadores inmunoldgicos y el desarrollo de RC-pCHIK.

Resultados: La revision sistematica incluy6 38 estudios e identificd un perfil inmune inflamatorio
agudo con elevacion de factores inmunologicos, sin lograr establecer biomarcadores pronosticos
consistentes. En la cohorte, se identificé que el 14,1% de los participantes fueron clasificados como
casos de RC-pCHIK, quienes presentaron mayor afectacion de la CVRS vy fatiga cronica. En el
estudio de casos y controles, se encontrd que niveles mas altos de IL-8/CXCLS8 e IP-10/CXCL10
y MIG/CXCL9 medidos en fases tempranas de la infecciébn se asociaron con una menor
probabilidad de desarrollar RC-pCHIK.

Conclusion: Estas quimiocinas podrian ser utiles para estratificar el riesgo de progresion hacia
secuelas de reumatolodgicas tras una infeccion por CHIKV. Sin, embargo, no se observd una
asociacion con CVRS afectada ni fatiga cronica. Estos hallazgos deben ser validados en estudios
adicionales.

* Tesis doctoral

** Facultad de Salud. Escuela de Medicina. Director: Victor Mauricio Herrera Galindo, MD, PhD. Codirector:
Luis Angel Villar, MD, MSc, Esp
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Abstract

Title: Immunopathology of chikungunya virus infection: Potential biological markers for
predicting the risk of chronic sequelae *

Author: Anyela Yuliana Lozano Parra ™

Key Words: Chikungunya virus, biomarkers, post-CHIKV chronic rheumatism, prediction,
health-related quality of life, chronic fatigue

Introduction: Chikungunya virus (CHIKYV) infection is a public health concern due to the
chronicity of theumatological symptoms, which impair health-related quality of life (HRQoL) and
increase fatigue in the post-acute phase. However, the disease's pathogenesis is not fully
understood, and validated prognostic biomarkers for the early identification of chronic arthropathy
are still lacking. Objective: To identify biomarkers that can predict progression to chronic
sequelae (post-CHIKV chronic rheumatism — pCHIK-CR), chronic fatigue, and impaired HRQoL
in patients with CHIKV infection.

Methodology: A systematic review of published studies evaluating immunological biomarkers
in CHIKV infection was conducted. In addition, a long-term follow-up cohort study was carried
out in acute CHIKYV infection cases during the 2014-2015 outbreak in Piedecuesta, Colombia.
Finally, in two cohort studies we explored the association between immunological factors and the
development of pCHIK-CR.

Results: A systematic review included 38 studies and identified an inflammatory immune
profile with elevated levels of pro-inflammatory cytokines and other immune factors but failed to
establish consistent prognostic biomarkers. In the cohort study, 14.1% of participants were
classified as pCHIK-CR, who showed greater impairment in HRQoL and chronic fatigue. In the
case—control study, higher levels of IL-8/CXCLS8, IP-10/CXCL10, and MIG/CXCL9 measured in
the early stages of infection were associated with a lower likelihood of developing pCHIK-CR.

Conclusion: These chemokines may be useful for stratifying the risk of progression to
rheumatological sequelae after CHIKV infection. However, no association was observed with
impaired HRQoL or chronic fatigue. These findings should be validated in further studies.

* Doctoral thesis

** Facultad de Salud. Escuela de Medicina. Director: Victor Mauricio Herrera Galindo, MD, PhD Codirector: Luis
Angel Villar, MD, MSc, Esp
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Introduccion

Las enfermedades transmitidas por el mosquito 4edes representan un importante problema de
salud publica. En Colombia, la presencia del vector Aedes aegypti en el 75% del territorio nacional
favorece la trasmision endémica de arbovirus como chikungunya, dengue y Zika (Padilla et al.,
2012). Entre diciembre del 2013 y junio del 2023, se reportaron 3,7 millones de casos de infeccion
por el virus chikungunya (CHIKV) en las Américas (de Souza et al., 2024). Durante el 2015, en
Colombia se reportaron 275.907 casos de infeccion por CHIKV, siendo el pais que mayor nimero

de casos en las Américas durante este periodo (Pan American Health Organization, 2024).

A pesar del elevado niimero de casos reportados de chikungunya en Colombia, un estudio de
seroprevalencia realizado en el 2017 en cinco ciudades (Cucuta, Neiva, Sincelejo, Piedecuesta y
Medellin) evidenci6 una seroprevalencia que varid entre el 9,0 y el 73,0% (Cucunuba et al., 2018;
Estupifian Cardenas et al., 2018). Esta heterogeneidad en las tasas de ataque del virus, sumada al
hecho de que gran parte de la poblacion colombiana reside en municipios con circulacién endémica
de Aedes spp., plantea la posibilidad de que quienes no han estado expuestos a CHIKV puedan

infectarse ante una nueva onda de circulacion del virus.

La fiebre por chikungunya (CHIKF) se caracteriza principalmente por fiebre y dolor articular,
que en algunos casos puede ser incapacitante y de larga duracion. Otros sintomas comunes
incluyen mialgias, cefalea, nduseas, cansancio, erupciones cutdneas y afectacion de la calidad de

vida (World Health Organization, 2020). Aunque la mayoria de los pacientes se recuperan
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completamente, un subgrupo puede presentar dolor articular o musculoesquelético persistente

durante meses o incluso afos (Thiberville et al., 2013).

La frecuencia de afectacion articular reportada varia entre el 17,0% y el 53,7%, variacion
probablemente atribuible a la heterogeneidad en las definiciones usadas para esta complicacion y
del momento de la enfermedad en el que fueron evaluada (Edington et al., 2018; Lopez Rodriguez,
2018; Rodriguez-Morales et al., 2016). Esta variabilidad resalta la necesidad de contar con criterios
estandarizados para definir la afectacion reumaética cronica post-CHIKV, asi como de herramientas

que permitan la identificacion temprana de los pacientes con riesgo de desarrollar estas secuelas.

Aunque el efecto artritogénico de CHIKV fue descrito por primera vez en 1979 (Fourie &
Morrison, 1979), y su introduccidén en América Latina hace una década causo6 una gran emergencia
de salud, la comprension de los mecanismos inmunopatogénicos asociados a las secuelas cronicas
sigue siendo limitada. Durante la fase aguda de la infeccion, se desencadena una intensa respuesta
inflamatoria, que en algunos casos puede mantenerse activa y generar dafio persistente en el tejido

sinovial de las articulaciones afectadas (Simon et al., 2008; Thiberville et al., 2013).

Actualmente no se han identificado biomarcadores de prondstico temprano para el desarrollo
de las secuelas cronicas de CHIKV. Es decir, existe variabilidad en los resultados relacionados
con posibles factores inmunologicos asociados a la infeccion por CHIKV. Como se detalla en el
Capitulo 2, en la literatura disponible solo existen dos estudios que han evaluado el papel de
factores inmunoldgicos en la prediccion de artralgia persistente (Chang, Tritsch, et al., 2018;
Hoarau et al., 2010). Sin embargo, la evidencia disponible es limitada y presenta sesgos

metodoldgicos relacionados con el disefio de estudio empleado, reducido tamafio de muestra,
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grupo comparador empleado, o ajuste por variables potencialmente modificadoras de la

asociacion, lo que resalta la necesidad de nuevos esfuerzos en este campo de investigacion.

Considerando lo anterior, la caracterizacion de la afectacion por CHIKV durante la fase cronica
de la enfermedad, junto con la identificacion de biomarcadores de prediccion contribuiran al
acortamiento en la brecha del conocimiento que aun persiste en esta enfermedad desatendida
(World Health Organization, 2024). Ademas, la identificaciéon de biomarcadores pronosticos de
manifestaciones reumaticas aportard evidencia para la identificacion de pacientes con mayor
susceptibilidad de presentar secuelas cronicas, permitiendo implementar intervenciones oportunas

que reduzcan su riesgo.

En esta tesis doctoral se planteé como pregunta de investigacion: En pacientes con infeccion
por CHIKV ;Pueden los marcadores biologicos pronosticar la evolucion hacia secuelas cronicas,
como reumatismo cronico post-CHIK (RC-pCHIK), fatiga cronica y el deterioro de la calidad de

vida relacionada con salud (CVRS)?

Para responder a esta pregunta, se establecié como objetivo principal, identificar marcadores
bioldgicos para predecir la evolucion hacia secuelas cronicas (RC-pCHIK, fatiga cronica y CVRS),

en pacientes con enfermedad por CHIKV. Especificamente este estudio se planteo:

Objetivo 1: Estimar la frecuencia de secuelas cronicas (RC-pCHIK, fatiga crénica y CVRS) en
la poblacion de estudio con diagnoéstico de infeccion por CHIKV.

Objetivo 2: Evaluar marcadores biologicos (citoquinas, anticuerpos IgG anti-CHIKV, proteina
C reactiva — PCR y factor Reumatoideo - FR) para predecir la evolucion hacia RC-pCHIK en la

infeccion por CHIKV.
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Objetivo 3: Explorar la asociacién de marcadores bioldgicos (citoquinas, anticuerpos IgG anti-
CHIKYV, proteina C reactiva — PCR y factor Reumatoideo - FR) para predecir el desarrollo de
fatiga cronica en la infeccion por CHIKV.

Objetivo 4: Determinar el rol de los marcadores bioldgicos (citoquinas, anticuerpos IgG anti-
CHIKYV, proteina C reactiva — PCR y factor Reumatoideo - FR) en la prediccion de la progresion

hacia CVRS afectada en la infeccion por CHIKV.

Para el cumplimiento de estos objetivos, se estructurd un disefio metodologico distribuido en
cuatro capitulos interrelacionados, como se muestra en la Figura 1. Cada capitulo responde a uno
0 mas objetivos especificos del estudio mediante diferentes disefios metodoldgicos y fuentes de

informacion.

El Capitulo 1 corresponde al marco teodrico, en el cual se presentan conceptos fundamentales
sobre la infeccion por CHIKYV, incluyendo generalidades sobre el virus, su epidemiologia, las
caracteristicas clinicas del curso de la enfermedad, los métodos de diagndstico de la infeccion y

los tipos de biomarcadores seglin su uso.

El Capitulo 2 aborda el segundo objetivo especifico mediante una revision sistematica de
literatura, cuyo objetivo fue sintetizar la evidencia disponible sobre el papel de la respuesta
inmunolodgica aguda como posible predictor del desarrollo de artralgia persistente. Se identificd
un perfil que incluye niveles elevados de factores inmunologicos, incluyendo IFN-a, IFN-y, IL-6,
IL-7, IL-1Ra, IL-4, MCP-1/CClI-2, MIG/CXCL9, IP-10/CXCL10, VEGF y G-CSF medidos en la
fase aguda de la enfermedad de casos con infeccion por CHIKV en comparacion con controles
sanos. Esta revision sustento la hipdtesis que guia la realizacion de la investigacion que se presenta

en los siguientes capitulos.
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Figura 1

Diagrama de diseiio metodologico del estudio de tesis doctoral
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Nota: El diagrama representa el disefio del estudio. a) corresponde al esquema de seleccion de
casos de CHIKV y el seguimiento a la pobacion en fase cronica. b) Muestra la conexion entre los

objetivos especificos del estudio, los capitulos correspondientes al proyecto de tesis doctoral, y los
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estudios fuentes de los casos de infeccion por CHIKV utilizadas (cohortes y tipos de vigilancia).
La linea discontinua, indica que la cohorte de Capitanejo solo fue utilizada para el cumplimiento

del objetivo 2 y no para los objetivos 3 y 4.

El Capitulo 3 se responde al primer objetivo y presenta los resultados del seguimiento de una
cohorte prospectiva luego de siete afios del brote de CHIKV en Piedecuesta, Colombia del 2014-
2015. La cohorte se conformo por la unidén de dos cohortes desarrolladas en el mismo municipio,
una de vigilancia activa y la otra de vigilancia pasiva. Se estimo la incidencia de RC-pCHIK,
encontrando que uno de cada siete adultos desarrollo esta secuela, y se identificoé un impacto
significativo en la calidad de vida y en la presencia de fatiga cronica. Este estudio aportd datos
sobre la carga de enfermedad a largo plazo, lo cual resalta la importancia de identificar predictores

tempranos.

En el Capitulo 4, se exploran los objetivos especificos 2, 3 y 4 mediante el uso de datos y
muestras de dos estudios de cohortes conducidas en Piedecuesta y Capitanejo, Colombia. Se
cuantificaron niveles séricos de citocinas (IL-4, IL-6, IL-8/CXCLS, IL-27), quimiocinas
(MIG/CXCL9, IP-10/CXCL10, MCP-1/CCL2), IgG anti-CHIKV y otros marcadores
inflamatorios durante las fases aguda y subaguda, cuyos detalles se describen en este capitulo. Se
identificaron asociaciones no lineales entre los niveles de IL-8/CXCLS8, MIG/CXCL9 e IP-
10/CXCLI10 y el desarrollo de RC-pCHIK, lo cual sugiere que una respuesta inmune robusta y
temprana podria tener un rol protector en la progresion de la enfermedad. Ademads, se muestra la
exploracion en la relacion entre estos factores con los desenlaces de CVRS afectada y fatiga
cronica. Estos hallazgos proponen a estos factores como posibles biomarcadores prondsticos, en

linea con la evidencia descrita en el Capitulo 2.
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Este enfoque integrado permite una comprension de la historia natural de la infeccidén por
CHIKYV vy sus secuelas cronicas, asi como de los factores inmunolégicos asociados. Finalmente, se
presentan las conclusiones generales del estudio y recomendaciones para el desarrollo de futuras

investigaciones dirigidas a mejorar el manejo integral de esta enfermedad desatendida.
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1 Marco tedrico

A lo largo de este capitulo, se revisaran conceptos fundamentales sobre la enfermedad causada
por CHIKV. Se presentaran y se discutiran investigaciones previas de relevancia, incluyendo el
comportamiento epidemiologico de la infeccion, los métodos disponibles para su diagnostico, la
sintomatologia asociada a sus diferentes etapas, la fisiopatogenia del compromiso articular y

utilidades de los biomarcadores.

1.1  Virus chikungunya

El virus chikungunya (CHIKV) pertenece a la familia Togaviridae, género Alphavirus
(Constant et al., 2021). CHIKYV es un virus envuelto con un genoma de RNA de polaridad positiva
(Henderson Sousa et al., 2023; Strauss & Strauss, 1994). Su genoma estd compuesto por dos
marcos de lectura abierta (ORFs por sus siglas en inglés): el primero codifica una poliproteina que
por accion de proteasas virales da origen a cuatro proteinas no estructurales [nsP1, nsP2 (proteasa),
nsP3 y nsP4], implicadas en la replicacion del genoma viral (Figura 2). El segundo ORF codifica
una poliproteina que por accion de proteasas virales y celulares dard origen a seis proteinas
estructurales [(capside (C), envoltura E3-E2-6K-E1, y la proteina TF) implicadas en la produccion
de la nueva progenie viral (Constant et al., 2021; Schmidt & Schnierle, 2022; Valdés Lopez et al.,
2019). CHIKV cuenta con un Gnico serotipo y tres genotipos identificados: el Africa Occidental

(AO), el Este/Central/Sur Africa (ECSA) y el asiatico (Silva & Dermody, 2017; Wu et al., 2013).
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Figura 2
Estructura del virus chikungunya
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Nota: Esta figura muestra la estructura de la particula viral y el genoma de CHIKV. Tomada de

Henderson Sousa et al. (2023).

El virus presenta dos ciclos de transmision, el selvatico y el urbano (Figura 3) (Martinez

Fernandez & Torrado Navarro, 2015). En el primero, los primates no humanos se comportan como

huéspedes reservorio y es transmitido por mosquitos Aedes spp. que habitan los bosques africanos

(Martinez Fernandez & Torrado Navarro, 2015; Simon et al., 2008; Thiberville et al., 2013). En el

ciclo urbano, los principales vectores son los mosquitos Aedes aegypti y Aedes albopictus

(Thiberville et al., 2013). Los mosquitos se infectan al picar a un huésped virémico y, tras un

periodo extrinseco de incubacion de aproximadamente 10 dias, pueden transmitir el virus a

huéspedes susceptibles a través de su picadura.
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Figura 3

Ciclos de transmision de CHIKV
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Nota: La figura muestra los diferentes ciclos de transmision de CHIKV. Tomada de Martinez

Fernandez y Torrado Navarro (2015).

En humanos el virus tiene un periodo de incubacion el virus entre 2 y 6 dias, durante el cual se
replica inicialmente en células de la piel y tejidos subcutaneos, antes de diseminarse por via
sanguinea hacia 6rganos como el higado, bazo y articulaciones, donde puede desencadenar los
sintomas de la fase aguda (Pan American Health Organization, 2011). Se estima que

aproximadamente el 95% de los humanos infectados desarrollan una infeccion sintomatica por

CHIKYV (Thiberville et al., 2013).
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1.2 Epidemiologia

El primer brote de CHIKV fue descrito en Tanzania en 1952 (Simon et al., 2008). Desde
entonces, numerosos brotes han ocurrido en territorio africano, donde la circulacion de CHIKV ha
mantenido un patron endemo-epidémico, extendiéndose posteriormente a Asia y, desde el 2005, a
territorios insulares del océano Indico, probablemente debido al incremento en la migracion de
viajeros (Simon et al., 2008; Tanabe et al., 2018). En el 2005, en la isla Reunion —territorio francés
en el océano Indico—, CHIKYV infectd a aproximadamente 244.000 personas y caus6 203 muertes
(Renault et al., 2007). En diciembre del 2013, el virus fue introducido por primera vez en las
Américas a través de la isla Saint Martin, en el Caribe. A partir de alli, se disemin6 rapidamente
por el Caribe, Centroamérica y América del sur. Entre diciembre del 2013 y junio del 2023,
CHIKYV caus6 cerca de 3,7 millones de casos en el continente americano (de Souza et al., 2024).

La distribucion global de los diferentes genotipos de CHIKV puede observarse en la Figura 4.

Figura 4

Distribucion geogrdfica de los genotipos de CHIKV

CHIKV lineages OAsian OECSA QECSA (mutation E1-A226V)

Nota: La figura muestra la distribucion geografica de CHIKV. Tomado de Tanabe et al. (2018)
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En Colombia el 75% del territorio es habitado por el mosquito Aedes aegypti, 1o que permite la
trasmision endémica de arbovirus como el chikungunya, dengue y Zika (Padilla et al., 2012). En
2015, Colombia reportd 275.907 casos de infeccion por CHIKV, siendo el pais que mayor nimero
de casos en las Américas durante este afio, con una circulacion exclusiva del genotipo asiatico
(Carrillo H et al., 2016; Laiton-Donato et al., 2015; Pan American Health Organization, 2024). En
el 2023, la Organizacion Panamericana de las Salud (OPS) emitié una alerta epidemioldgica por
el aumento de casos y muertes asociadas a CHIKV en paises suramericanos, principalmente
Paraguay y Brasil, atribuido en gran parte al genotipo ECSA (Pan American Health Organization

/ World Health Organization., 2023).

1.3 Diagnéstico de la infeccion

La OPS recomienda tres pruebas de laboratorio para el diagndstico confirmatorio de la
enfermedad por CHIKV: aislamiento viral, reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa

reversa (RT-PCR) y serologia (Pan American Health Organization, 2011).

Durante la fase aguda (primeros 7 dias de inicio de los sintomas), las pruebas virologicas son
las mas Ttiles, ya que detectan la presencia directa del virus. (Figura 5). La RT-PCR en suero o
plasma permite la deteccion del genoma viral con una sensibilidad y especificidad mayor al 95%,
siendo el pico maximo de la viremia entre los dias 4 y 6 (Pan American Health Organization, 2011;
Vairo et al., 2019). El aislamiento viral consiste en cultivar el virus a partir de muestras de suero,
en lineas celulares susceptibles (Vero o C6/36) y su posterior identificacion del virus mediante

inmunofluorescencia (IFI) o RT-PCR en el sobrenadante del cultivo. Esta prueba es mas compleja,
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y puede realizarse hasta el octavo dia de la enfermedad (Pan American Health Organization, 2011;

Vairo et al., 2019).

Figura 5

Curso clinico de la infeccion por CHIKV
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Nota: La figura muestra el curso de la infeccion por CHIKYV, resaltando sus fases clinicas, los
biomarcadores relevantes y los métodos de diagndstico disponibles. Tomado de: Tanabe et al.,

2018.

El diagnostico serologico puede hacerse con un resultado positivo de la prueba de
inmunoadsorcion enzimatica (ELISA) de captura para IgM o IgG. Los anticuerpos de tipo IgM
anti-CHIKYV se producen al final de la primera semana de la enfermedad, pueden ser detectables

entre los dias 5-7 de inicio de sintomas y persisten por meses en sangre. Los titulos de anticuerpos
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de tipo IgG anti-CHIKV aparecen desde la segunda semana de enfermedad y permanecen
detectables en sangre por afios (Pan American Health Organization, 2011). La confirmacion de la
enfermedad se da por seroconversion de la prueba en muestras de fase aguda y convaleciente (10-
14 dias después de la fase aguda) (Pan American Health Organization, 2011; Vairo et al., 2019).
Una de las pruebas disponibles comercialmente para identificacion de anticuerpos especificos de
CHIKYV es la ELISA de captura de NovaLisa®. La deteccién de IgM muestra una sensibilidad y
especificidad diagnostica del 100% (IC95%: 96,19%-100%) y del 100% (IC95%: 95,01% - 100%),
respectivamente, mientras que para la prueba para IgG estos valores son 98,68% (1C95%: 92,89%
- 99,97%) y 100% (I1C95%:95,89% - 100%), respectivamente (NovaTec Immunodiagnostica

GmbH, 2017; NovaTec Immunodiagnostica GMBH, 2017).

1.4 La enfermedad por chikungunya

La evolucion clinica de la enfermedad por CHIKYV se divide en tres fases: aguda, subaguda y
cronica (Figura 6). Sin embargo, estudios de seroprevalencia han reportado que entre el 3 y el
28% de las personas con anticuerpos contra CHIKV no desarrollan sintomas, lo que indica que
una proporcion de las infecciones puede cursar de forma asintomatica. A continuacidn, se

describen las principales manifestaciones clinicas asociadas a cada una de ellas.
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Figura 6
Historia natural de la enfermedad
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1.4.1 Fase aguda

Dia 10

La etapa inicial de la fiebre por CHIKV (CHIKF) se caracteriza por el inicio stubito de fiebre y

dolor articular, que puede ser persistente e incapacitante (Pan American Health Organization,

2011). Entre el 87% y el 98% de los casos presentan poliartralgia, con afectacion bilateral y

simétrica, predominantemente en articulaciones pequefias (Simon et al., 2008). Ademas de fiebre

y dolor articular, se puede presentar mialgia, cefalea, nduseas, vomitos, conjuntivitis y erupciones

cutaneas (Tanabe et al., 2018; World Health Organization, 2020). En algunos casos, la CHIKF

puede presentar manifestaciones atipicas en los sistemas neurologico, ocular, cardiovascular,

dermatologico y renal (Tanabe et al., 2018). Esta fase es autolimitada y suele durar entre 5y 7

dias, tras los cuales la mayoria de los pacientes experimenta una recuperacion completa (Tanabe

et al.,, 2018). Los hallazgos del hemograma en esta fase suelen revelar linfopenia (<1,000

células/mm?) y/o moderada trombocitopenia (<150,000 células/mm?) (Simon et al., 2008; Tanabe
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et al., 2018). En casos atipicos, CHIKV puede provocar manifestaciones neurologicas como

encefalitis, Sindrome de Guillain-Barré, neuritis 6ptica y mielitis (Mehta et al., 2018).

1.4.2 Fase subaguda

En algunos casos de CHIKF los sintomas pueden persistir mas alla de los 10 dias dando paso a
la fase subaguda. Esta fase se caracteriza por periartritis distal, exacerbacion del dolor en las
articulaciones previamente afectadas, asi como tenosinovitis hipertrofica. Los sintomas pueden
persistir entre 2 y 3 meses después del inicio de la enfermedad (Pan American Health Organization,
2011; Simon et al., 2008). Durante esta fase, la mayoria de los pacientes experimenta sintomas

adicionales como depresion, fatiga y debilidad generalizada (Simon et al., 2008).

1.4.3 Fase cronica

En algunos casos, la CHIKF se define en su fase cronica por la persistencia de sintomas durante
mas de tres meses e incluso por varios afios en algunos casos. El compromiso articular es la
manifestacion mas caracteristica de esta fase en la que también se ha reportado una disminucioén
significativa en CVRS y la persistencia de fatiga. A continuacion, se describen los hallazgos en la

literatura relacionados con las caracteristicas de la fase cronica de la CHIKF.

1.4.3.1 Manifestaciones reumaticas. Las manifestaciones reumaticas de larga duracion son la
caracteristica clinica mas importante en la fase cronica de la CHIKF e incluyen artritis con marcada
sinovitis (Kucharz & Cebula-Byrska, 2012; Lopez Rodriguez, 2018). El patron de afectacion suele

ser poliarticular, simétrico y distal, afectando principalmente manos, mufiecas y tobillos, y con
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menor frecuencia codos, rodillas, hombros, cadera, y la articulacion temporomandibular (Horcada

etal., 2014).

Las manifestaciones reumatolédgicas post-CHIKYV se han observado entre el 17,0% y 53,7% de
los casos (Edington et al., 2018; Lopez Rodriguez, 2018; Rodriguez-Morales et al., 2016). En
poblacion de Barranquilla, Colombia, se observd una incidencia del 25,4% de persistencia de dolor
articular auto reportado después de 20 meses desde el inicio de la CHIKF (Chang, Encinales, et
al., 2018). Asimismo, en un estudio retrospectivo en Tolima, Colombia se determino la prevalencia
de la persistencia de compromiso articular en el 58,5% de los pacientes al cabo de 12 meses de
seguimiento (Consuegra-Rodriguez et al., 2018). Las diferencias en la frecuencia de las
manifestaciones reumatoldgicas podrian en parte, atribuirse a la heterogeneidad en las definiciones

de estas complicaciones, asi como en los periodos de seguimiento.

En la literatura se han planteado como factores que predisponen a los pacientes a desarrollar la
forma cronica de la CHIKF, el sexo femenino (RR: 1,36; IC95%: 1,09 - 1,70) (Moro et al., 2012),
la edad superior a 45 afios (OR: 6,4; IC95%: 1,8 - 22,1) (Gérardin et al., 2013), el antecedente de
dolor articular (RR: 1,45; 1C95%: 1,17 - 1,80) (Moro et al., 2012) y los titulos elevados de

anticuerpos IgG anti-CHIKV (OR: 6,2; IC95%: 2,8 - 13,2) (Gérardin et al., 2013).

El Reumatismo Croénico posterior a una infeccion por CHIKV (RC-pCHIK) se describid por
primera vez en 1979 (Fourie & Morrison, 1979). No obstante, después de 10 afios de la emergencia
de CHIKV en América y de los esfuerzos por caracterizar las manifestaciones cronicas, aiin no se
cuenta con una definicion estandarizada y reproducible de RC-pCHIK. Se ha propuesto que la
definicion de RC-pCHIK sea la persistencia de sintomas articulares y extraarticulares luego de tres

meses del inicio de la CHIKF, o el desarrollo de una patologia inflamatoria inmunomediada
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especifica durante el seguimiento (Segura-Charry et al., 2021; Simon et al., 2015). Esta definicion

se utilizard en este estudio, clasificando los casos de RC-pCHIK en los siguientes patrones clinicos:

e Patologia inflamatoria especifica: En pacientes que cumplen con los criterios
clasificatorios para una entidad inflamatoria inmunomediada, documentada por un
reumatdlogo. Esto incluye artritis reumatoide (segin criterios de clasificacion
ECR/EULAR 2010) (Aletaha et al., 2010), espondiloartritis axial o periférica (segiin
criterios de ASAS 2011) (Rudwaleit et al., 2011), y lupus eritematoso sistémico (segin
criterios de clasificacion ACR/EULAR 2019) (Aringer et al., 2019).

e Monoartritis, Oligoartritis o Poliartritis post-viral: Documentada por dolor y
fluctuacion del margen articular en una articulacion, entre 2 — 4 articulaciones y mas
de 5 articulaciones, respectivamente (P. L. C. M. van Riel et al., 2004).

e Artralgia post-viral: Documentada por dolor a nivel del margen articular sin
documentacion de fluctuacion (tumefaccion) (P. L. C. M. van Riel et al., 2004).

e Reumatismo de tejidos blandos: Documentada por presencia de tenosinovitis,
bursitis, fascitis, dolor localizado no inflamatorio, o que cumpla criterios
clasificatorios ACR 2011 para Fibromialgia (Wolfe et al., 2011).

1.4.3.2 Calidad de vida relacionada con salud. Durante la fase cronica de la CHIKF, se ha
reportado un deterioro en la CVRS (Couturier et al., 2012; Marimoutou et al., 2012, 2015;
Ramachandran et al., 2012), concepto predominantemente evaluado mediante la aplicacion del
Cuestionario de Salud y bienestar (SF-36), el cual, ha sido ampliamente utilizado tanto en la
poblacién general como en la afectada por diferentes enfermedades (Diaz et al., 2017). El SF-36

consta de 36 preguntas que evaliian ocho dominios: funcionamiento fisico, desempeiio fisico, dolor
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corporal, salud general, vitalidad, funcionamiento social, desempefio emocional y salud mental.
Estos dominios se agrupan en dos componentes principales: mental y fisico (Alonso et al., 1995;
Diaz et al., 2017; Vilagut et al., 2005). Las puntuaciones de la escala oscilan entre 0 y 100, donde
las puntuaciones mas altas indican mejor calidad de vida. La version en espaiol del SF-36 ha sido
previamente validada, obteniéndose un coeficiente alfa de Cronbach >0,7 en todas las
dimensiones, excepto en el dominio de funcionamiento social (alfa=0,45) y un coeficiente de
correlacion intraclase (CCI) de 0,58 a 0,99 en dos evaluaciones diferentes (Alonso et al., 1995).
Ademas, fue adaptada culturalmente y validada en Colombia en pacientes mayores de 18 afios con
dolor musculoesquelético, depresion mayor, diabetes mellitus y personas sanas, obteniéndose un
buen desempefio (coeficiente alfa de Cronbach >0,80 y un ensayo de prueba y reprueba >0,7)

(Lugo Agudelo et al., 2006).

En pacientes infectados por CHIKV, la evaluacion de la calidad de vida mediante el SF-36 ha
mostrado puntuaciones mas bajas en los componentes fisico y mental en comparacion con
individuos no infectados, y esta afectacion persiste incluso a los 30 y 72 meses de seguimiento
(Marimoutou et al., 2012, 2015). En aquellos pacientes con compromiso articular persistente a 5,
30 y 72 meses, se observo una disminucion en la puntuacion del SF-36 tomando como control
casos de CHIKF libres de compromiso articular (Marimoutou et al., 2012, 2015; Ramachandran
et al., 2012). Esto sugiere que la evaluacion de CVRS mediante el SF-36 podria ser usada como
un indicador de pacientes a intervenir tempranamente, dado que el deterioro de la calidad de vida
coexiste con el compromiso articular caracteristico de la fase crénica de la enfermedad. Por tanto,
en esta propuesta se implemento la evaluacion de CVRS en pacientes mayores de 18 afios mediante

el uso del Cuestionario SF-36.
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1.4.3.3 Fatiga cronica. La fatiga cronica ha sido reportada luego de infecciones causadas por
virus (virus dengue, virus del rio Ross, virus Eipstein-Barr, citomegalovirus), asi como por
parasitos (giardiasis, toxoplasmosis, etc.) y bacterias (brucelosis, leptospirosis, fiebre tifoidea, etc.)
(Ayala Sierra et al., 2017; Carruthers et al., 2011; Fukuda et al., 1994; Katz et al., 2018; Richman
et al., 2009; Ute et al., 2007). Ademas, la fatiga cronica estd siendo cada vez mas reconocida como
un sintoma acompaifante del reumatismo cronico (Duvignaud et al., 2018; Gérardin et al., 2011;
Manimunda et al., 2010; Marimoutou et al., 2015; Soumahoro et al., 2009). En un estudio realizado
por Manimunda et al, se observo que, en casos de infeccion por CHIKYV, la frecuencia de fatiga
fue del 34,0% en el primer mes y del 13,0% al décimo mes de seguimiento (Manimunda et al.,
2010). Por su parte, en la cohorte TELECHIK se reportd que el 34,3% de los pacientes con
infeccion por CHIKYV presentaban fatiga cronica de origen desconocido (Duvignaud et al., 2018;
Manimunda et al., 2010). Si bien, en la enfermedad por chikungunya se han hecho aproximaciones
a la evaluacion de fatiga, el uso de una definicion consensuada para la clasificacion de los casos

ha sido la excepcion.

Para la evaluacion de fatiga, se han disefiado diferentes pruebas que han sido validadas en
multiples idiomas. La escala de la gravedad de la fatiga (FSS), disefiada y validada en pacientes
los lupus eritematoso, esclerosis multiple y poblacion sana, ha demostrado una buena consistencia
interna (alfa de Cronbach=0,88) (Krupp et al., 1989). El FSS también ha sido validado en otras
condiciones, como la poliomielitis, hepatitis C, obesidad, dolor cronico (Bernal-Vargas et al.,
2017). Bernal et al. realizaron una evaluacion cultural y validacion de la versidon en espafiol del
FSS en poblacion colombiana, evidenciando un buen desempefio (alfa=0,87) (Bernal-Vargas et

al., 2017). Esta escala usa un formato tipo Likert con siete niveles para evaluar las dimensiones
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fisica (items 2, 3, 4, 5 y 6), social (items 7, 8 y 9) y motivacional (item 1) de la fatiga, donde
puntuaciones mas altas indican mayor severidad. Una puntuacion total mayor o igual a 36 sugiere
que la persona estd presentando sintomas de fatiga (Ayala Sierra et al., 2017). Para este estudio
implementamos esta escala para determinar la presencia de fatiga crénica (FSS>36, con una

duracion superior a los 6 meses).

1.5 Patogénesis

La patogenia de la enfermedad por CHIKV no ha sido establecida atn. Tras la picadura del
mosquito Aedes infectado, CHIKV infecta y se replica activamente en monocitos, macrofagos,
fibroblastos células dendriticas y células endoteliales de la piel (Schwartz & Albert, 2010; Tanabe
et al., 2018; Valdés-Lopez et al., 2022). Luego, el virus es diseminado hacia ganglios linfaticos y,
a través de la circulacion linfatica y sanguinea, se distribuye a tejidos, incluyendo articulaciones y
musculo esquelético (Calvo et al., 2021; Tanabe et al., 2018). Al igual que otros alfavirus, como
el virus Mayaro, Sindbis, Ross River y O'nyong'nyong, CHIKV muestra tropismo por los
fibroblastos sinoviales humanos desencadenando un efecto artritogénico caracteristico de esta

familia (Olivia et al., 2015; Schwartz & Albert, 2010).

Durante la fase aguda de la CHIKV se ha planteado que el virus logra altas cargas virales que
oscilan entre 10° y 10° copias/mL (Calvo et al., 2021), induciendo la activacién de la respuesta del
interferon de tipo I (IFNa e IFNP) para activar el estado antiviral y controlar la infeccion (T. H.
Teo et al., 2012; Valdés-Lopez et al., 2024a). Esta respuesta conduce a la produccién de citocinas

y quimiocinas proinflamatorias para controlar la infeccion, incluyendo IFN-a, IFN-y, 11-2, IL-2R,
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IL-6, IL-7, IL-8/CXCLS, IL-12, IL-15, IL-17, IL-18, MCP-1/CCL2, MIG/CXCL9, MIP-1a, MIP-
1B e IP-10/CXCL10 (Babu et al., 2023; Chaaithanya et al., 2011; Chow et al., 2011; Kelvin et al.,
2011; Krishnan et al., 2021; Ng et al., 2009; Reddy et al., 2014; Restrepo et al., 2022; Tanabe et
al., 2019; Teng et al., 2015; Venugopalan et al., 2014; Wauquier et al., 2011). Como mecanismo
para contrarrestar la respuesta del huésped, se ha reportado que la proteina nsP2 de CHIKV actia
como un modulador inmunitario que inhibe el estado antiviral dependiente de interferones
mediante el bloqueo de la via JAK/STAT en las células infectadas (Poo et al., 2014; Schwartz &
Albert, 2010; Silveira-Freitas et al., 2024; Valdés Lopez et al., 2019), contribuyendo a las
manifestaciones reumatoldgicas (Avila-Trejo et al., 2023; Chen et al., 2015; Silveira-Freitas et al.,

2024).

La patogenia sigue sin comprenderse del todo. En la Figura 7 se muestran los diferentes
mecanismos que actualmente se han propuesto para explicar el dafo articular crénico inducido por
CHIKV. En primer lugar, la infeccion por viral a nivel articular puede inducir la transcripcion del
ARN viral, lo que desencadena la produccion de citocinas proinflamatorias como IL-6, IL-18 y
MCP-1/CCL2. Estas moléculas activan linfocitos CD4*, promoviendo una respuesta Thl y Th17,
que se ha asociado con el dolor persistente. En segundo lugar, el virus y los factores MCP-1/CCL2,
IL-6 e IL-8/CXCLS, afectando la funcion de los osteoblastos, células encargadas de formar hueso,
y promueve la activacion de monocitos hacia osteoclastos a través de la via RANK—RANKL, lo
que resulta en una mayor resorcion 6sea (Phuklia et al., 2013; Schwartz & Albert, 2010). En tercer
lugar, macréfagos y monocitos han sido propuestos como posibles reservorios virales en tejido
sinovial, lo que favoreceria su persistencia en nichos inmunoldgicos en articulaciones afectadas,

Esta persistencia viral, le permitiria contribuir directamente al dafio del tejido y favorecer la
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progresion hacia la fase cronica de la enfermedad (Hoarau et al., 2010). En cuarto lugar, la
presencia de autoanticuerpos y poliaminas, que podrian perpetuar la inflamacion local y favorecer
la destruccion del cartilago; sin embargo, estos mecanismos estan poco comprendidos (Avila-Trejo
et al., 2023; Chen et al., 2015; Silveira-Freitas et al., 2024). Como resultado, se genera un
microambiente articular donde predomina la destruccion sobre la reparacion dsea, lo que puede
explicar la persistencia de sintomas articulares en pacientes con reumatismo cronico post-CHIKV

(RC-pCHIK).

Figura 7

Patogenia de la enfermedad
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Nota: la figura muestras los mecanismos de inmunopatogénesis de la enfermedad

reumatolédgica post-CHIKV. Adaptada de Avila-Trejo et al. (2023).
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1.6 Biomarcadores

Un biomarcador se define como una molécula bioldgica cuantificable presente en sangre u otros
liquidos corporales, cuya deteccion puede indicar un estado fisioldgico, patolégico o la respuesta
a un tratamiento para una enfermedad o afeccion (Morrow & De Lemos, 2007; National Institutes
of Health (US), 2021). La medicion de los factores inmunologicos en la fase temprana de la
infeccion por CHIKV puede considerarse en las siguientes categorias: como biomarcadores
diagnosticos de la infeccion, biomarcadores prondsticos de la evolucion hacia la fase cronica de la
enfermedad, biomarcadores predictivos de la efectividad de una intervenciones o tratamientos
frente a los sintomas causados por CHIKV, o como biomarcadores que contribuye a esclarecer la
patogenia de la enfermedad (Morrow & De Lemos, 2007). En esta investigacion, evaluamos
especificamente el rol prondstico de factores inmunoldgicos en relacion con la evolucion hacia

secuelas cronicas causadas por la infeccion por CHIKV.
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2 Perfil inmunolégico agudo y biomarcadores pronosticos de dolor articular persistente

en la fiebre por chikungunya: Una revision Sistematica

2.1 Introduccion

El chikungunya es una enfermedad infecciosa causada por el virus chikungunya (CHIKV) y
trasmitida por mosquitos del género Aedes, principalmente Aedes aegypti y Aedes albopictus. La
infeccion aguda por CHIKYV se ha asociado al desarrollo de manifestaciones clinicas reumaticas
que pueden persistir durante afios (Thiberville et al., 2013). La principal secuela a largo plazo de
la infeccion por CHIKYV es el reumatismo cronico post-chikungunya (RC-pCHIK), caracterizado
por la persistencia de sintomas articulares y extraarticulares luego de tres meses del inicio de la
enfermedad por CHIKV, o por el desarrollo de una patologia inflamatoria, inmunomediada
especifica durante el seguimiento (Simon et al., 2015). La frecuencia de manifestaciones
reumaticas persistentes oscila entre el 17,0% y el 53,7%, una amplia variacion explicada en parte
por la heterogeneidad de las definiciones clinicas y los tiempos de seguimiento en los que
realizaron las evaluaciones (Edington et al., 2018; Lopez Rodriguez, 2018; Rodriguez-Morales et

al., 2016).

Aunque la primera epidemia de CHIKV ocurri6 en Tanzania en 1952 (Kucharz & Cebula-
Byrska, 2012), la aparicion de esta infeccion en Europa y América es relativamente reciente.
Ademas, la comprension de la patogénesis de las manifestaciones reumaticas persistentes sigue
siendo limitada, lo que refuerza la clasificacion del chikungunya como enfermedad desatendida
(World Health Organization, 2024). Se ha postulado que CHIKV podria persistir en nichos

inmunologicos dentro de tejido sinovial, contribuyendo directamente a su dafio y a la progresion
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hacia la fase cronica de la enfermedad; sin embargo, no hay consistencia con el hallazgo de RNA
viral o sus proteinas en los macréfagos obtenidos de liquido sinovial de pacientes infectados por

CHIKYV (Chang, Martins, et al., 2018; Hoarau et al., 2010).

Alternativamente, se ha sugerido que la produccion de citocinas, quimiocinas y factores de
crecimiento inducidos por CHIKV podria estar asociada con la persistencia de la enfermedad
articular cronica (Avila-Trejo et al., 2023; Chen et al., 2015; Silveira-Freitas et al., 2024). Lee et
al. reportaron por primera vez niveles elevados de interleucina-8 (IL-8/CXCLS8), la proteina 10
inducida por IFN-y (IP-10/CXCL10), la monocina inducida por IFN-y (MIG/CXCL9) y la proteina
quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1/CCL2) en un paciente con infeccion por CHIKV (Lee et
al., 2006); no obstante, este hallazgo ha sido inconsistentemente replicado por otros autores (Alves
de Souza et al., 2022; Chirathaworn et al., 2013; Hoarau et al., 2010; Kashyap et al., 2014; Kelvin
etal., 2011; Krishnan et al., 2021; Lohachanakul et al., 2012; Ng et al., 2009; Restrepo et al., 2022;
Sanchez-Arcila et al., 2020; Wauquier et al., 2011). Lo anterior, podria explicarse parcialmente,
por la limitada disponibilidad de estudios longitudinales, las variaciones en los tiempos de
seguimiento de los pacientes, la heterogeneidad en la definicion del desenlace en la fase cronica,
asi como por diferencias en la matriz bioldgica o en las pruebas utilizadas para cuantificar los
fatores inmunoldgicos. Esta revision sistematica tiene como objetivo establecer un perfil
inmunologico de la enfermedad aguda por CHIKV basado en la evidencia disponible; y, ademas,
identificar y evaluar criticamente la evidencia sobre biomarcadores prondsticos de la respuesta
inmune en relacidn con la artralgia persistente, uno de los sintomas mas comunes y consistentes

de compromiso articular cronico posterior a una infeccion por CHIKV.
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2.2 Materiales y métodos

Esta revision sistematica se realiz6 siguiendo el instrumento AMSTAR (4 Measurement Tool
to Assess Systematic Reviews) (Shea et al., 2017) y los resultados fueron reportados de acuerdo
con las pautas de la guia PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-
Analysis) (Moher et al., 2009). El protocolo de esta revision fue registrado en el registro

internacional de revisiones sistematicas PROSPERO (CRD42021279400, Apéndice A).

2.2.1 Fuentes de datos y estrategia de busqueda
Se realizaron busquedas en las bases de datos PubMed/MEDLINE, LILACS, Cochrane Library
Plus y SCOPUS para identificar estudios observacionales publicados en inglés, desde sus inicios

2 [13

hasta abril de 2024. Los términos de busqueda utilizados fueron “chikungunya”, “cytokines”,
“biomarkers”, “artharlgia” y “joint pain”. También, se revisaron los libros de resimenes de las
reuniones de la American Society of Tropical Medicine and Hygiene (ASTMH) de 2011 a 2023 y

se examinaron las listas de referencias de los articulos identificados para complementar la

blisqueda electronica.

2.2.2 Criterios de elegibilidad

Se incluyeron estudios observacionales que evaluaran la relacion entre factores inmunoldgicos
y la fase aguda de la enfermedad por CHIKV o artralgia en pacientes con diagnostico de infeccion
por CHIKV. Se excluyeron los estudios publicados en un idioma diferente al inglés, asi como
aquellos en los que los factores inmunolégicos se midieron en una muestra bioldgica diferente al
suero o plasma, o después a una estimulacion in vitro de las células extraidas de los pacientes y

los estudios que no incluyeron un grupo control.
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2.2.3 Seleccion de estudios

Los estudios identificados mediante la estrategia de busqueda se registraron en una hoja de
calculo Excel y se eliminaron los duplicados. Se revisaron todos los titulos y resimenes segin
los criterios de elegibilidad establecidos. Las discrepancias se resolvieron por consenso y, de ser
necesario, se consultd a un tercer revisor para llegar a una decision final. Posteriormente, se
realizo una revision completa de los articulos, y un autor verifico nuevamente la elegibilidad. La
Figura 8

Figura 8 muestra el diagrama de flujo del proceso de seleccion de los estudios.

2.2.4 Extraccion de datos

Se extrajo la siguiente informacion para cada estudio: autor, disefio del estudio, pais, afio de
publicacion, edad de los pacientes, tamafo de la muestra (casos y controles prevalentes o
incidentes, segun corresponda), duracion maxima del seguimiento, prueba utilizada para el

diagnostico de CHIKV y tipo de muestra utilizada para la medicion de los factores inmunologicos.

2.2.5 Evaluacion del riesgo de sesgo

Dos autores evaluaron de forma independiente la calidad metodologica de los estudios
observacionales elegibles mediante la Escala de Newcastle-Ottawa (NOS) (Wells G et al., 2014).
Segun los criterios de seleccion de la NOS (hasta cuatro puntos), comparabilidad (hasta dos
puntos) y adecuacion de las medidas de resultado (hasta tres puntos), se pudo otorgar un total de
nueve puntos. El riesgo de sesgo se categorizé en funcion de la puntuacion obtenida como: riesgo

alto (0-3), riesgo intermedio (4-6) y riesgo bajo (7-9).
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2.3 Resultados

2.3.1 Seleccion de estudios

La estrategia de busqueda identifico 1.213 articulos. Sin embargo, luego de eliminar 625
duplicados y excluir 536 articulos que no cumplian con los criterios de elegibilidad basados en la
revision de titulos y resimenes, se recuperaron y revisaron 52 articulos completos. De estos, se

seleccionaron 38 estudios para realizar la sintesis cualitativa (Figura 8).

Figura 8
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Nota: La figura presenta el diagrama de flujo del proceso de seleccion de estudios incluidos

en esta revision sistematica, elaborado segun las directrices de la guia PRISMA.

2.3.2 Caracteristicas de los estudios y evaluacion de riesgo de sesgo

Entre los estudios incluidos, el 52,6% fueron conducidos en Asia, el 31,6% en América, el
13,2% en Europa y el 2,6% en Africa, con predominio de los disefios de casos y controles y
cohortes (55,3% y 34,2%, respectivamente; Tabla 1). El tamafio de la muestra oscil6 entre 8 y 346
participantes, con un rango de edad entre 0 y 90 afios. La maxima duracion de la enfermedad desde
el diagnodstico hasta la evaluacion clinica fue de 60 meses. La infeccion por CHIKV se definid
mediante un resultado positivo en la prueba RT-PCR para detectar el genoma de CHIKV (n=8),
un ELISA positivo para detectar IgM o IgG anti-CHIKV (n=13) o ambos (n=17). Los
biomarcadores evaluados con mayor frecuencia fueron IL-6 (n=21), TNF-a (n=19), IFN-y (n=17),
IL-8/CXCL8 (n=17), e IL-10 (n=17). La mayoria de los estudios (71,1%) utilizaron suero como
muestra bioldgica para la cuantificacion de citocinas. En relacion con el riesgo de sesgo, la mayoria
de los estudios fueron clasificados como de riesgo intermedio y bajo (73,5% y 23,5%,

respectivamente), segun la escala NOS (Tabla 2).
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Tabla 1
Caracteristicas de los estudios incluidos
— Tamatio de Duracién C .
Autor, afio Disclodel  pyyy  Bdad _ Muesta®  Mivimadena  Dgndstio Mo
Casos Controles Enfermedad

Hoarau, 2010 Cohorte Francia  19-90 32 8 12 meses PCR & serologia Suero
Chaaithanya, 2011 Cohorte India 25-55 22 6 10 meses Serologia Suero
Kelvin, 2011 Cohorte Italia No dato 50 10 12 meses PCR & serologia Suero
Chow, 2011 Cohorte Singapur 23 - 67 30 8 2-3 meses PCR Plasma
Chopra, 2012 Cohorte India 15-24 225 49 24 meses Serologia Suero
Lohachanakul, 2012 Cohorte Tailandia 20 - 54 35 27 1 mes PCR & serologia Plasma
Moro, 2012 Cohorte Italia 0-60 250 0 12 meses Serologia Suero
Kam, 2012 Cohorte Singapur 23 - 67 30 0 2-3 meses Serologia Plasma
Gérardin, 2013 Cohorte France 15-65 346 0 24 meses Serologia Suero
Venugopalan, 2014 Cohorte India Adultos 110 80 1 mes Serologia Suero
Chang, 2018 Cohorte Colombia Adultos 242 0 20 meses Serologia Suero
Nayak, 2020 Cohorte India 15-77 72 0 20 meses PCR & serologia ~ Plasma
Jacob-Nascimento, 2021 Cohorte Brasil 14-50 253 81 >3 meses PCR & serologia Suero
Alves de Souza, 2022 Cohorte Brasil 28-66 78 10 3 meses PCR & serologia ~ Plasma
Chirathaworn, 2010 Casos-Controles  Tailandia No data 28 20 13 dias PCR & serologia Suero
Wauquier, 2011 Casos-Controles ~ Gabon  Adultos 69 30 1 semana PCR Plasma
Chirathaworn, 2013 Casos-Controles  Tailandia 2 - 84 46 20 13 dias PCR & serologia Suero
Schilte, 2013 Casos-Controles  Francia  Adultos 20 22 36 meses PCR Suero
Kashyap, 2014 Casos-Controles India 35-85 8 5 11 dias PCR & serologia Suero
Reddy, 2014 Casos-Controles India 21-80 48 37 3 meses PCR & serologia ~ Plasma
Rojas, 2015 Casos-Controles Colombia Adultos 73 0 1 mes Serologia Suero
Dutta, 2017 Casos-Controles India 9-76 173 157 >8 dias PCR & serologia Suero
Chattopadhya, 2017 Casos-Controles India 5-65 30 30 No data Serologia Suero

(Tabla continua en la siguiente pagina)
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Tabla 1. (continuacion)
Caracteristicas de los estudios incluidos
Tamafio de Muestra Duracién L )
Autor, afio Diseiio del Estudio  Pais (?.ﬂﬂf) (n) Miximadela ~ Degrosuce PO
Casos Controles Enfermedad

Banerjee, 2018 Casos-Controles India Adultos 40 25 2 semanas PCR & serologia  Plasma
Tanabe, 2019 Casos-Controles Brasil 7-82 29 21 5 dias PCR & serologia Suero
Cavalcanti, 2019 Casos-Controles Brasil 41-69 45 49 5 meses Serologia Suero
Ninla-Aesong, 2019 Casos-Controles Tailandia  No data 93 30 60 meses Serologia Suero
Sanchez-Arcila, 2020 Casos-Controles Brasil Adultos 33 37 <8 dias PCR Suero
Cavalcanti, 2020 Casos-Controles Brasil 41-69 44 49 5 meses Serologia Suero
Krishnan, 2021 Casos-Controles India 22-65 16 10 14 dias PCR & serologia  Plasma
Rocha, 2022 Casos-Controles Brasil 15-89 80 32 <19 dias PCR & serologia Suero
Liu., 2022 Casos-Controles Brasil 18-66 40 13 6 meses PCR Suero
Babu, 2023 Casos-Controles India 12-70 196 24 1 mes PCR & serologia Suero
Restrepo, 2022 Casos-Controles Colombia  18-15 83 10 3 meses PCR & serologia Suero
Dhenni, 2021 Corte transversal Indonesia 1-78 32 4 <9 dias PCR Suero
Ng, 2009 Serie de casos Singapur 22 - 65 10 9 <10 dias PCR Plasma
Chopra, 2014 Serie de casos India No data 70 80 >6 semanas Serologia Suero
Sepulveda-Delgado., 2017 Serie de casos México 27 - 64 10 0 12 meses PCR & serologia  No data

Nota: En esta tabla se muestras las caracteristicas de los estudios incluidos para la revision sistematica de literatura, incluyendo el disefio

del estudio, pais de procedencia, tamafio de muestra, duracion de seguimiento, prueba de diagndstico utilizada para confirmar infeccion

por CHIKV y tipo de muestra empleada para la medicion de los factores inmunologicos.
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Evaluacion del riesgo de sesgo de Newcastle-Ottawa
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Autor, afio Disefio estudio  Seleccion Comparabilidad Exposicion Puntuacion  Riesgo de sesgo
Hoarau, 2010 Cohorte 3 0 1 4 Intermedio
Chaaithanya, 2011 Cohorte 3 0 2 5 Intermedio
Kelvin, 2011 Cohorte 3 0 2 5 Intermedio
Chow, 2011 Cohorte 2 0 2 4 Intermedio
Chopra, 2012 Cohorte 3 0 2 5 Intermedio
Lohachanakul, 2012 Cohorte 4 0 0 4 Intermedio
Moro, 2012 Cohorte 4 1 3 8 Bajo
Kam, 2012 Cohorte 2 0 0 2 Alto
Gérardin, 2013 Cohorte 4 1 2 7 Bajo
Venugopalan, 2014 Cohorte 3 0 1 4 Intermedio
Chang, 2018 Cohorte 4 1 2 7 Bajo
Nayak, 2020 Cohorte 4 0 2 6 Intermedio
Jacob-Nascimento, 2021 Cohorte 4 2 1 7 Bajo
Alves de Souza, 2022 Cohorte 3 0 1 4 Intermedio
Chirathaworn, 2010 Casos-Controles 2 0 3 5 Intermedio
Wauquier, 2011 Casos-Controles 3 0 3 6 Intermedio
Chirathaworn, 2013 Casos-Controles 1 0 3 4 Intermedio
Schilte, 2013 Casos-Controles 4 1 3 8 Bajo
Kashyap, 2014 Casos-Controles 1 0 3 4 Intermedio
Reddy, 2014 Casos-Controles 1 1 3 5 Intermedio
Rojas, 2015 Casos-Controles 4 1 3 8 Bajo
Dutta, 2017 Casos-Controles 3 2 3 8 Bajo

(Tabla continua en la siguiente pagina)
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Tabla 2 (Continuacion)

Evaluacion del riesgo de sesgo de Newcastle-Ottawa
Autor, afio Diseiio estudio  Seleccion Comparabilidad Exposicion Puntuacion Riesgo de sesgo
Chattopadhya, 2017 Casos-Controles 2 1 3 6 Intermedio
Banerjee, 2018 Casos-Controles 2 1 3 6 Intermedio
Tanabe, 2019 Casos-Controles 1 0 3 4 Intermedio
Cavalcanti, 2019 Casos-Controles 3 1 2 6 Intermedio
Ninla-Aesong, 2019 Casos-Controles 4 1 3 8 Bajo
Sanchez-Arcila, 2020 Casos-Controles 2 0 3 5 Intermedio
Cavalcanti, 2020 Casos-Controles 2 1 2 5 Intermedio
Krishnan, 2021 Casos-Controles 1 1 2 4 Intermedio
Rocha, 2022 Casos-Controles 3 0 3 6 Intermedio
Liu, 2022 Casos-Controles 3 0 3 6 Intermedio
Restrepo, 2022 Casos-Controles 1 0 3 4 Intermedio
Babu, 2023 Casos-Controles 3 0 2 5 Intermedio

Nota: La tabla presenta la evaluacion del riesgo de sesgo, realizada con la escala de Newcastle-Ottawa, aplicada a estudios de

cohorte y casos y controles incluidos en esta revision.
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2.3.3 Perfil de la respuesta inmune en la enfermedad aguda

Veintisiete estudios (71,1%) evaluaron factores inmunolégicos durante la fase aguda de la
infeccion por CHIKV. La Figura 9 muestra un mapa de calor que incluye 37 factores
inmunolégicos evaluados en al menos dos estudios, indicando las comparaciones entre los casos
de CHIKV y los controles sanos (CS). Se observaron niveles mas altos de factores proinflamatorios
(IFN -a, IFN-y, receptor de interleucina 2 [IL-2Ra], IL-6, IL-7 e IL-8/CXCLS) y antiinflamatorios
(IL-4 y receptor antagonista de la IL-1[IL-1Ra]), asi como quimiocinas (MCP-1/CCL2,
MIG/CXCL9 e IP-10/CXCL10) y los factores de crecimiento (factor de crecimiento endotelial
vascular [VEGF] y factor estimulante de colonias de granulocitos [G-CSF]) en la fase aguda de la
infeccion por CHIKV comparado con los CS. Este patron se mantuvo independientemente de la
precedencia de los casos (Asia 0 América), excepto por IL-4 e IFN-a, que no fueron incluidos en
el patron de estudios conducidos en América.

Pese a que no aparecen en la Figura 9, diversos estudios han reportado concentraciones
elevadas de la proteina C reactiva (Chattopadhya et al., 2017; Chopra et al., 2012; Chow et al.,
2011; Hoarau et al., 2010; Ng et al., 2009; Restrepo et al., 2022; Venugopalan et al., 2014), [L-27
(Gualberto Cavalcanti et al., 2019), galectina 9 [GAL-9] (Gualberto Cavalcanti et al., 2020) y la
proteina del grupo 1 de alta movilidad [HMGB1] (Rocha et al., 2022) durante la fase inicial de la

infeccion aguda por CHIKV.
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Figura 9

Mapa de calor del perfil inmune reportado en la fase aguda de la infeccion por CHIKV.

T
.

=

e mm——

ol

GM-CSF
G-CSF

HGF
BGF

Botaxin
MIF
.VEGI

.FGF-basic

&
=

IFN-«
TFN-y
IL-2R

TNF -
TGE-p
IL-1p
IL-Te

1L-10
1I.-12
1L.-13
1L.-15
1.-17
IL-18
1L.-21

Ng. 2009

Hoaran, 2010
Chirathaworn, 2010
Chaaitanya, 2011
Kelvin, 2011

Chow, 2011
Wauquier, 2011
Chopra, 2012
Lohachanakul, 2012
Chirathaworn, 2013
Vemigopalan, 2014
Kashyap, 2014
Reddy, 2014
Chopra, 2014

Dutta, 2017
Chattopadhya, 2017
Banerjee, 2018
Tanabe, 2019
Cavalcanti, 2019
Sanchez-Arcila, 2020
Jacob-Nascimento, 2021
Krishnan, 2021
Dhenni, 2021

Alves de Souza, 2022
Liu, 2022

Restrepo, 2022
Babu, 2023

|
D No dato
D No diferencia

-_-
S EE
-:E " HENE W E N N At

D Bajos

B P

Nota: La figura presenta un mapa de calor con la comparacion de factores inmunologicos entre casos CHIKV y controles sanos. Las

categorias “alto” o “bajo” indican diferencias significativas (p<0,05) respecto al grupo control.
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2.3.4 Biomarcadores de dolor articular persistente

La duracién de los sintomas articulares en los casos de infeccion por CHIKV oscil6 entre 3
meses (Alves de Souza et al., 2022; Chow et al., 2011; Kam et al., 2012) y 60 meses (Ninla-Aesong
et al., 2019). En evaluaciones concurrentes de factores inmunolédgicos y el desenlace clinico a los
6 y 12 meses tras la infeccion por CHIKV, se observaron niveles mas elevados de IL-6 y niveles
mas bajos de Eotaxina, HGF, IL-5 y RANTES/CCLS5 (Quimiocina de regulacién por activacion
expresada y secretada por los linfocitos T) en los pacientes con dolor articular persistente, en
comparacion con aquellos que se habian recuperado (Tabla 3) (Chaaithanya et al., 2011; Chow et
al., 2011; Sepualveda-Delgado et al., 2017). Ademads, los estudios con mayor duracion de la
enfermedad (36 y 60 meses) encontraron concentraciones mas altas de IL-10 y metaloproteinasas
de matriz 1 y 3 (MMP-1 y MMP-3) entre los casos con dolor articular persistente en comparacion

con los casos recuperados (Ninla-Aesong et al., 2019; Schilte et al., 2013).

En relacién con los marcadores tempranos de dolor articular persistente (Tabla 4), solo uno de
los dos estudios analizados reportd que los niveles de factores inmunoldgicos medidos durante la
fase aguda podrian predecir el dolor articular persistente a los 20 meses de seguimiento. En dicho
estudio, el modelo regresion logistica ajustado arrojo los siguientes odds ratio (OR): IL-4: 0,504;
IL-2:0,573; IL-13: 1,799; TNFa: 0,650, con un area bajo la curva (AUC) de 0,88 (Chang, Tritsch,
et al., 2018). Estos resultados sugieren que la combinacion de estas citocinas podria discriminar
adecuadamente entre pacientes con y sin dolor persistente, y que, en particular, niveles elevados
de IL-13 podrian asociarse con mayor riesgo de evolucion cronica, mientras que IL-4, IL-2 y TNF-
o podrian actuar como factores protectores. Aunque Hoarau et al. también observaron niveles bajos

de IL-4 e IL-13 en los primeros dias de la infeccion por CHIKV en pacientes con artralgia
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persistente a los 12 meses de seguimiento, estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas (Hoarau et al., 2010). Asimismo, se reportd que los niveles de la PCR fueron mas
altos en los primeros 5 dias en los casos cronicos en comparacion con los casos recuperados

(60,2+59,7 vs. 11,3£10,1 mg/l) (Hoarau et al., 2010).

Varios estudios han evaluado los niveles de IgG anti-CHIKV como biomarcadores de artropatia
cronica (Gérardin et al., 2013; Kam et al., 2012; Moro et al., 2012; Nayak et al., 2020; Rojas,
2015). El estudio TELECHIK report6 una asociacion entre niveles elevados de IgG y un mayor
riesgo de dolor articular persistente después de 24 meses de seguimiento (OR=6,2; 1C95%: 2,8 —
13,2, por unidad de aumento en la densidad dptica) (Gérardin et al., 2013). Rojas et al. observaron
que niveles elevados de IgG se asociaban con la prueba de fuerza de agarre de la mano (Handgrip)
(OR=1,1; 1C95%: 1,10 - 1,12) en la fase subaguda (Rojas, 2015). Una respuesta temprana de
anticuerpos, indicada por un aumento de los niveles de IgG3, podria contribuir a la neutralizacién
eficaz del virus y a la proteccion frente a la artralgia persistente (Kam et al., 2012). En particular,
la aparicion temprana de anticuerpos neutralizantes (independientemente del isotipo) durante la

fase febril aumento el riesgo de desarrollar artritis cronica (Nayak et al., 2020).
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Factores inmunologicos cuantificados de manera concurrente con el reporte de dolor articular persistente en la infeccion por CHIKV

Contraste de Concentraciones

Tamafio Muestra (n) Tiempo de . .
Estudio Desenlace Evaluacion de los Factores inmunologicost
Persistente Recuperados (meses)* Altos Bajos No diferenciaz
Chow, 2011 Dolor articular 4 26 3 IL-6, Eotaxina,
GM-CSF HGF
Restrepo, 2022 Desorden 28 55 3 IL-10, MIP-1  IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-
musculoesquelético 12,
IL-8, MCP-1, RANTES
Sepulveda- Dolor articular 6 4 3y 12 IL-6, RF PCR
Delgado, 2017
Chaaithanya, Dolor articular 10 6 10 IL-1B, IL-1Ra, IL- IL-5, IL-2R, IL-10, IP-10, MIG
2011 la, MCP-1, IL-6, RANTES
IL-8, G-CSF,
MIP-10, MIP-1B
Schilte, 2013 Dolor articular 20 22 36 GM-CSF, IFN-y, IL-1p,
IL-10, IL-12, IL-15, IL-
17, IL-18, IL-1RA, IL-2,
IL-23, IL-3, IL-4, IL-5,
IL-6, IL-7, IL-8, MCP-1,
MIP-1 a, MIP-1§,
RANTES, TNF-o0, TNEF-
B, IP-10
Ninla-Aesong, Dolor articular 63 30 60 MMP-1, MMP-3 TNF-a 1L-4, 1L-10, IL-12, IL-6,

2019

IL-1B, IL-8, IL-17A,
RANTES, IFN-y, TGF-
B, MCP-1

Nota: Esta tabla presenta las comparaciones de los factores inmunologicos evaluados al mismo momento en que evaluo el desenlace.

* Momento en el que se midieron tanto los marcadores como los desenlaces. T Grupo de referencia: pacientes recuperados. § p>0,05
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Factores inmunologicos predictores de dolor articular persistente en la infeccion por CHIKV

Contraste de concentraciones de los factores

. Tamaiio Muestra (n) Tiempo de . . .
Estudio Se%::g;z;lto Desenlace Evaluacion inmunolégicost
Persistente Recuperados  (meses)* Altos Bajos No diferencia;i
Hoarau arti]cjlflla(;r> 1 TNF-0, IL-8, IL-6,
’ 12 : - 9 6 5 dias PCR IFN-y, IFN-q, IL-12,
2010 articulacion,
IL-4,1L-13
> 3 meses
IL-1B, IL-6,
TNF-q, IL-10,
Chang, 20 Dolor 121 121 Fase aguda IL-12, IL-13, IL-
2018 articular
17,1L-2,
IL-4, IL-5

Nota: Esta tabla presenta las comparaciones de los factores inmunologicos evaluados en fase aguda de casos de CHIKV con dolor

articular persistente con respecto a quienes se recuperaron. * Momento en el que se midieron tanto los marcadores como los resultados.

1 Grupo de referencia: pacientes recuperados. I p>0,05
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2.4 Discusion

En esta revision sistematica identificamos un perfil caracterizado por un conjunto de factores
inmunologicos con concentraciones elevadas durante la fase aguda de la infeccion por CHIKV.
Este perfil incluye los factores proinflamatorios como IFN-a, IFN-y, IL-2R, IL-6, IL-7, ¢ IL-
8/CXCLS, factores antiinflamatorios como IL-1Ra e IL-4, las quimiocinas MCP-1/CCL2,
MIG/CXCL9 e IP-10/CXCL10 y los factores de crecimiento VEGF, G-CSF y GM-CSF. IL-27,
GAL-9 y HMGBI también podrian contribuir a este perfil, mientras que IL-6, IL-4, IgG y PCR

emergen como posibles biomarcadores pronosticos de complicaciones cronicas.

Revisiones sistematicas previas brindan un contexto para nuestros hallazgos. Teng et al.
informaron un perfil inmune agudo similar en la infeccion por CHIKV, pero no encontraron
cambios en los niveles de VEGF e IL-8/CXCL8 (Teng et al., 2015). En cambio, observaron una
mayor concentracion de IL-2, IL- 10, IL-12, IL-15, IL-17, IL-18, MIP-1a, MIP-1p, y FGF-p. Estas
variaciones podrian atribuirse a diferencias genéticas de las poblaciones estudiadas por Teng et al.
que predominantemente provenian de Asia y Europa (Paredes et al., 2020; Yao et al., 2018). Por
otro lado, Ferreira et al. encontraron concentraciones mas altas de algunos biomarcadores tanto en
infecciones agudas severas como en casos cronicos de la infecciéon por CHIKV. Sin embargo, en
su sintesis cuantitativa, centrada en IL-6 y TNF-a, no encontraron diferencias significativas entre
los grupos evaluados (Ferreira et al., 2021). Nuestros resultados concuerdan parcialmente con los
de Ferreira et al. en relacion con su hallazgo cualitativo de niveles elevados de IL-6, IL-8/CXCLS,
MCP-1/CCL2, IL-1a, GM-CSF, IL-1Ra, MIP-1a, y MIP-1p; sin embargo, estos resultados no

pueden contrastarse directamente debido a que estos autores no diferenciaron los datos de
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pacientes evaluados en fase aguda de aquellos con enfermedad créonica; ademas, su grupo control

incluy6 una mezcla de individuos sanos y pacientes recuperados.

Como primera linea de defensa contra las infecciones virales, el IFN-o induce un estado
antiviral para restringir la infeccion y promueve la expresion del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase I (MHC 1) en las células infectadas. Este proceso favorece el
reconocimiento y posterior destruccion de dichas células por las células T CD8+ (Lum & Ng,
2015). Nuestros hallazgos concuerdan con estudios previos que muestran altos niveles de [FN-a y
una predominancia de células T CD8+ durante las etapas tempranas de la infeccion por CHIKV
(Wauquier et al., 2011). Ademas, encontramos niveles aumentados de IFN-y, IP-10/CXCL10 y
MIG//CXCL9 en los casos de CHIKV en comparacion con los controles sanos. El IFN-y juega un
papel importante en el mantenimiento del equilibrio de la respuesta Th1/Th2 e induce estas
quimiocinas, que reclutan macréfagos, monocitos, células NK y linfocitos T en las articulaciones

afectadas (Chaaithanya et al., 2011; Lee et al., 2006).

Los niveles elevados de MCP-1/CCL2 durante la fase aguda de la infeccion por CHIKV podrian
facilitar el reclutamiento de monocitos a los sitios de infeccion, correlacionandose con un aumento
en las subpoblaciones de monocitos CD14+ y CD14+CD16+ (Michlmayr et al., 2018). Asimismo,
MCP-1/CCL2 estimula la diferenciaciéon de monocitos en osteoclastos, lo que podria explicar
parcialmente el dolor articular temprano en los pacientes con infeccion por CHIKV (Phuklia et al.,
2013). De manera similar, IL-6 e IL-8/CXCLS podrian contribuir a la diferenciacion de monocitos
en los osteoclastos (Phuklia et al., 2013); mientras que la IL-7 podria estimular a las células T para
que secreten citocinas osteoclastogénicas (Churchman & Ponchel, 2008). Por otro lado, IL-

8/CXCL8 y VEGF podrian se relevantes para la patogénesis de CHIKV, puesto que la IL-
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8/CXCLS contribuye a la inflamacion articular al atraer neutréfilos y células T al sitio inflamatorio

(Constant et al., 2021; Russo et al., 2014).

Existen otras moléculas cuya produccion se ha reportado elevada durante la fase aguda de la
infeccion por CHIKV, pero que aun carecen de estudios que validen sus resultados, y que también
podrian contribuir en la patogénesis de las complicaciones a largo plazo de la enfermedad. Una de
estas es la IL-27, la cual podria desempeiiar funciones tanto proinflamatorias como
antiinflamatorias (Gualberto Cavalcanti et al., 2019). En su rol proinflamatorio, la IL-27 regula
negativamente las células T reguladoras y estimula la respuesta Th1 y Th17, mientras que en su
papel antiinflamatorio la IL-27 promueve la produccion de IL-10 por las células T y disminuye la
respuesta Th17 (Gualberto Cavalcanti et al., 2019). La IL-27 también induce una fuerte respuesta
antiviral independiente de IFN contra el CHIKV en macrofagos derivados de monocitos mediante
la activacion de la via de sefializacion JAK-STAT y la induccidn de genes estimulados por IFN en
el estado antiviral (Valdés-Lopez et al., 2021, 2024a). Otra molécula relevante en la patogénesis
de CHIKV es GAL-9, cuyos niveles se han encontrado elevados en los casos de infeccion por
CHIKYV en comparacion con los controles sanos y se han asociado con la duracion de la rigidez
matutina (Gualberto Cavalcanti et al., 2019). Ademas, los niveles elevados de GAL-9 se han
observado en pacientes con artritis reumatoide, lo que sugiere una implicacion de la familia de las
galectinas en la génesis de osteoclastos y en la destruccion dsea inflamatoria (Fujita et al., 2020).
Por otra parte, la HMGBI1, que es secretada por células inmunes activas o infectadas para potenciar
la respuesta proinflamatoria, se ha asociado a la viremia durante la infeccion por CHIKV y se ha

propuesto como biomarcador de la enfermedad (Ding et al., 2021). Ademas, se ha detectado



BIOMARCADORES DE PRONOSTICO CHIKUNGUNYA CRONICA 59

HMGBI en el liquido sinovial de casos de artritis reumatoide, donde contribuye a la destruccion

del cartilago y el hueso (Ding et al., 2021).

Aunque se han encontrado niveles elevados de proteina C reactiva (PCR) en casos de infeccion
por CHIKV, la PCR no parece tener un papel pronostico para la persistencia de las manifestaciones
articulares (Anna Genaro et al., 2020). Sin embargo, se ha informado que niveles tempranos de
PCR discriminan entre los pacientes con dolor articular persistente y aquellos que se recuperaron
a los 12 meses de seguimiento (Hoarau et al., 2010). Este hallazgo, sugiere que la PCR podria ser
un marcador prondstico sencillo y accesible de la progresion de la enfermedad, un hallazgo que

requiere validarse en nuevos estudios

Al comparar los pacientes que se recuperaron de la infeccion por CHIKV con aquellos que
presentaron sintomas articulares persistentes, se observan niveles mas altos de IL-6 a los 3, 10 y
12 meses después del inicio de la infeccion. De manera similar, la MCP-1/CCL2 permanece
elevada tras 10 meses de seguimiento en pacientes con artralgia, en comparacion con los
recuperados (Chaaithanya et al., 2011). Como se menciond previamente, tanto la MCP-1/CCL2
como la IL-6 estan relacionadas con la degradacion dsea (Phuklia et al., 2013), y la IL-6 induce su
propia produccion y regula positivamente la expresion de MCP-1/CCL2 (Lum & Ng, 2015).
Ademas, las metaloproteinasas de matriz (MMP-1, MMP-3, MMP-9 y MMP-13), responsables de
la degradacion de la matriz extracelular del cartilago, también podrian estar involucradas en la
artralgia cronica del chikungunya (Nguyen et al., 2017). Ninla-Aesong et al. propusieron que la
activacion de MMP-1 y MMP-3, inducida por el aumento de los marcadores Thl (IL-6, IL-
8/CXCLS, IL-1B, MCP-1/CCL2 y TNF-a), podria contribuir parcialmente a la patogénesis de la

artralgia cronica en el chikungunya (Ninla-Aesong et al., 2019).
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Aunque la evidencia sugiere una importante contribucién de los mecanismos inmunes en la
patogénesis de la persistencia de dolor articular a largo plazo en la infeccion por CHIKYV, el
potencial prondstico de los factores inmunoldgicos sigue estando poco explorado. Solo dos
estudios prospectivos han evaluado la asociacion entre biomarcadores en la fase aguda y el
desarrollo de desenlaces clinicos relevantes (Chang, Tritsch, et al., 2018; Hoarau et al., 2010). Sin
embargo, estos estudios reportaron resultados contradictorios para TNF-a, IL-6 e IL-12, debido a
diferencias en sus disefios. Hoarau et al. no encontraron asociacion entre los niveles de citocinas y
el dolor persistente, posiblemente debido a su menor tamafio de muestra y un seguimiento mas
corto (Hoarau et al., 2010). En contraste, Chang et al. realizaron un estudio de casos y controles,
con 242 casos de infeccion por CHIKV pareados por edad y sexo, y evaluaron el dolor articular
mediante llamada telefonica a los 20 meses (Chang, Tritsch, et al., 2018). Lo anterior resalta la
necesidad de estudios con un disefio adecuado y un seguimiento clinico mas prolongado, lo cual

justifica la pertinencia del presente trabajo.

Los titulos de anticuerpos IgG anti-CHIKV también se han relacionado con el dolor articular
persistente (Gérardin et al., 2013; Moro et al., 2012; Rojas, 2015). Estudios experimentales y
epidemiologicos sugieren que los anticuerpos neutralizantes preexistentes (por infeccion natural)
se asocian a un menor riesgo de infecciones por CHIKV, tanto sintomaticas como asintomaticas
(Yoon et al., 2020). Consistentemente, un estudio de cohorte colombiano observo que una prueba
positiva de anticuerpos IgG anti-CHIKV duplicd la probabilidad de tener una infeccion
sintomadtica en comparacion con un resultado negativo (Lozano-Parra et al., 2020). En relacion
con los subtipos de IgG, Kam et al. sugieren que una fuerte y rapida respuesta del subtipo 1gG3

podria contribuir a la neutralizacion del virus mas rdpidamente y proteger potencialmente contra
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el desarrollo de dolor articular persistente después de la infeccion por CHIKV (Kam et al., 2012).
En particular, la aparicion temprana de anticuerpos neutralizantes (independientemente del isotipo)

durante la fase febril aument6 el riesgo de desarrollar artritis cronica (Nayak et al., 2020).

Nuestro estudio también tiene limitaciones. En primer lugar, existe una gran heterogeneidad
entre los estudios en términos de criterios de elegibilidad para casos y controles (composicion
sociodemografica, origen geografico, comorbilidades, etc.), los biomarcadores candidatos y el
momento de las mediciones, la definicion de los desenlaces y la duracion del seguimiento. En
segundo lugar, la mayoria de los estudios incluidos en esta revision fueron evaluados con un riesgo
intermedio de sesgo, principalmente atribuible a la falta de ajuste de las covariables relevantes. En
tercer lugar, algunos estudios en esta revision se reportan como cohortes, pero solo dos evaluaron
prospectivamente la relacion entre la exposicion y el desenlace. Finalmente, nuestra estrategia de
busqueda podria considerarse altamente sensible (es decir, términos seleccionados, bases de datos
y listas de referencias verificadas) y no esperamos que el sesgo de publicacion debido a la omision
de publicaciones reportadas en un idioma diferente al inglés haya impactado significativamente

nuestras conclusiones.

2.5 Conclusiones

La evidencia disponible es consistente con la existencia de una respuesta inflamatoria durante
la fase aguda de la infeccion por CHIKV; sin embargo, atin no se ha definido un perfil claro de

biomarcadores pronosticos para las secuelas a largo plazo, como la artralgia. Esto puede deberse
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a la heterogeneidad de las poblaciones estudiadas, la definicion de los resultados y el momento de

la cuantificacion de los biomarcadores durante la enfermedad.
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3 Enfermedad reumatologica cronica en la fiebre por el virus chikungunya - Resultados

de un estudio de cohorte en Piedecuesta, Colombia

3.1 Introduccion

La reciente emergencia de CHIKV en las Américas ha causado aproximadamente 3,7 millones
de casos entre diciembre del 2013 y junio de 2023 (de Souza et al., 2024). Durante el 2015,
Colombia fue el pais con el mayor niimero de casos notificados en las Américas, con un total de
275,907 casos (Pan American Health Organization, 2024). Sin embargo, un estudio realizado en
el 2017 en cinco ciudades colombianas report6d que la seroprevalencia de CHIKV variaba entre 9,0
y 73,0%, lo que subraya la heterogeneidad en las tasas de ataque del virus y la susceptibilidad de
poblaciones especificas ante su reemergencia (Cucunubad et al., 2018; Estupifidn Cardenas et al.,

2018).

La CHIKF se caracteriza por dolor articular, que en algunos casos puede ser persistente e
incapacitante. Ademas de fiebre y el dolor articular, durante la etapa aguda (5 a 7 dias) de la
enfermedad pueden aparecer sintomas como mialgia, cefalea, niuseas, fatiga y erupciones
cutaneas (Tanabe et al., 2018; World Health Organization, 2020). Aunque la mayoria de los
pacientes se recupera, algunos experimentan dolor musculoesquelético, dolor articular
incapacitante y fatiga durante mas de tres meses e incluso afios (Thiberville et al., 2013). En casos
atipicos, CHIKV puede provocar manifestaciones neurologicas, como encefalitis, Sindrome de
Guillain-Barré, neuritis Optica y mielitis (Mehta et al., 2018). Diversos estudios han reportado que

las manifestaciones reumatologicas post-CHIKV ocurren entre el 17,0% y el 53,7% de los casos,
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con variaciones que reflejan diferencias en los periodos de seguimiento y en las definiciones de
estas complicaciones (Edington et al., 2018; Lopez Rodriguez, 2018; Rodriguez-Morales et al.,
2016). Factores como la edad superior a 45 afios (Gérardin et al., 2013), el sexo femenino (Moro
et al., 2012), el antecedente de dolor articular (Moro et al., 2012) y los titulos elevados de
anticuerpos de tipo IgG anti-CHIKV (Gérardin et al., 2013; Moro et al., 2012) predisponen a los
pacientes a la forma crdnica de la enfermedad. CHIKV no es el inico alfavirus artritogénico; otros
virus de la misma familia, como el virus Mayaro, Sindbis, Ross River y O'nyong'nyong, también
se han asociado con artralgias y encefalitis graves (Olivia et al., 2015; Schwartz & Albert, 2010).
Al igual que otros alfavirus, CHIKV muestra tropismo por los fibroblastos sinoviales humanos,
las células endoteliales, los monocitos y los macréfagos derivados de monocitos (Valdés-Lopez et

al., 2021).

Durante la fase aguda de la infeccion por CHIKV, se han reportado cargas virales elevadas en
sangre humana (Babu et al., 2023; Chow et al., 2011; Dutta & Tripathi, 2017; Krishnan et al.,
2021; Ng et al., 2009; Tanabe et al., 2019; Venugopalan et al., 2014; Wauquier et al., 2011), lo
que provoca la activacion de la respuesta del interferdn de tipo I (IFNa e IFN) (Babu et al., 2023;
Chow et al., 2011; Dutta & Tripathi, 2017; Krishnan et al., 2021; Ng et al., 2009; Tanabe et al.,
2019; Venugopalan et al., 2014; Wauquier et al., 2011)). Esta respuesta conduce a la produccion
de factores proinflamatorios, como IFN-a, IFN-y, 11-2, IL-2R, IL-6, IL-7, IL-8/CXCLS, IL-12, IL-
15, IL-17, IL-18, MCP-1/CCL2, MIG/CXCL9, MIP-1a, MIP-1p e IP-10/CXCL10 (Babu et al.,
2023; Chaaithanya et al., 2011; Chow et al., 2011; Kelvin et al., 2011; Reddy et al., 2014; Restrepo
et al., 2022; Teng et al., 2015). Un estudio in vivo demostrd la persistencia de antigenos virales de

CHIKYV en macacos luego de 90 dias de su infeccion, lo que podria explicar la persistencia de los
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sintomas articulares (Labadie et al., 2010). Ademas, se ha reportado que la proteina nsP2 de
CHIKYV tiene la capacidad de inhibir el estado antiviral dependiente de interferones mediante el
bloqueo de la via JAK/STAT, lo que dificulta la eliminacion del virus (Valdés Lopez et al., 2019)
y contribuye a las manifestaciones reumatoldgicas (Avila-Trejo et al., 2023; Chen et al., 2015;
Silveira-Freitas et al., 2024). Las quimiocinas MCP-1/CCL2, MIG/CXCL9, IP-10/CXCL10 e IL-
8/CXCL8 desempefian un papel importante en el reclutamiento de células como macrofagos,
monocitos, células NK y células T hacia las articulaciones afectadas, contribuyendo a la
inflamacion y al dolor articular (Chaaithanya et al., 2011; Lee et al., 2006; Schwartz & Albert,
2010). Ademas, MCP-1/CCL2, IL-6 e IL-8/CXCLS8 pueden promover la diferenciacion de
monocitos en osteoclastos, estimulando la resorcion 6sea y empeorando el dafio articular en la

infeccion por CHIKV (Phuklia et al., 2013; Schwartz & Albert, 2010).

El Reumatismo Crdnico posterior a una infeccion por CHIKV (RC-pCHIK) se describio por
primera vez en 1979 (Fourie & Morrison, 1979). Sin embargo, a pesar de 10 afios de la emergencia
de CHIKV en América y de los esfuerzos por caracterizar las manifestaciones durante la fase
cronica de la enfermedad, alin no se cuenta con una definicion estandarizada y reproducible del
RC-pCHIK. Se ha propuesto que la definiciéon del RC-pCHIK sea la persistencia de sintomas
articulares y extraarticulares luego de tres meses del inicio de la CHIKF, o el desarrollo de una
patologia inflamatoria inmunomediada especifica durante el seguimiento (Segura-Charry et al.,

2021; Simon et al., 2015).

La persistencia de los sintomas articulares parece deteriorar la CVRS tanto en aspectos fisicos
como mentales (Couturier et al., 2012; Elsinga et al., 2017; Ramachandran et al., 2012; Soumahoro

et al., 2009). Este deterioro se mantiene a lo largo del tiempo, al igual que las manifestaciones
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reumatoldgicas (Marimoutou et al., 2015). En general, los pacientes con CHIKV que logran
recuperarse tienden a presentar una mejor CVRS en comparaciéon con aquellos con sintomas
persistentes (Elsinga et al., 2017). Asimismo, la fatiga cronica esta siendo cada vez mas reconocida
como un sintoma que acompafa a los hallazgos reumaticos post-chikungunya (Duvignaud et al.,
2018; Gérardin et al., 2011; Manimunda et al., 2010). Ademas, se ha sugerido que una proporcion
significativa de dolor musculoesquelético se podria atribuir a la fatiga crénica en lugar de a la

enfermedad reumatica primaria (Duvignaud et al., 2018).

Teniendo en cuenta lo anterior, este estudio tuvo como objetivo estimar la incidencia de RC-
pCHIK en pacientes adultos siete afios después del brote epidémico del chikungunya de 2014-
2015 en Piedecuesta, Colombia. Adicionalmente, se determind el grado de afectacion de la CVRS
y la presencia de fatiga cronica asociados al RC-pCHIK. Finalmente, se evalu¢ efectividad del
Indice de Discapacidad del Cuestionario de Evaluacion de las Salud (HAQ-DI) y la prueba de

fuerza de agarre de la mano para la identificar RC-pCHIK en fase cronica.

3.2 Materiales y métodos

Se utilizaron datos clinicos y epidemiologicos de dos estudios de cohorte prospectivos para
identificar casos con infeccion por CHIKV en la evaluacion de la incidencia de RC-pCHIK, y en
la evaluacion de su impacto en la CVRS y la fatiga crénica. Estas cohortes fueron disefiadas
originalmente para determinar la etiologia del sindrome febril agudo. Esta seccion describe los

estudios fuente, el procedimiento de armonizacion de datos, los criterios de elegibilidad, el
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protocolo de recontacto, el seguimiento de los participantes, las definiciones de los desenlaces y

el enfoque analitico.

3.2.1 Estudios fuente

Se identificaron los casos de infeccion aguda por CHIKV en dos cohortes prospectivas
realizadas durante el brote de 2014-2015 en Piedecuesta, Colombia, como se detalla a continuacion
(Figura 10):

Cohorte de vigilancia pasiva: Se ensambl6 en 2014 e incluy6 839 participantes, con
edades entre 1 y 55 afios, que consultaron a instituciones prestadoras de salud debido a un
sindrome febril agudo no especificado con una duracién de una semana o menos. La
etiologia del sindrome se determind en el momento de la inclusion, y los participantes se
sometieron a una evaluacion de seguimiento entre 7 y 14 dias después (Carabali et al.,
2018).

Cohorte de vigilancia activa: Se ensambl6 en 2015 e incluyd 2.000 nifios entre 2-15
afios y 400 adultos sanos, quienes fueron identificados mediante un muestreo de
conveniencia en la comunidad. A los participantes se les realiz6 un seguimiento telefénico
quincenal durante 3,5 afios para identificar casos de enfermedad febril aguda. Aquellos que
presentaron sintomas febriles se les evaludé en la semana siguiente del inicio de la
enfermedad para determinar la etiologia y se les realizé un seguimiento entre 7 y 14 dias
después (Estupinan Cardenas et al., 2018).

En ambas cohortes, el diagnodstico de infeccion por CHIKV se definié mediante un resultado
positivo en las pruebas ELISA NovaLisa® IgG o IgM o, la prueba RT-qPCR (CT<36,0) (Centers

for Disease Control and Prevention, 2014). Este enfoque diagnostico se adopt6 debido a las
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caracteristicas de las pruebas utilizadas (descritas en la Seccidon 1.3) que permiten discriminar CHIKV de otras posibles causas de
fiebre, y, a que CHIKV emergi6 recientemente en la poblacion durante el periodo del estudio. En total, se identificaron 219 casos de

infeccion por CHIKV: 188 en la cohorte de vigilancia pasiva y 31 en la de vigilancia activa.

Figura 10

Diserio del estudio
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3.2.2 Armonizacion de datos

Para armonizar los datos de las dos fuentes de estudio, inicialmente se revisaron los diccionarios
de datos para evaluar la disponibilidad de variables relevantes y sus definiciones. Este proceso
tuvo como objetivo valorar la reconciliacion semantica los diccionarios y establecer reglas de
armonizacion. Finalmente, se realizd la transformacion sintactica de las variables demograficas y

clinicas disponibles para su uso en el analisis de datos.

3.2.3 Elegibilidad y recontacto

En este analisis, se incluyeron adultos, mayores de 18 afios en la visita de seguimiento, que
habian experimentado una enfermedad febril aguda con diagnéstico confirmado de infeccion por
CHIKYV. Se excluyeron los participantes con antecedentes de cualquier enfermedad fisica o mental,
asi como aquellos con diagnostico de enfermedad reumatica antes de la infeccion por CHIKV.
También, se excluyeron los participantes que no dieron su consentimiento para compartir datos o
muestras en estudios futuros, de acuerdo con el consentimiento informado de los estudios fuente.
Los participantes elegibles fueron sometidos a un protocolo exhaustivo de recontacto, que incluyo
al menos tres llamadas telefonicas (dos en dias laborales y una en fines de semana) a todos los
numeros de teléfono disponibles en las bases de datos, mensajes de texto a través de un servicio
de mensajes cortos (SMS), una busqueda en redes sociales (Facebook e Instagram) y al menos un
intento de establecer contacto directo en su direccion de residencia. Después del proceso de
recontacto y actualizar la informacion de residencia, se excluyeron los participantes que residian
fuera del Area Metropolitana de Bucaramanga y quienes no mostraron interés en continuar en la

evaluacion.
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3.2.4 Seguimiento

Los participantes elegibles y recontactados fueron invitados a asistir a una visita de seguimiento
entre septiembre y diciembre del 2022 (Figura 10). Durante esta visita, los participantes dieron su
consentimiento informado y se sometieron a un examen fisico integral enfocado en la salud
musculoesquelética, empleando la metodologia GALS (por sus siglas en inglés, Gait, Arm, Legs,
Spine) (Dacre, 2019; P. L. C. M. van. Riel et al., 2000) realizado por un médico general entrenado
por un reumatdlogo. Ademads, a los pacientes se les realiz6é una prueba de fuerza de agarre de la
mano, siguiendo recomendaciones previamente descritas (Roberts et al., 2011), y se les pidid
completar los siguientes cuestionarios autoinformados para evaluar su estado de salud: el Indice
de Discapacidad del Cuestionario de Evaluacion de la Salud (HAQ-DI, por sus siglas en inglés)
(Maska et al., 2011), el Cuestionario de Rigidez Musculoesquelética (MSQ, por sus siglas en
inglés) (Halls et al., 2017), el Cuestionario de Salud y Bienestar SF-36v2 (McHorney et al., 1993)

y la Escala de la Gravedad de la Fatiga (FSS, por sus siglas en inglés) (Krupp et al., 1989).

Un especialista en reumatologia realizé una segunda evaluacion independiente a aquellos
participantes que presentaron alguno de los siguientes hallazgos en la primera visita (mediana de
tiempo entre visitas = 10 dias): artralgia en una o mas articulaciones o rigidez matutina de mas de
30 minutos de duracion, examen GALS anormal, signos de inflamacion articular, entesopatia o
espondiloartropatia no relacionada con traumatismos. Adicionalmente, el reumatélogo evalué una
muestra aleatoria de los participantes con primer examen normal, para estimar la tasa de resultados
falsos negativos de la valoracion inicial. Ademads, seglin la sospecha diagndstica del reumatdlogo

se realizaron pruebas adicionales como factor reumatoideo (FR), proteina C reactiva (PCR),
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anticuerpos antinucleares (ANAs), anti-péptido ciclico citrulinado (anti-CCP), HLA-B27, y

pruebas de resonancia magnética, neuroconduccion y electromiografia bilateral.

3.2.5 Aspectos éticos

El Comité de Etica en Investigacion Cientifica de la Universidad Industrial de Santander (Acta
n°® 07, de 23 de abril de 2021, y Acta n° 04, de 18 de marzo de 2023) y el Comité de ética en
investigacion Biomédica del Centro de Atencion y Diagnostico de Enfermedades Infecciosas -CDI
(Acta 293, de 9 de julio de 2022) aprobaron el protocolo del presente estudio. Se obtuvo el
consentimiento informado de todos los participantes. Las cohortes de vigilancia activa y pasiva
fueron aprobados por el comité Investigacion Cientifica de la Universidad Industrial de Santander
(Acta No. 20 del 19 de diciembre del 2013 y Acta No. 11 del 16 de mayo del 2014,

respectivamente).

3.2.6 Desenlaces

Reumatismo cronico post-CHIKYV (RC-pCHIK): El RC-pCHIK se definié como la presencia
de un examen GALS anormal, acompafiado de sintomas articulares y extraarticulares persistentes
durante més de tres meses tras el inicio de la enfermedad por CHIKV, o como el desarrollo de una
patologia inflamatoria inmunomediada especifica durante el seguimiento, siempre en el contexto
de un GALS anormal (Segura-Charry et al., 2021; Simon et al., 2015). Se clasificaron a los
pacientes con RC-pCHIK basado en las siguientes definiciones: artritis reumatoide (segin los
criterios ECR/EULAR 2010) (Aletaha et al., 2010), espondiloartritis axial o periférica (segin los
criterios ASAS 2011) (Rudwaleit et al., 2011), lupus eritematoso sistémico (segin los criterios
ACR/EULAR 2019) (Aringer et al., 2019), artritis post-viral (confirmada por dolor articular y

fluctuacion de los margenes articulares en una o mas articulaciones) (P. L. C. M. van Riel et al.,



BIOMARCADORES DE PRONOSTICO CHIKUNGUNYA CRONICA 72

2004); artralgia post-viral (documentada por dolor articular a nivel del margen sin inflamacion)
(P. L. C. M. van Riel et al., 2004); y reumatismo de tejidos blandos (identificado por la presencia
de tenosinovitis, bursitis, fascitis, dolor localizado no inflamatorio, entesitis o fibromialgia segiin
los criterios ACR 2011) (Wolfe et al., 2011). Los pacientes con un examen GALS anormal pero
que no cumplian los criterios de RC-pCHIK se clasificaron como casos de enfermedad no
inflamatoria probablemente degenerativa (ENI-PD). Los participantes con un examen GALS

normal que no cumplieron con los criterios RC-pCHIK se clasificaron como casos sin compromiso

articular (SCA).

Calidad de vida relacionada con salud (CVRS). La CVRS se evaluo utilizando el
cuestionario SF-36v2™ (Bullinger et al., 1998). Este cuestionario consta de 36 items que evaluan
ocho dominios del estado de salud: funcionamiento fisico, desempefio fisico, dolor corporal, salud
general, vitalidad, funcionamiento social, desempefio emocional y salud mental. Estos dominios
se agrupan en dos componentes principales: mental y fisico (Alonso et al., 1995; Diaz et al., 2017;
Vilagut et al., 2005). Las puntuaciones del SF-36 oscilan entre 0 y 100, donde las puntuaciones
mas altas indican una mejor calidad de vida. Categorizamos las puntuaciones de cada dominio y
componente en tres niveles basados en datos estandarizados de la poblacion general
estadounidense (Maruish, 2011): <40 como “Muy por debajo”; entre 40 y 44 como “Por debajo”;
y >45 como “Igual o mejor” que la puntuacion media de la poblacion. Para el analisis de los datos
se utilizé el software PROCoRE Smart Measurement® System y se defini¢ deterioro de la CVRS

si alguno de los componentes (fisico y mental) fue clasificado en la categoria de “Muy por debajo”.
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Fatiga crénica. La fatiga fue evaluada mediante la aplicacion del cuestionario FSS (Bernal-
Vargas et al., 2017; Krupp et al., 1989). Esta escala usa un formato tipo Likert con siete niveles
para evaluar las dimensiones fisica, social y motivacional de la fatiga, donde puntuaciones mas
altas indican mayor severidad. La presencia de fatiga se determiné cuando la puntuacion total del
FSS fue mayor o igual que 36 (Ayala Sierra et al., 2017). Ademas, se definio6 fatiga cronica para
los participantes que reportaron fatiga (FSS>36) que duraba mas de 6 meses (Duvignaud et al.,

2018).

3.2.7 Anadlisis de datos

Se describieron las variables contintias estimando la media y desviacion estandar [DE], o la
mediana y el rango intercuartilico [RIC] para aquellas que no mostraron una distribucién normal,
segin la prueba de Shapiro-Wilk. Las variables discretas se presentaron como frecuencias
absolutas y relativas (porcentajes). Las comparaciones de medias y medianas entre grupos se
realizaron mediante la prueba de t de Student o el andlisis de varianza (ANOVA) para
distribuciones normales y la prueba de suma de rangos para distribuciones no normales. Se
analizaron las diferencias de proporciones empleando la prueba ji-cuadrado y alternativamente, la
prueba exacta de Fisher cuando los valores esperados en las tablas de contingencia fueron menores
de cinco. Las comparaciones multiples se ajustaron mediante la correccion de Bonferroni. Se
estimaron los valores predictivos positivo y negativo del examen GALS y los intervalos de
confianza del 95% (IC95%) para el diagndstico de RC-pCHIK determinado por el reumato6logo,
utilizando el método binomial exacto. Se estimd la correlacion entre las escalas HAQ-DI y MSQ
mediante el coeficiente de correlacion de Spearman (rs), y su concordancia (dicotomizada

alrededor de sus medianas) con la clasificaciéon de los pacientes (RC-pCHIK versus SCA)
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mediante el indice Kappa de Cohen. Por tltimo, se evalu6 la asociacion entre la CVRS vy la fatiga
cronica con afectacion articular (RC-pCHIK y ENI-PD frente a SCA) mediante regresion logistica
multinomial, ajustando por edad, sexo y comorbilidades. Los analisis se realizaron con el programa

estadistico Stata version 12.0 (Stata Corp.).

3.3 Resultados

3.3.1 Descripcion de la poblacion

Se identificaron 219 casos de infeccion por CHIKV en los dos estudios fuente reportados entre
noviembre del 2014 y diciembre 2015, de los cuales 185 (85,5% fueron elegibles para ser
recontactados (Figura 11). Luego de completar el protocolo de recontacto, 42 (22,7%) de los
participantes no pudieron ser contactados, 21 (11,4%) quienes residian fuera del Area
Metropolitana de Bucaramanga, y 43 (23,2%) declinaron la invitacion a participar. Solo uno de
los participantes incluidos se negd a asistir a la evaluacion de seguimiento; por tanto, la muestra
final del estudio consistié en 78 participantes (34,6% de la cohorte de vigilancia pasiva y 41,9 de
la cohorte de vigilancia activa). Los participantes incluidos eran mas mayores que los que no
pudieron ser contactados o no aceptaron participar (35,0 versus 24,0, p=0,001), pero la distribucion
por sexos fue comparable. La mediana de edad de la muestra en el inicio de los sintomas por
CHIKYV fue de 30,0 afios (RIC= 21,0 afios) e incluy6 47 mujeres (60,3%). La duracion media de
los sintomas de fase aguda de la infeccion fue de 2,8 dias (DE= 1,5 dias), con reporte de artralgia
y fatiga en el 92,3% y 97,5% de los casos, respectivamente. Ninguno de los participantes refirid
antecedentes médicos de enfermedad articular antes de la infeccion por CHIKV; sin embargo, el

1,3% y el 3,9% tenian diagndstico de diabetes y enfermedad cardiovascular, respectivamente (
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Tabla 5).

Figura 11

Flujograma del proceso de recontacto e inclusion

Cohorte vigilancia pasiva Cohorte vigilancia activa
Agosto 2014 —Julio 2015 Junio 2015 — Diciembre 2018
Casos CHIKV Casos CHIKV
(n=188) (n=31)
Casos CHIKV
n=219
Edad <18 afios............ 31
Enfermedad General...3
Elegibles
n=185
Pérdidas.......coceeuee.n. 42
Reside otra ciudad....21
Nointeresado........... 43
Incluidos
n=79
Se negd a participar....1
Evaluados
n=78

75

Nota: La figura presenta el flujograma del proceso de contacto e inclusion de los participantes

en la nueva visita de seguimiento.
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Tabla 5

76

Caracteristicas de los pacientes durante la fase aguda de la infeccion por CHIKV (2014-2015)

Cohorte Vigilancia

Cohorte Vigilancia

Caracteristicas, n (%) Pasiva Activa 511(17%8)
(n=65) (n=13)
Sexo
Masculino 23 (354) 8(61,5) 31(39,7)
Femenino 42 (64,6) 5(38.5) 47 (60,3)
Edad (afos)
<18 9 (13,8) 8 (61,5) 16 (20,5)
18 - 30 21(32,3) 0 (0,0) 22 (28,2)
31-45 25 (38,5) 5(38.5) 30 (38,5)
> 46 10 (15,4) 0 (0,0) 10 (12,8)
Dias de enfermedad, Media (DE) 2,8 (1,6) 3,0(1,2) 2,8 (1,5)
Sintomas
Artralgia 62 (95,4) 10 (76,9) 72 (92,3)
Mialgia 54 (83,1) 11 (84,6) 65 (83,3)
Fatiga 65 (100,0) 11 (84,6) 76 (97,4)
Rash 53 (81,5) 10 (76,9) 63 (80,8)
Cefalea 62 (95,4) 11 (84,6) 73 (93,6)
Nauseas 36 (55,4) 3(23,1) 39 (50,0)
Antecedentes
Diabetes mellitus 1 (L,5) 0 (0,0) 1(1,3)
Enfermedad Renal 0(0,0) 0 (0,0) 0(0,0)
Enfermedad Hepatica 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Enfermedad Cardiovascular 3 (4,6) 0 (0,0) 3(3,9)
Enfermedad articular 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)

Nota: La tabla muestra los resultados de la caracterizacion clinica y demografica de los

participantes con infeccion por CHIKV durante la linea de base (2014-2015), categorizados segliin

la fuente de informacion (vigilancia pasiva o activa).
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3.3.2 Estimacion de la frecuencia de RC-pCHIK y sus caracteristicas

La mediana de tiempo transcurrido entre el inicio de la enfermedad y la evaluacion de
seguimiento fue 7,7 afios, en la que el 14,1% (IC95%: 7,3 - 23,8) de los participantes fueron
clasificados como casos de RC-pCHIK, el 41,0% (1C95%: 30,0 - 52,7) como casos de ENI-PD, y
el 44,9% (33,6 - 56,6) no presentaban ninguna manifestacion clinica de enfermedad reumatica
(Tabla 6). Entre los pacientes con RC-pCHIK los tres patrones clinicos identificados por el
reumatologo mas frecuentes fueron oligo/poliartritis p-viral (36,4%), artralgia post-viral (27,2%)
y fibromialgia (18,2%). La mayoria de los casos de RC-pCHIK refirieron artralgia (72,7%), con
una puntuacion media en la escala de dolor de 7,0 (RIC=2,5). Las rodillas (62,5%), las manos
(50,0%), y los pies (37,5%) fueron las articulaciones mas afectadas. Ademas, el 27,3% de los casos
de RC-pCHIK refirieron rigidez con una puntuacion en la escala de la rigidez de 8,0 (RIC= 5,0).
Los valores predictivos positivo y negativos estimados en la evaluacion del tamizaje GALS fueron
del 25,6% (IC95%: 13,5 - 41,2) y del 100,0% (IC95%: 47,8 - 100,0), respectivamente, en

comparacion con el criterio del reumatologo.



BIOMARCADORES DE PRONOSTICO CHIKUNGUNYA CRONICA 78

Tabla 6

Patrones clinicos de reumatismo cronico durante la evaluacion de seguimiento

Patron Clinico n (%)
Reumatismo crénico post-CHIKV 11 (14,1)
Artritis reumatoide 0 (0,0)
Oligo/Poliartritis post-viral 4 (36,4)
Artralgia post-viral 3(27,2)
Reumatismo de tejidos blandos
Tenosinovitis 0 (0,0)
Fibromialgia 2 (18,2)
Fascitis 1(9,1)
Entesitis 1(9,1)
Enfermedgd no inflamatoria — probablemente 32 (41.0)
degenerativa
Sin Compromiso Articular 35 (44,9)

Nota: La tabla muestra categorizacion de los pacientes segun los patrones clinicos de RC-

pCHIK por el especialista en reumatologia.

3.3.3 Caracteristicas de la poblacion segun el patron clinico del reumatismo cronico

Los participantes con RC-pCHIK y ENI-PD fueron mayores y predominantemente mujeres en
comparacion con los casos de SCA (Tabla 7). La rigidez y la inflamacion articular fueron mas
frecuentes en los casos de RC-pCHIK que en los casos de ENI-PD y SCA; sin embargo, los casos
de ENI-PD mostraron una mayor frecuencia en limitacion de la marcha. No hubo diferencias entre
los grupos en cuanto comorbilidades y obesidad. Los pacientes con RC-pCHIK informaron de un
mayor uso de dexametasona (en cualquier momento tras la infeccion por CHIKV) que los casos
de ENI-PD y SCA: 18,2% frente a 3,1% y 0,0%, respectivamente. Aunque la fuerza de agarre fue

similar en los pacientes con RC-pCHIK y ENI-PD, fue significativamente inferior en comparacion
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con los casos SCA: 19,1 kg, 18,1 kgy 32,1 kg, respectivamente. Las puntuaciones medias de MSQ
y el HAQ-DI mostraron gradientes estadisticamente significativos entre los grupos (observandose
valores mas bajos entre los casos SCA) y una correlacion positiva (rs=0,69, p<0,001). Una vez
dicotomizada alrededor de sus medianas, la escala HAQ-DI mostré una mayor concordancia con

el desenlace del estudio (considerando las categorias extremas: RC-pCHIK versus SCA) que la

escala MSQ (kappa=0,54, p<0,001; y kappa=0,32, p=0,013, respectivamente).

Tabla 7

Caracteristicas de los participantes durante la evaluacion de seguimiento, categorizada por el

patron clinico de reumatismo cronico

Caracteristica RC-pCHIK ENI-PD SCA p
(n=11) (n=32) (n=35)

Mujeres, n (%) 9 (81,2) 24 (75,0)° 14 (40,0) 0,004

Edad (afios) 45,0 [15,0]° 40,5[16,5]1® 30,0[20,0] 0,004

Sintomas, n (%)
Mialgia 5(45,5) 20 (62,5) 13 (37,1) 0,113
Parestesia 8 (72,7) 21 (65,6) 14 (40,0) 0,059
Rigidez 2 (18,2) 1(3,1) 0 (0,0) 0,025
Limitacion de la marcha 4(36,4)° 18 (56,3)" 2(5,7) 0,000
Inflamacion articular 7(63,4)° 13 (40,6) ® 1(2,9) 0,000

Antecedentes, n (%)
Artritis 1(9,1) 1(3,1) 0 (0,0) 0,136
Osteoartrosis 1(9,1) 1(3,1) 0(0,0) 0,136
Hipertension 3(27,3) 5(15,6) 3 (8,6) 0,239
Diabetes mellitus 1(9,1) 1@3,1) 1(2,9) 0,522
Enfermedad renal cronica 1(9,1) 0 (0,0) 0(0,0) 0,141
Enfermedad hepética 0(0,0) 1(3,1) 0(0,0) 0,551

(Tabla continua en la siguiente pagina)
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Tabla 7 (Continuacion)
Caracteristicas de los participantes durante la evaluacion de seguimiento, categorizada por el

patron clinico de reumatismo cronico

Caracteristica RC-pCHIK ENI-PD SCA p
(n=11) (n=32) (n=35)
Uso de medicamentos, n (%)
Dexametasona 2 (18,2) 1@3,1) 0 (0,0) 0,025
Prednisolona 0(0,0) 2(6,3) 0 (0,0) 0,429
Metotrexate 0(0,0) 1@3,1) 0 (0,0) 0,551
Indice de masa corporal (Kg/m?) 31,0 [9,8] 26,7 [8,7] 27,0 [6,5] 0,584
Handgrip (kg) 19,1 [16,5]% 18,1 [14,2]%  32,1[22,0] 0,043
Puntuacion HAQ-DI 0,6 1,5]? 0,5[0,6] ° 0,0 [0,1] 0,000
Categorias HAQ-DI
Vestirse 0,0[1,0]% 0,0 [0,0] 0,0 [0,0] 0,039
Levantarse 1,0[1,0]% 0,5[1,0]° 0,0 [0,0] 0,000
Comer 0,0 [0,0] 0,010,5] 0,0 [0,0] 0,195
Caminar 0,0 [2,0]2 1,0[1,0]° 0,0 [0,0] 0,000
Higiene 0,0[1,0]* 0,01[0,0] 0,0 [0,0] 0,008
Alcanzar 1,0[1,0]2 0,0[1,0]° 0,0 [0,0] 0,001
Presion 0,0[1,0]2 0,0[1,0]° 0,0 [0,0] 0,012
Otras actividades 0,0 [2,0]® 0,0[1,0]° 0,0 [0,0] 0,002
Puntuacion MSQ (%) 22,8 [40,3]° 30,1 [26,9] ° 0,0 [5,0] 0,000

Nota: La tabla muestra las caracteristicas de los participantes evaluados durante la visita de
seguimiento (2022), categorizadas por el patron clinico de reumatismo cronico. Los valores entre
corchetes indican el Rango Intercuartilico [RIC]. * p<0,050 para la comparacion entre RC-pCHIK
y SCA. ® p<0,050 para la comparacion entre ENI-PD y SCA. ¢ p<0,050 para la comparacion entre

RC-pCHIK y ENI-PD.
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3.3.4 Evaluacion de la poblacion segun la presencia de fatiga cronica y CVRS afectada

La Figura 12 y la Tabla 8 muestran el efecto de la afectacion reumatoldgica durante la fase
cronica en la CVRS evaluada con el cuestionario SF-36. Se observo una menor mediana de la
puntuacion de los ocho componentes del SF-36 en RIC-pCHIK y ENI-PD (lineas roja y azul)
tomando como referencia los casos SCA (linea verde). Se observo una asociacion de la afectacion
en la CVRS y RIC-pCHIK (OR: 11,4, IC95%: 1,8 - 73,7, ajustando por edad, sexo y el conteo de
las comorbilidades enfermedad cardiovascular, diabetes, asma, tabaquismo, enfermedad pulmonar
obstructiva cronica (EPOC), depresion, ansiedad y la enfermedad por coronavirus del afo 2019
(COVID-19). Se identifico un gradiente en la prevalencia de fatiga cronica (54,6%, 25,0% y 8,6%
para los casos de RIC-pCHIK, NIP-PD y SCA, respectivamente). Hubo asociacion entre fatiga
cronica y RIC-pCHIK (OR= 19,0, 1C95%: 2,46 - 146,42) ajustado por edad, sexo y conteo de

comorbilidades.
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Figura 12

CVRS evaluada mediante el cuestionario SF-36 durante la evaluacion de seguimiento, segun el

patron clinico de reumatismo cronico
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Nota: El grafico de radar representa la mediana de los ocho dominios del Cuestionario SF-36,

diferenciados por los patrones clinicos del reumatismo cronico post-CHIKV.
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Tabla 8
Calidad de vida relacionada con salud y fatiga durante la evaluacion de seguimiento,
categorizada por el patron clinico de reumatismo cronico
T RC-pCHIK ENI-PD SCA .
(n=11) (n=32) (n=35)
SF-36
Componente fisico 46,116,112 43,5[17,2]° 56,7 [7,8] 0,001
Funcionamiento fisico 46,119,112 44,2 [19,1]° 55,6 [3,8] 0,000
Desempeiio fisico 45,9 [27,0] 43,7 [18,0]° 54,9 [13,5] 0,004
Dolor corporal 42,2 [21,0]® 38,2[17,0]° 55,6 [6,5] <0,001
Salud general 41,3[19,0]? 42,0 [20,7] ° 55,6 [11,9] 0,003
Componente mental 39,8 [16,0] % 43,2[13,8]° 53,0 [13,0] 0,043
Vitalidad 46,7 [8,9]° 46,7 [8,9]° 55,6 [11,9]  <0,001
Funcionamiento social 42,3[15,0]1*  39,8[15,0]° 52,3[10,0] 0,006
Desempefio emocional 35,3[24,4]% 38,8 [20,9]° 56,2 [13,9] 0,006
Salud mental 45,6 [18,3]° 43,0 [15,7] 53,5 [15,7] 0,014
CVRS afectada, n (%) 6 (54,6)° 19 (59,4)° 5(14,3) <0,001
Puntuacion FSS 44,0 [21,0]® 35,5[33,0]° 15,0 [22,0] 0,002
Fatiga cronica, n (%) 6 (54,6)? 8 (25,0) 3 (8,6) 0,005

Nota: La tabla muestra los resultados de la evaluacion de CVRS y fatiga cronica categorizada

por el patron clinico de reumatismo cronico. Los valores entre corchetes indican el Rango

Intercuartilico [RIC]. La fatiga crénica se definié como una puntuacion FSS > 36 de mas de seis

meses de duracion. El deterioro de la CVRS se definié como una puntuacion < 40 en cualquier

componente del cuestionario SF-36. @ p<0,050 para la comparacion entre RC-pCHIK y SCA. °

p<0,050 para la comparacion entre ENI-PD y SCA. ° p<0,050 para la comparacion entre RC-

pCHIK y ENI-PD.
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3.4 Discusion

Basandonos en la armonizacién y ampliacion del seguimiento de dos cohortes de pacientes
diagnosticados con infeccion por CHIKV entre el 2014 y 2015, estimamos una incidencia del
14,1% de RC-pCHIK luego 7,7 afios desde el inicio de los sintomas. La evaluacion reumatologica
mostro una predominancia del patron de oligo/poliartritis post-viral entre los casos de RC-pCHIK.
Adicionalmente, el 41,0% y 44,9% de los participantes fueron clasificados como enfermedad no
inflamatoria probablemente degenerativa (ENI-PD) y sin compromiso articular (SCA),
respectivamente. Ninguno de los participantes cumpli6 los criterios de artritis reumatoide, lupus
eritematosos o espondiloartropatia. Las puntuaciones de los cuestionarios HAQ-DI y MSQ
mostraron una correlacion positiva; sin embargo, HAQ-DI presenté una mayor concordancia con
el desenlace RC-pCHIK que el MSQ. Los pacientes con deterioro de CVRS o fatiga cronica
tuvieron una mayor probabilidad de ser clasificados como RC-pCHIK en comparacién con
aquellos SCA. Finalmente, el tamizaje GALS (Gait, Arms, Legs, and Spine) utilizado por médicos
generales para identificar casos de RC-pCHIK, mostr6 valores predictivos positivos y negativos

de 25,6% y 100,0%, respectivamente.

Multiples cohortes han evaluado el grado de afectacion articular a largo plazo en pacientes con
infeccion por CHIKV (Chang, Encinales, et al., 2018; Consuegra-Rodriguez et al., 2018; Elsinga
et al., 2017; Guillot et al., 2020; Medina-Cintron et al., 2021; Murillo-Zamora et al., 2018). Sin
embargo, la comprension de la patogénesis de los sintomas reumaticos cronicos asociados al
CHIKYV sigue siendo limitada. Estudios in vitro han demostrado que CHIKYV presenta tropismo
por células endoteliales y epiteliales, fibroblastos y macréfagos derivados de monocitos,

ejerciendo un efecto citopatico significativo en células humanas infectadas, similar al de otros
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alfavirus (Schwartz & Albert, 2010). Se ha demostrado que CHIKV tiene un tropismo especifico
por los fibroblastos musculares, articulares y cutdneos, lo que podria explicar el dolor articular que
experimentan los pacientes durante la fase aguda de la infeccion (Couderc et al., 2008). Ademas,
las viremias elevadas y persistentes reportadas durante esta fase podrian deberse a la capacidad de
CHIKYV para modular la respuesta de los interferones de tipo I y sus vias de sefalizacion. En
particular, la proteina no estructural 2 (nsP2) de CHIKV actua como un modulador inmunitario
que inhibe el estado antiviral de las células infectadas (Poo et al., 2014; Schwartz & Albert, 2010;

Silveira-Freitas et al., 2024; Valdés Lopez et al., 2019).

En las articulaciones, se ha sugerido que el virus puede persistir y evadir la respuesta inmune
al establecer nichos inmunoprivilegiados, lo que podria contribuir al dafio tisular (Hoarau et al.,
2010). Un hallazgo que apoya esta hipdtesis es la deteccion de ARN y proteinas virales en
macrofagos sinoviales obtenidos de un paciente 18 meses después de la infeccion (Hoarau et al.,
2010). Asimismo, se ha sugerido que la persistencia de sintomas reumaticos podria deberse a la
continua produccion de moléculas proinflamatorias por las células del tejido sinovial. Durante la
infeccion por CHIKYV, se ha observado que los niveles de las quimiocinas MCP-1/CCL2, MIG/
CXCL9, IP-10/CXCL10 e IL-8/CXCL8 aumentan, lo que contribuye con el reclutamiento de
macrofagos, monocitos, células NK y T a las articulaciones afectadas (Chaaithanya et al., 2011;
Lee et al., 2006; Schwartz & Albert, 2010). Ademas, la presencia de MCP-1/CCL2, IL-6 e IL-
8/CXCLS puede promover la diferenciaciéon de los monocitos en osteoclastos, lo que induce la
resorcion Osea y exacerba el dafo articular durante la infeccion por CHIKV (Phuklia et al., 2013;

Schwartz & Albert, 2010). La comprension del mecanismo implicado en el desequilibrio entre la
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respuesta antiviral y la resolucion de la inflamacién es crucial para el desarrollo de terapias que

reduzcan los sintomas agudos y prevengan las manifestaciones reumaticas cronicas.

Nuestro analisis, conducido a partir de datos armonizados de dos de los estudios de seguimiento
mas prolongados realizados en América Latina reveld que aproximadamente uno de cada siete
pacientes desarrolla y persiste con RC-pCHIK luego de 7,7 afios de la fase aguda de la infeccion.
Sin embargo, la comparacion de esta estimacion con otras cohortes resulta dificil debido a la
heterogeneidad metodologica entre los estudios y a la tendencia de estos sintomas a disminuir con
el tiempo. Esta tendencia podria explicarse, entre otras razones, por la progresion natural de la
enfermedad, la susceptibilidad genética de la poblacion afectada o al uso de medicamentos
moduladores de la inflamacion. Por ejemplo, en la cohorte de la Isla Reunidn, la prevalencia de
reumatismo inflamatorio cronico disminuy6 del 45,9% al 10,7% entre los 3 y 13 afios posteriores

a la infeccion por CHIKV (Gérardin et al., 2013; Guillot et al., 2020).

Estudios previos de realizados en Colombia han documentado una alta prevalencia de dolor
articular o RC-pCHIK durante el primer y segundo afio tras la infeccion por CHIKV, con tasas del
58,5% y 25,4%, respectivamente (Chang, Encinales, et al., 2018; Consuegra-Rodriguez et al.,
2018). Sin embargo, estos estudios se basaron en datos recolectados retrospectivamente o en
autorreportes obtenidos mediante encuestas telefonicas. De igual manera, un estudio de cohorte
realizado en Capitanejo, Colombia, reportd una incidencia del 25,0% (IC95%: 14,4 - 38,4) de RC-
pCHIK, definida por un reumatélogo, dos afios después de la infeccion (Lopez Rodriguez, 2018).
Aunque en nuestro estudio se utilizé la misma definicion de RC-pCHIK que esta cohorte, las
incidencias no son directamente comparables debido a la diferencia en la duracion del seguimiento

(dos afios versus siete anos).
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Ademas, una encuesta realizada en cinco ciudades de Colombia en 2017 estimé que la
seroprevalencia de CHIKV oscilé entre 9,0% y 73,0%, con valores especificos de 9,0% en
Medellin, 73,0% en Cucuta, 62,0% en Sincelejo, 20,0% en Piedecuesta y 59,0% en Neiva
(Cucunuba et al., 2018; Estupinan Cardenas et al., 2018). Extrapolando nuestros resultados, que
indican una incidencia de RC-pCHIK de 14,1% siete afios después de la infeccion, se estima que
entre 412.872 y 3.356.959 colombianos podrian estar afectados por esta condicidon, tomando como
referencia la estimacion de 32.614.000 adultos colombianos (Departamento Administrativo

Nacional y Estadistica - DANE, 2018).

La caracterizacion clinica de los casos de RC-pCHIK por especialistas en reumatologia podria
contribuir en la identificacion de la enfermedad créonica por chikungunya. En nuestro estudio, los
patrones clinicos mas frecuentes de RC-PCHIK fueron la oligo/poliartritis post-viral, la artralgia
post-viral y la fibromialgia. En contraste, la cohorte de la Isla Reunion mostr6 patrones clinicos
mas severos, como artritis reumatoide, espondiloartritis y artritis psoriasica en el 64,7%, 23,5% y
11,8% de los casos, respectivamente (Guillot et al., 2020). Estas diferencias en los patrones y la
gravedad entre los estudios podrian atribuirse parcialmente a las variaciones en los genotipos de
CHIKYV que circularon durante los brotes en la Isla Reunion y las Américas (Gérardin et al., 2008;
Laiton-Donato et al., 2015). Estudios en modelos animales han demostrado que el genotipo
asiatico, presente en las Américas, exhibe una menor capacidad de replicacion en comparacion
con el genotipo ECSA. Ademas, genera edema e inflamacion articular moderada, junto con una
respuesta proinflamatoria de tipo Thl y una actividad mas débil de células NK (Gardner et al.,
2010; T.-H. Teo et al., 2015). Estas diferencias podrian explicar, al menos en parte, las variaciones

en la evolucidn clinica observada durante la fase cronica en humanos. Asimismo, es posible que
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la prevalencia de los sintomas, el reumatismo inflamatorio crénico y otros hallazgos patologicos

varien entre cohortes occidentales, africanas o asiaticas.

Otro factor que podria influir en la incidencia y los patrones clinicos de reumatismo cronico es
la susceptibilidad basal a trastornos inflamatorios/autoinmunes en diferentes poblaciones. Segin
estudios epidemiologicos, la prevalencia de enfermedades reumatoldgicas en el momento de la
introducciéon de CHIKV en Colombia era menor en comparacion con otras poblaciones, como las
europeas, asiaticas e incluso otras poblaciones nativas americanas (Londofio et al., 2018;
Venetsanopoulou et al., 2023). Es importante destacar que, en nuestras cohortes, ninguno de los
casos que cumplié con los criterios para RC-pCHIK habia recibido tratamiento con farmacos
antirreumaticos modificadores de la enfermedad (DMARD, por sus siglas en inglés). Esta
observacion podria deberse a varias razones. Una posibilidad es que la inflamacion presentada en
estos pacientes después de la fase aguda sea menos severa en comparacion con otras cohortes con
el mismo diagnostico. Por otro lado, no podemos descartar la posibilidad de que el bajo uso de
DMARD se deba a un acceso limitado a los servicios de salud en esta poblacion o a la falta de

guias de manejo basadas en la evidencia para el uso de este tipo de terapias en esta enfermedad.

La afectacion articular, indicada por puntuaciones mas altas en el HAQ-DI, mostro
concordancia con el RC-pCHIK en comparacion con los casos SCA. Esto es consistente con los
hallazgos previos de una cohorte de pacientes infectados con CHIKV que no utilizaron DMARDs
durante el seguimiento de 24 meses (Medina-Cintron et al., 2021). Ademas, Watson et al.
reportaron puntuaciones elevadas de HAQ-DI en pacientes que experimentaban artralgia cronica,
con una fuerte correlacion entre este indice y el grado de dolor y sensibilidad articular tres afios

después de la infeccion aguda (Watson et al., 2020). Estos hallazgos sugieren un deterioro
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significativo entre los pacientes con RC-pCHIK, lo que podria afectar su capacidad para realizar
actividades diarias como vestirse, levantarse, caminar, alcanzar objetos, aseo personal y

manipulacion de objetos.

Los pacientes con sintomas articulares cronicos no solo experimentaron un deterioro en la
CVRS, sino también fatiga cronica. En comparacion con los casos SCA, los pacientes con RC-
pCHIK y ENI-PD presentaron puntuaciones mas bajas en los componentes fisico y mental del SF-
36; sin embargo, no hubo diferencias significativas en la CVRS entre los casos de RC-pCHIK y
ENI-PD. Un deterioro en la CVRS se asoci6 con los resultados de RC-pCHIK y ENI-PD, tomando
como referencia los casos SCA. Este hallazgo sugiere que la afectacion reumatoldgica inducida
por CHIKV podria conllevar una carga de enfermedad similar a la de otras enfermedades
reumatoldgicas no inflamatorias. Estudios previos también han demostrado que los pacientes
expuestos a CHIKV reportaron puntuaciones mas bajas en el SF-36 en comparacion con aquellos
no expuestos, manteniéndose la magnitud del deterioro de la CVRS a los 30 y 72 meses de
seguimiento (Marimoutou et al., 2012, 2015). Ademas, se ha documentado que los casos con
infeccion por CHIKV que se recuperaron de los sintomas reumatoldgicos mostraron puntuaciones
mas altas en el SF-36 en comparacion con aquellos con afectacion articular persistente dos afios

después de la infeccion (Couturier et al., 2012; Elsinga et al., 2017).

En nuestras cohortes armonizadas de pacientes con infeccion por CHIKV, encontramos que el
21,8% de ellos experimentaron fatiga cronica durante el examen de seguimiento, con una
frecuencia mayor entre los casos de RC-pCHIK. Después de ajustar por edad, sexo y
comorbilidades, observamos una asociacion significativa entre la fatiga cronica y la RC-pCHIK.

La literatura respalda la relacion entre infecciones agudas y fatiga cronica en casos como el dengue,
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el virus de Ross River, el virus de Epstein-Barr y el citomegalovirus, entre otros (Ayala Sierra et
al., 2017; Carruthers et al., 2011; Fukuda et al., 1994). Ademas de la afectacion reumatoldgica en
la enfermedad crénica por CHIKV, la fatiga crénica podria ser un sintoma persistente que
acompana esta condicion (Duvignaud et al., 2018; Manimunda et al., 2010). Manimunda et al.
reportaron fatiga en el 34,0% de los casos de infeccion por CHIKV a un mes y en el 13,0% a diez
meses de seguimiento, mientras que en la cohorte TELECHIK, el 34,3% de los pacientes

presentaron fatiga cronica idiopatica (Manimunda et al., 2010).

El deterioro de la CVRS vy la fatiga cronica pueden ser una consecuencia de los sintomas de
RC-pCHIK y también podrian estar vinculados con la desregulacion inmunitaria inducida por la
respuesta proinflamatoria de CHIKV (Rodriguez-Morales et al., 2017). Ademas, se ha propuesto
de las citocinas proinflamatorias, como la IL-6, TNF-a e IL-8, desempefan un papel importante
en la aparicion de depresion, fatiga cronica y trastornos del suefio, lo que sugiere un vinculo entre

la inflamacion persistente y estos sintomas debilitantes (Rodriguez-Morales et al., 2017).

La caracterizacion reumatologica de pacientes con infeccion cronica por CHIKV involucroé dos
etapas. Primero, un médico entrenado en semiologia musculoesquelética realizé una evaluacion
utilizando el sistema GALS. Luego, un especialista en reumatologia llevd a cabo una segunda
evaluacion, imitando los caminos tipicos de atencion médica. Este enfoque tuvo como objetivo
proporcionar informacion valiosa para identificar a los pacientes que necesitaban una evaluacion

especializada en lugar de solo una atencion primaria.

Nuestros hallazgos sugieren que un enfoque de atencidon primaria basado en la evaluacion
GALS podria descartar eficazmente a la mayoria de los pacientes sin afectacion articular, al tiempo

que identifica correctamente uno de cada cuatro casos de RC-pCHIK. Actualmente, las rutas de
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atencion integral para enfermedades infecciosas como el chikungunya abordan de manera breve la
gestion de casos cronicos (Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2016). Por lo tanto, nuestros
resultados podrian orientar las recomendaciones para el manejo de la enfermedad y mejorar el
acceso oportuno a intervenciones terapéuticas entre los pacientes con infeccion por CHIKV. Esto
es particularmente relevante en paises como Colombia, donde circul6 exclusivamente el genotipo
asiatico (Laiton-Donato et al., 2015; Mattar et al., 2015), con una amplia gama de tasas de ataque
observadas durante el brote de 2014-2015 (Cucunubd et al., 2018; Estupiiian Cardenas et al., 2018).
Ademas, el reciente aumento en los casos de CHIKV en las Américas, particularmente en Brasil y
Paraguay, ha estado asociado con un mayor numero de casos de encefalitis en nifios y adultos
mayores y muertes atribuibles al virus, principalmente debido al genotipo ECSA (de Souza et al.,
2024; Pan American Health Organization / World Health Organization., 2023; Torales et al.,

2023).

Nuestro estudio tiene algunas fortalezas que vale la pena mencionar. En primer lugar, el periodo
de seguimiento prolongado nos permitid observar la progresion a largo plazo del reumatismo
cronico post-chikungunya (RC-pCHIK). En segundo lugar, la participacion de especialistas en
reumatologia en las evaluaciones clinicas mejora la precision del diagnostico de los patrones
clinicos de reumatismo cronico. En tercer lugar, evaluamos el rendimiento de la herramienta de
tamizaje GALS, destacando su potencial utilidad para evaluaciones iniciales en atencion primaria
durante la fase cronica de la enfermedad. Nuestro estudio también tiene limitaciones. En primer
lugar, los casos de infeccion por chikungunya se identificaron en un solo municipio de Colombia,
lo que podria limitar la generalizacion de los hallazgos a otras poblaciones y contextos

epidemioldgicos. En segundo lugar, el hecho de que los pacientes incluidos fueran de més edad
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que los elegibles podria haber sobrestimado la incidencia de RC-pCHIK. En tercer lugar, el tamafo
total de la muestra alcanzada, incluso después de armonizar datos de dos cohortes, podria haber
limitado la capacidad para detectar asociaciones entre la prueba de fuerza de agarre (handgrip),
comorbilidades o el uso de medicamentos con los desenlaces evaluados. Ademas, el tamafio de
muestra también afectd la precision de nuestras estimaciones, lo que se reflejo en el amplio
intervalo de confianza del 95% (IC95%) en las asociaciones reportadas. Finalmente, no evaluamos
la CVRS y la fatiga cronica durante la fase aguda de la infeccion por CHIKV, por lo que nuestros

hallazgos solo pueden considerarse correlacionales.

3.5 Conclusiones

Nuestros resultados mostraron que de uno de cada siete pacientes con infeccion por CHIKV
desarroll6 y persistio con sintomas y signos compatibles con RC-pCHIK casi ocho afios después
del inicio de la enfermedad. El enfoque integral que implementamos para caracterizar los casos de
CHIKYV podria ser una herramienta valiosa para evaluar la carga de la enfermedad, facilitando el
disefio de ensayos clinicos y el desarrollo de estrategias de manejo de pacientes; sin embargo, estos

hallazgos requieren validarse en un contexto de cohortes mas grandes.
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4 Identificacion de posibles biomarcadores inmunoldgicos como predictores de

reumatismo cronico post-chikungunya

4.1 Introduccion

La fiebre por chikungunya (CHIKF) es una enfermedad causada por CHIKV, un virus de ARN
que pertenece a la familia Togaviridae, género Alphavirus (Constant et al., 2021; Valdés Lopez et
al., 2019). El genoma contiene dos marcos de lectura abierta (ORFs, por sus siglas en inglés). El
primer ORF codifica una poliproteina que por accidon de proteasas virales da origen a cuatro
proteinas no estructurales: nsP1, nsP2 (proteasa), nsP3 y nsP4 (ARN polimerasa dependiente de
ARN), implicadas en la replicacion del genoma viral y la evasion de la respuesta inmune del
hospedero (Akhrymuk et al., 2012). El segundo ORF codifica una poliproteina que por accion de
proteasas virales y celulares dard origen a seis proteinas estructurales [(capside (C), envoltura E3-
E2-6K-E1, y la proteina potenciadora de transferencia TF). Estas proteinas estructurales estan
implicadas en la produccion de la nueva progenie viral (Constant et al., 2021; Valdés Lopez et al.,
2019). CHIKV se clasifica en tres genotipos principales: asiatico, Africa Occidental (AO) y

Este/Central/Sur Africa (ECSA) (Silva & Dermody, 2017).

La infeccion por CHIKV se presenta en tres fases clinicas: aguda, subaguda y crénica (Pan
American Health Organization, 2011). La fase aguda se caracteriza por el inicio repentino de fiebre
y dolor articular, que se pueden acompafar de mialgia, cefalea, nduseas, vomito, conjuntivitis y

erupciones cutdneas, con una duracion de 5 a 7 dias (Tanabe et al., 2018; World Health
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Organization, 2020). Aunque la mayoria de los pacientes resuelven la enfermedad en esta fase,
algunos evolucionan hacia la fase subaguda. Esta fase se caracteriza por sintomas articulares
persistentes, fatiga y debilidad, con una duracion de 10 dias a 3 meses (Pan American Health
Organization, 2011). Finalmente, la fase cronica, inicia después de los tres meses y puede
prolongarse por afios, presentando manifestaciones reumaticas (Kucharz & Cebula-Byrska, 2012;

Lopez Rodriguez, 2018; Pan American Health Organization, 2011; Thiberville et al., 2013).

En la fase cronica de CHIKF, algunos pacientes desarrollan reumatismo cronico post-
chikungunya (RC-pCHIK), definido como la persistencia de sintomas articulares y extraarticulares
por mas de tres meses tras el inicio de la enfermedad, o el desarrollo de una patologia inflamatoria
inmunomediada especifica durante el seguimiento (Segura-Charry et al., 2021; Simon et al., 2015).
Esta condicion se asocia frecuentemente con una disminucion en la CVRS y la presencia de fatiga
cronica (Couturier et al., 2012; Duvignaud et al., 2018; Elsinga et al., 2017; Gérardin et al., 2011;
Manimunda et al., 2010; Marimoutou et al., 2015; Ramachandran et al., 2012; Soumahoro et al.,
2009). Se han identificado algunos factores de riesgo con el desarrollo de la fase cronica, como
edad mayor a 45 afos, sexo femenino, antecedente de dolor articular y titulos elevados de
anticuerpos IgG (Gérardin et al., 2013; Moro et al., 2012). No obstante, la compresion de la

patogenia y la identificacion de biomarcadores de prondstico de RC-pCHIK sigue siendo limitada.

Tras la picadura de un mosquito Aedes infectado, CHIKV infecta y se replica en monocitos,
macrofagos, fibroblastos y células endoteliales de la piel (Schwartz & Albert, 2010; Tanabe et al.,
2018; Valdés-Lopez et al., 2022). Luego, el virus es diseminado hacia ganglios linfaticos y, a
través de la circulacion linfatica y sanguinea, se distribuye a diversos tejidos, incluido el tejido

sinovial (Valdés-Lopez et al., 2021). En las articulaciones, se ha sugerido que el virus puede
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persistir y evadir la respuesta inmune al establecer nichos inmunoprivilegiados, lo que podria
contribuir al dafio tisular (Hoarau et al., 2010). Esta hipotesis es soportada por la deteccion de
ARN viral en macrofagos del tejido sinovial 18 meses después de la infeccion (Hoarau et al.,
2010). Sin embargo, aunque hay estudios que no han confirmado esta persistencia, otros estudios
han identificado la glicoproteina E1 de CHIKYV en tejido sinovial entre los 12 y 36 meses post-
infeccion, sugiriendo que algunos antigenos virales podrian mantenerse en el tejido afectado

(Chang, Martins, et al., 2018; de Brito et al., 2023).

La persistencia del virus provoca atraccidon y activacion continua de monocitos, macroéfagos,
células T efectoras y células asesinas naturales (NK), conllevando a una liberacion de factores
proinflamatorios (IL-6, IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2, e IFNs), que promueven la apoptosis de
fibroblastos y la destruccion del cartilago (Dupuis-Maguiraga et al., 2012; Hoarau et al., 2010).
Durante la fase aguda de la enfermedad, se ha encontrado un perfil inmunoldgico en sangre con
niveles elevados de factores proinflamatorios, incluyendo IFN-a, IFN-y, IL-2R, IL-6, IL-7, IL-
8/CXCLS, e IL-27, antiinflamatorios, tales como IL-1Ra e IL-4, quimiocinas como MCP-1/CCL2,
MIG/CXCL9 e IP-10/CXCL10 y ademas los factores de crecimiento, VEGF, G-CSF y GM-CSF
en comparacion con controles sanos (Capitulo 2). Dado que estos factores inflamatorios parecen
tener un papel importante en la progresion de la CHIKF, es necesario realizar estudios adicionales
que permitan evaluar su potencial como biomarcadores de prondstico que permitan estratificar el
riesgo de complicaciones a largo plazo. En este contexto, este estudio se propuso cuantificar los
niveles séricos de diversos factores que se puedan usar como biomarcadores inmunolégicos

durante los primeros dias de la CHIKF como predictores de la progresion a RC-pCHIK; ademas,
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explorar su relaciéon con la CVRS afectada, y fatiga crénica en dos cohortes de pacientes

colombianos.

4.2 Materiales y métodos

Mediante dos estudios de cohorte, se cuantificaron diversos factores en suero de pacientes con
infeccion por CHIKV, con el propdsito de identificar biomarcadores inmunologicos que puedan
estar asociados con el desarrollo de RC-pCHIK. A continuacion, se describe la composicion de
cada una de las cohortes, los criterios de elegibilidad, la definicion de casos y controles, la

cuantificacion de los factores inmunoldgicos y el plan de analisis de datos.

4.2.1 Descripcion de las cohortes
Se identificaron los casos de infeccion por CHIKV en dos cohortes prospectivas ensambladas
durante el brote epidémico ocurrido entre 2014 y 2015 en los municipios de Capitanejo y

Piedecuesta, Colombia, como se detalla a continuacion (Figura 13):

Cohorte Capitanejo: Se conform6 en 2015 como parte de la respuesta a un brote
epidémico de CHIKYV (Lopez Rodriguez, 2018). Se incluyeron 105 pacientes entre 5 y 95
afios, quienes acudieron a una institucion de salud en Capitanejo, debido a la persistencia
de dolor articular. Durante la visita basal (fase subaguda), se realizé un examen fisico y se
obtuvo una muestra de sangre de los pacientes y se confirm¢ la infeccion por CHIKV. En
el 2017, se invito a los pacientes adultos con infeccidon confirmada a participar de una visita
de seguimiento durante la fase cronica. Durante esta visita, los participantes fueron

evaluados por un reumatdlogo para determinar la presencia de RC-pCHIK.
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Cohorte Piedecuesta: Se ensamblo a partir de la uniéon de dos estudios de cohorte en
Piedecuesta, uno de vigilancia activa y otro de vigilancia pasiva. El estudio de vigilancia
pasiva se ensamblé en 2014 e incluy6 a 839 participantes entre 1 y 55 afios que consultaron
por un sindrome febril agudo no especificado en dos instituciones prestadoras de salud
(Carabali et al., 2018). Por su parte, la cohorte de vigilancia activa se ensambl6 en 2015 e
incluyo 2.400 participantes sanos, seleccionados mediante muestreo a conveniencia en la
comunidad (Estupifidn Cardenas et al., 2018). A esta cohorte se le hizo un seguimiento
mediante llamadas telefonicas bisemanales, durante 3,5 afios, para identificar cualquier
caso de enfermedad febriles aguda. En ambas cohortes, los participantes que presentaron
enfermedad febril fueron evaluados dentro de los primeros siete dias de enfermedad (fase
aguda). Luego se les realiz6 una visita de seguimiento entre los 7 y 14 dias después. En
cada una de las visitas se obtuvo una muestra de sangre de los pacientes. En total, la cohorte
de Piedecuesta (vigilancia activa y pasiva) permitio identificar 219 casos con infeccion por
CHIKYV durante la fase aguda de la enfermedad.

En 2022, a los participantes con infeccion confirmada por CHIKYV se les invit a participar
en una valoracion de seguimiento de fase cronica. Durante esta valoracion, se realizo un
examen fisico y un tamizaje osteomuscular empleando la metodologia GALS (marcha,
extremidades superiores, extremidades inferiores) (Dacre, 2019; P. L. C. M. van. Riel et
al., 2000), conducido por un médico general entrenado por un reumatélogo. Ademas, se les
pidi6 a los participantes completar el Cuestionario de Salud y Bienestar SF-36v2
(McHorney et al., 1993) y la Escala de la Gravedad de la Fatiga (FSS, por sus siglas en

inglés) (Krupp et al., 1989). En una visita adicional, un reumatologo evalu6 a aquellos con
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alguna anormalidad de GALS no relacionada con traumatismos para determinar la

presencia de reumatismo cronico post-CHIKV.

Figura 13

Diserio del estudio

Cohorte de Capitanejo

Atencién Brote Visita
F. subaguda seguimiento
2 afios post-CHIKV

- 3 - Cohorte de Piedecuesta
Vigilancia pasiva

F.Aguda | -
) ) S e Visita seguimiento
Epidemia Vigilancia activa eguimiento telefonico 7 afos post-CHIKV
CHIKV

F. Aguda

- 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 -

En las cohortes de Capitanejo y Piedecuesta, el diagnostico de infeccion por CHIKV en los
pacientes que presentaron eventos febriles, se determind mediante la positividad en la prueba
ELISA IgG o IgM de NovaLisa® (considerando las caracteristicas de las pruebas y su capacidad
de discriminar CHIKV de otras causas febriles, y, a que durante el periodo de realizacion del
estudio el virus se introdujo por primera vez en la poblacion) o, mediante un resultado positivo en
la prueba de reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa con transcripcion inversa (RT-qPCR)

(Centers for Disease Control and Prevention, 2014).

4.2.2 Aspectos éticos
El protocolo del presente estudio fue revisado y aprobado por el Comité de Etica en

Investigacion Cientifica de la Universidad Industrial de Santander - CEINCI-UIS (Acta No. 07,
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23 abril del 2021, y acta No. 04, 18 de marzo del 2023) y el Comité de ética en investigacion
Biomédica del Centro de Atencidon y Diagnodstico de Enfermedades Infecciosas — CDI (Acta 293,
9 julio del 2022). Las cohortes de Piedecuesta (vigilancia activa y pasiva) fueron aprobados por el
comité Investigacion Cientifica de la Universidad Industrial de Santander (Acta No. 20 del 19 de
diciembre del 2013 y Acta No. 11 del 16 de mayo del 2014, respectivamente). Asimismo, la
cohorte de Capitanejo fue revisada y aprobada por el Comité de Etica en Investigacion Cientifica
de la Universidad Industrial de Santander - CEINCI-UIS (Acta No. 25 del 16 diciembre de 2016).
Se obtuvo el consentimiento informado de cada participante antes de la inclusion en las cohortes

originales, y se verifico la autorizacion para el uso de las muestras en estudios futuros.

4.2.3 Elegibilidad

Se incluyeron participantes adultos mayores de 18 afios con diagnostico de infeccidon por
CHIKYV confirmada y que contaron con evaluaciones de seguimiento durante la fase cronica. Se
excluyeron los pacientes con antecedente de enfermedad reumatica previa a la infeccion por
CHIKYV, asi como aquellos diagnosticados con enfermedad no inflamatoria probablemente
degenerativa (ENI-PD) durante la evaluacion de fase cronica. Igualmente, se excluyeron a los
participantes que no aceptaron el uso de sus muestras en estudios futuros, segiin solicitud hecha
en las cohortes originalmente conformadas, o que habiendo dado su aval no contaron con muestras

bioldgicas colectadas en la visita basal para la cuantificacion de los factores inmunologicos.

4.2.4 Definicion de desenlaces
El desenlace primario se defini6 en la visita de seguimiento de la fase cronica de las cohortes
establecidas inicialmente, con medianas de seguimiento de 7,7 afios para Piedecuesta y 2,2 afios

en Capitanejo. Se consideraron como RC-pCHIK a aquellos pacientes con sintomas articulares y
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extraarticulares persistentes durante mas de tres meses tras el inicio de la enfermedad por CHIKV
o el desarrollo de una patologia inflamatoria inmunomediada especifica durante el seguimiento
(Segura-Charry et al., 2021; Simon et al., 2015). La clasificacién de los casos de RC-pCHIK se
basd en los siguientes criterios diagnosticos: artritis reumatoide (Aletaha et al., 2010),
espondiloartritis (Rudwaleit et al., 2011), lupus eritematoso sistémico (Aringer et al., 2019), artritis
post viral (P. L. C. M. van Riel et al., 2004), artralgia post viral (P. L. C. M. van Riel et al., 2004)
y reumatismo de tejidos blandos (tenosinovitis, bursitis, fascitis, dolor localizado no inflamatorio,
entesitis o fibromialgia (Wolfe et al., 2011)). Los pacientes que al momento de la evaluacion de
seguimiento en la fase cronica, no presentaron ninglin tipo de compromiso articular fueron

clasificados como sin compromiso articulas (SCA).

La CVRS afectada y la fatiga cronica fueron evaluados como desenlaces secundarios en la
cohorte de Piedecuesta. CVRS afectada se defini6 en los pacientes que presentaron una puntuacion
<40 en el componente fisico o mental del cuestionario SF-36v2™ (Bullinger et al., 1998; Maruish,
2011). La fatiga cronica se definid en aquellos pacientes con una puntuacion del FSS >36, que
permanecid por mas de seis meses (Ayala Sierra et al., 2017; Duvignaud et al., 2018). Quienes no
fueron clasificados como CVRS afectada o fatiga cronica fueron considerados como libres de estos

dos desenlaces.

4.2.5 Cuantificacion de factores inmunologicos: posibles biomarcadores
Se utilizaron sueros colectados durante la visita basal en la atencion de la enfermedad por
CHIKYV, almacenados a —80°C desde su coleccion hasta el momento de la cuantificacion de los

factores inmunolégicos.
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Se evaluaron las concentraciones séricas de los factores inmunologicos IL-4, IL-6, IL-
8/CXCLS8, IL-27, MCP-1/CCL2, MIG/CXCL9 e IP-10/CXCL10 utilizando el kit
Milliplex® Human Cytokine/Chemokine/Growth Factor Panel A (HCYTA-60K, Millipore, USA)
en el equipo Luminex MAGPIX (® XMAP Technology, MAGPIX, Texas, EUA), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los datos se procesaron mediante el software Belysa 1.1.0, basandose

en curvas estandar (Apéndice B).

La cuantificacion de la proteina C reactiva (PCR) y el factor reumatoideo se realiz6 utilizando
los kits CRP Quantikine ELISA (R&D Systems) y Rheumatoid Factor Ab ELISA (Novus
Biologicals), respectivamente, siguiendo las indicaciones del fabricante. Las concentraciones
fueron calculadas a partir de curvas estandar (Apéndice B). Las muestras con concentraciones de

PCR superior a 25 mg/L se volvieron a evaluar con una dilucion de 1:1000.

La cuantificacion de los niveles de anticuerpos de tipo IgG especificos para CHIKV se hizo
empleando la prueba de ELISA de captura de NovaTec Inmunodiagnostic. Esta prueba permite la
cuantificacion de Unidades NovaTec (NTU), cuyos resultados se interpretan como negativos si

son <9 NTU, positivos si son >11 NTU o dudosos se encuentra entre 9-11 NTU.

4.2.6 Analisis de datos

Se estimaron medidas de tendencia central y dispersion para describir las variables contintias
empleando media y desviacion estdndar [DE] o mediana y rango intercuartilico [RIC] segun el
caracter normal o no de su distribucion de acuerdo con la prueba de Shapiro-Wilk. En cuanto a las
variables discretas se determinaron sus frecuencias absolutas y relativas (porcentajes). El contraste
de variables continuas se realiz0 mediante la prueba de t de Student o andlisis de varianza

(alternativamente suma de rangos cuando no se distribuian normalmente). Para las variables
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discretas se emple6 la prueba ji-cuadrado (o exacta de Fisher cuando al menos uno de los valores
esperados en cualquier celda de la tabla de contingencia fue menor de cinco observaciones).
Evaluamos correlaciones parciales entre las concentraciones de los factores inmunologicos
mediante la estimacion del coeficiente de correlacion de Spearman (rs) ajustando por edad y sexo

en la visita basal.

Se explor6 la relacion funcional entre cada factor inmunoldgico y el desenlace de interés
mediante regresion local ponderada (con un ancho de banda = 0.75). Los puntos de inflexion se
definieron como aquellos puntos alrededor de los cuales >3 diferencias consecutivas de las
probabilidades predichas suavizadas fueron consistentemente negativas (indicando una tendencia
decreciente) o positivas (indicando una tendencia creciente), o viceversa. Posteriormente, se
realizd una regresion logistica multiple segmentada, utilizando los puntos de corte previamente
determinados. Estimamos los “odds ratio” (OR) con intervalos de confianza del 95% (IC95%). Se
ajusto por edad y sexo en todos los modelos, mientras que el ajuste por la duracion de la
enfermedad en el momento de la cuantificacion de los factores inmunologicos, uso de
medicamentos y comorbilidades, se incluyd solo si estas covariables estaban asociadas a los
desenlaces a un nivel de significancia <10% en el analisis bivariado. Se evaluo la bondad de ajuste
de los modelos utilizando la prueba de Hosmer-Lemeshow (HL) y su capacidad discriminatoria
mediante la estimacion del area bajo la curva ROC (por sus siglas en inglés “Receiver Operating
Characteristic”). Ademds, comparamos modelos con y sin regresion por tramos utilizando el
criterio de informacion de Akaike (AIC). Debido a la heterogeneidad en la duraciéon de la

enfermedad en las visitas basal (agudo versus sub-aguda) y de seguimiento cronico (2,2 versus 7,7
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afios), el andlisis se realizd de manera independiente para cada cohorte. El andlisis de los datos se

llevo a cabo utilizando el programa estadistico Stata version 12.0 (Stata Corp.).

4.3 Resultados

4.3.1 Caracteristicas de la poblacion

En el analisis se incluyeron 11 casos de RC-pCHIK y 35 controles de la cohorte de Piedecuesta,
y, 14 casos de RC-pCHIK y 20 controles de la cohorte de Capitanejo (Figura 14). Los casos de
CHIKYV que fueron identificados en las dos cohortes mostraron diferencias en las caracteristicas
demograficas, en los tiempos de la medicion de los factores inmunoldgicos y el desenlace (Tabla
9). En la cohorte de Capitanejo se observd una mayor mediana en la edad (54,0 vs 33,5 afios) y
una mayor proporcion de mujeres (73,5% vs 50,0%) en comparaciéon con la cohorte de
Piedecuesta. Ademas, esta cohorte reporté una mayor frecuencia de enfermedad cardiovascular y
diabetes. No obstante, los datos de uso de medicamentos durante la visita basal solo fueron
reportados en la cohorte de Piedecuesta. La muestra empleada en la cuantificacion de los factores
inmunologicos se colectd en una etapa mas temprana de la enfermedad en la cohorte de
Piedecuesta (2,8+1,5 dias) en comparacioén con Capitanejo (40,5+20,6). Por otro lado, el tiempo
de seguimiento para definir el desenlace de RC-pCHIK fue mayor en la cohorte de Piedecuesta

(7,7 anos) frente a Capitanejo (2,2 afios).
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Figura 14

Flujograma de seleccion de participantes para la evaluacion de factores inmunologicos

Cohorte Capitanejo
Casos CHIKV
{n=105)

Edad <18 afios............ 3
Pérdidas .
Vive otra ciudad......... 1
Nointeresado........... 20

Seguimiento 2 afios
2017
n=70

Cohorte Piedecuesta
Casos CHIKY
(n=219)

Edad <18 afios
Enfermedad General...3
Pérdidas
Vive otra ciudad
No interesado

Seguimiento 7 afios

Enfermedad reumaética previa....10
— Nodisponibilidad de muestra......4

ENIPD .. e 22
Incluidos
n=234
SCA RIC-pCHIK
n=20 n=14

Nota: La figura presenta el flujograma para la identificacion de los participantes con RC-

pCHIK y sin compromiso articular (SCA) en las dos cohortes para la evaluacion de factores

inmunolégicos.

2022

n=79
Perdida.....cccoeeeeeneee 1
ENI-PD...cccvvcerrereen 32

Incluidos
n=46
SCA RIC-pCHIK
n=35 n=11

104
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Tabla 9

Caracteristicas demogrdficas de los casos de infeccion por CHIKV durante la visita basal,

segun el desenlace de RC-pCHIK*

Caracteristica, n (%) RC-pCHIK SCA Total p
Cohorte Piedecuesta
Mujeres 9 (81,2) 14 (40,0) 23 (50,0) 0,035
Edad (anos) 45,0 [15,0] 30,0 [20,0] 33,5[19,0] 0,001
Antecedentes
Diabetes Mellitus 0 (0,0) 1(2,9) 1(2,2) 1,000
Enfermedad
cardiovascular 00.0) 00.0) 00.0) i
Dolor articular 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) -
Sin antecedente 11 (100,0) 34 (97,1) 45 (97,8) 1,000
Medicamentos
Dexametasona 2(18,2) 0 (0,0) 2(4,3) 0,053
Prednisolona 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) -
Metotrexate 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) -
Cohorte Capitanejo
Mujeres 12 (85,7) 13 (65,0) 25 (73,5) 0,250
Edad (anos) 60,2 [13,3] 48,8 [27,3] 54,0 [25,5] 0,150
Antecedentes
Diabetes Mellitus 0 (0,0) 1 (10,0) 1(7,1) 1,000
Enfermedad
cardiovascular 1 (25,0) 3(27,3) 4 (20,6) 1,000
Dolor articular 0 (0,0) 0 (0,0) 0(0,0) -
Sin antecedente 13 (92,9) 17 (85,0) 30 (88,2) 1,000

Nota: La tabla presenta los resultados de la caracterizacion demografica de los participantes
incluidos en las cohortes. * RC-pCHIK/SCA Piedecuesta: n=11/35 y RC-pCHIK/SCA Capitanejo:

n=14/20. Los valores entre corchetes indican el Rango Intercuartilico [RIC].
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4.3.2 Cuantificacion de los factores inmunolégicos en cada cohorte
Los niveles de IL-4, IL-6, IL-27, MCP-1/CCL2, MIG/CXCL9, IP-10/CXCL10, y PCR fueron
mas altos en la cohorte de Piedecuesta en comparacion con Capitanejo (Tabla 10, Apéndice C).

Por el contrario, la IL-8/CXCLS8 presentd concentraciones mayores en Capitanejo.

El anélisis de correlaciones parciales mostro patrones diferentes entre las cohortes (Figura 15).
En la de Piedecuesta, se encontraron correlaciones significativas entre IP-10/CXCL10 con IL-27
(rs=0,358, p=0,017), con IL-4 (rs=-0,313, p=0,039) y con PCR (rs=0,466, p=0,002). Igualmente,
entre IL-6 y MCP-1/CCL2 (1=0,403, p=0,007), IL-8/CXCL8 e IgG (rs=0,391, p=0,009) y entre
IL-27 y FR (rs=0,368, p=0,014). En la cohorte de Capitanejo, también se observo una correlacion
negativa y significativa entre IL-4 y CXCL10 (rs=-0,425, p=0,019). Ademas, IL-4 se correlaciono
negativamente con MCP-1/CCL2 (rs=-0,379, p=0,039). La IP-10/CXCL10 se correlacion6

positivamente con MCP-1/CCL2 (rs=0,409, p=0,025) y con MIG/CXCL9 (rs=0,548, p=0,002).
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Figura 15
Mapa de calor de correlaciones parciales entre los factores inmunologicos cuantificados
durante la visita basal
A. Piedecuesta

g -0.056 -0.140 | 0.391* -0.149 -0.226 -0.002 0.098 -0.283 -0.096 -

FR -0.046 0245 0059 | 0.368* 0.131 -0.053 0.024 -0.158 - -0.096

pcrR  -0.116 | 0.136 F=0:216" -0.077 0.216 -0.075 - -0.158 -0.283
cxcLe 0130 -0015 -0025 0007 0.012 -0.176 - 0075 0024 0098  correlacion
ccLz  0.103 | 0.403* 0.293 -0.096 -0.009 - 0176 0216 -0.053 -0.002 ! Egz
cxcLio -0.313* -0.088 0.078 = 0.358* - -0.009 0.012 0.131 -0.226 %25
L27 -0.185 0016 0.118 - 0.358* -0.096 0.007 -0.077 & 0.368* -0.149 :ggs
IL-8 0.052 -0.108 - 0.118 0078 = 0.293 -0.025 -0.216 0.059  0.391*

IL-6 0.105 - -0.108 0.016 -0.088 | 0.403* -0.015 0.136 0.245 -0.140

L4 - 0.105 0.052 -0.185 -0.313* 0.103 0.130 -0.116 -0.046 -0.056

IL-4 IL-6 IL-8 IL-27 CXCL10 cCcCL2 CXCL9 PCR FR IgG
B. Capitanejo

g~ -0.131 0059 -0.033 -0.098 0.190 0.175 -0.178 -0.291 -0.356 -

FR 0005 -0.135 0.004 0.110 -0.069 -0.032 0.084 0.248 - -0.356

pcR 0032 0079 -0.091 -0.244 -0.042 -0.290 0.298 - 0.248 -0.291
cxcls 0285 -0219 0210 0215 - 0.083 - 0298 0084 -0.178  Correlacion
ccLz -0.379* -0.078 0.071 -0.277 | 0.409* - 0.083 -0.290 -0.032 0.175 I géz
cxcLio -0.425* -0.091 0.048 -0.086 - 0.409* - -0.042 -0.069 0.190 %25
27  0.062 [EGBSEN -0.104 - -0.086 -0.277 0215 -0244 0.410 -0098 ??5
Ls  -0.081 -0.059 - -0.104 0.048 0071 -0.210 -0.091 0.004 -0.033

IL-6 0.014 - 0.059 -0.257 -0.091 -0.078 -0.219 0079 -0.135 0.059

L4 - 0014 -0.081 0062 -0.425* -0.379* -0.285 -0.032 -0.005 -0.131

IL-4 IL-6 IL-8 IL-27 CXCL10 CCL2 CXCL9 PCR FR lgG

Nota: A 'y B: Mapa de calor de correlaciones parciales ajustando por edad y sexo. La duracion
de enfermedad fue de 2,8+1,5 dias y 40,5+20,6, en la cohorte Piedecuesta y Capitanejo,

respectivamente. * p<0,05.
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4.3.3 Evaluacion de factores inmunologicos segun el desenlace principal de RC-pCHIK

De acuerdo con el perfil reumatoldgico, se observaron diferencias significativas en la edad y el
sexo entre los participantes con RC-pCHIK y SCA en la cohorte de Piedecuesta, pero no en la
cohorte de Capitanejo (Tabla 10). Durante la fase aguda en la cohorte de Piedecuesta, IP-
10/CXCL10 mostr6 una disminucién del 73% de la mediana de los participantes con RC-pCHIK
en comparacion con aquellos sin compromiso articular (6.333,5 vs 24.233,1 pg/mL). Un
comportamiento similar se encontr6 para PCR, IL-8/CXCL8, MIG/CXCL9 e IL-27, cuyas
disminuciones oscilaron entre el 6,0 % y 43,8% (Tabla 10, Figura 16). Por el contrario, los niveles
de IL-6 e IgG especifica para CHIKV fueron mayores en los participantes con RC-pCHIK con
respecto a aquellos SCA, Sin embargo, ninguno de estos casos se encontré diferencias
estadisticamente significativas. Durante la fase subaguda, en la cohorte de Capitanejo, IP-

10/CXCL10 mostr6 una reduccion menos pronunciada (11,2%).
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Factores inmunologicos cuantificados durante la visita basal, segun el desenlace de RC-pCHIK*
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Diferencia Medianast

Biomarcador RC-pCHIK SCA Todos p Absoluta _ Relativa(%)
Cohorte Piedecuesta (fase aguda)
IL-4 1,310,6 - 2,4] 1,3 10,6 - 2,0] 1,3[0,6 -2,2] 0,661 0,0 0,0
IL-6 7,7 [4,8 - 15,5] 4911,5-15,2] 54(1,9-152] 0,102 2,8 57,1
IL-8/CXCL8 19,1 [8,8 - 56,4] 27,3 [18,4 —42,8] 23,4 [16,4—-42,8] 0,421 -8,1 -29.9
1L-27 1.978,0 [1.631,9 - 3.435,9] 2.104,3 [1.052,3 - 3.513,3] 1.981,8[1.307,3 —3.481,2] 0,867 -126,3 -6,0
MCP-1/CCL2 2.119,3 [1.246,8 - 3.552,7] 1.929,9 [1.339,7 - 3.290,0] 2.024[1.339,7-3.290,0] 0,598 189,4 9,8
MIG/CXCL9 7.230,7[4.974,4 - 11.349,4] 7.926,7 [5.518,5 - 13.596,0] 7.836,9 [5.518,5-12.908,3] 0,709 -696,0 -8,8
IP-10/CXCL10 6.333,5[2.862,6 - 38.829,6]  24.223,1 [6.484,3 - 44.777,8] 21.293,3[6.329,2-43.769,0] 0,082  -17.889,6 -73,9
PCR 9,0 [4,1 —25,2] 16,0 [7,2 - 34,0] 15,9[5,8-34,0] 0,592 -7,0 -43,8
FR 13,7 [8,8 - 16,0] 13,7[10,0 - 18.,2] 13,7[10,0-17,3] 0,867 0,0 0,0
IgG 28,0 [20,0 - 59,0] 24,0 [18,0 - 44,0] 25,0[18,0—-44,0] 0,699 4,0 16,7
Cohorte Capitanejo (fase subaguda)
IL-4 0,6 [0,3 - 1,8] 0,3 10,2 -0,9] 0,6[0,2—1,0] 0,268 0,3 116,7
IL-6 2,6 1,2 -5,9] 3,4 (1,8 -5,6] 32[1,4-59] 0,674 -0,8 -23,5
IL-8/CXCL8 67,4 [45,2 - 96,9] 71,2 [53,4 - 105,8] 67,4[50,9-97,9] 0,806 -3,8 -5,3
IL-27 1.036,4 [814,7 - 1.379,1] 927,7[579,2 - 1.907,2] 951,7 [680,6 — 1.715,5] 0,834 108,7 11,7
MCP-1/CCL2 878,9 [771,2 - 1.259,6] 1.002,8 [733,9 - 1.187,1] 991,0 [737,7—1.248,1] 0,944 -124,0 -12,4
MIG/CXCL9 4.032,6 [3.046,9 - 7.170,6] 4.479,4 [2.518,5 - 10.558,0] 4.226,0 [2.813,5-7.558,3] 0,441 -446,8 -10,0
IP-10/CXCL10 522,9 [390,8 - 631,6] 589,0 [373,0 - 858,4] 536,4 [388,2—733,3] 0,382 -66,1 -11,2
PCR 8,4 [3,5-16,6] 3,0[1,5-11,8] 55(1,8-154] 0,177 5,5 184,7
FR 15,4 [11,6 - 27,0] 13,0 [10,4 - 17,6] 13,6 [11,0—-21,1] 0,161 2,4 18,5
IgG 40,7 [29,1 —44,7] 31,4[23,7 - 46,1] 34,9252 -46,0] 0,632 9,3 29,6

Nota: La tabla muestra las concentraciones de los factores inmunoldgicos cuantificados en suero de los participantes. * RC-
pCHIK/SCA Piedecuesta: n=11/35 y RC-pCHIK/SCA Capitanejo: n=14/20. Los valores entre corchetes indican el Rango Intercuartilico

[RIC].
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Figura 16

Grdfico de dispersion de factores inmunologicos cuantificados durante la visita basal, segun el desenlace de RC-pCHIK* y la cohorte
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Nota: La figura presenta el grafico de dispersion de las concentraciones de los factores inmunologicos cuantificados en suero. La

mediana de los datos esta presentada en la linea roja. * RC-pCHIK/SCA Piedecuesta: n=11/35 y RC-pCHIK/SCA Capitanejo: n=14/20
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Se observaron asociaciones no lineales entre IL-8/CXCL8 y [P-10/CXCL10 y el desenlace de
RC-pCHIK, durante de la fase aguda, en la cohorte de Piedecuesta, y una asociacion no lineal entre
MIG/CXCL9 y RC-pCHIK, en la fase subaguda de la cohorte de Capitanejo (Tabla 11, Apéndice
D). Los niveles de IL-8/CXCLS, menores de 35,7 pg/mL, mostraron una asociacién negativa con
el desenlace de RC-pCHIK (OR ajustado= 0,85, 1C95%: 0,74 - 0,99). Asimismo, se observo que
a partir de 36.800 pg/ml de IP-10/CXCL10 y de 6.000 pg/ml de MIG/CXCL9, cada incremento de
100 pg/ml reduce la probabilidad de ser un caso de RC-pCHIK en un 6% y 5%, respectivamente.
En los demds factores inmunolégicos, no se identific6 ningin punto de corte en sus

concentraciones que mostrara una asociacion con el desenlace.

Tabla 11

Asociacion entre factores proinflamatorios y el reumatismo cronico post-CHIKV

OR crudo (IC95%) OR ajustado (IC95%)

Biomarcador

Con Piecewise

Sin piecewise

Con Piecewise

Sin piecewise

IL-8/CXCLS8 (pg/mL) *
<35,7
>35,7
Edad
Sexo
Duracion enfermedad
HL
AUC
AlC
IP-10/CXCL10 (100 pg/mL) *
<36.800
>36.800
Edad
Sexo
HL
AUC
AlC

0,90 (0,81 — 0,98)
1,09 (1,01 — 1,18)

0,634

0,75 (0,59 - 0,91)
48,8

1,00 (0,99 - 1,01)
0,98 (0,96 - 1,01)

0,502
0,57 (0,38 - 0,75)
53,3

1.00 (0.97 — 1.03)

0.585
0.42 (0.19 — 0.65)

54.1
1.00 (0.99 — 1.01)

0.226
0.68 (0.48 — 0.87)
53.2

0,85 (0,74 - 0,99)
1,09 (0,97 - 1,22)
1,13 (1,01 - 1,27)
0,13 (0,14 - 1,07)
0,47 (0,21 - 1,05)
0,875

0,92 (0,85 - 1,00)
38,8

1,01 (0,99 - 1,02)
0,94 (0,90 - 0,99)
1,18 (1,03 - 1,35)
0,13 (0,02 - 1,14)
0,830

0,90 (0,80 - 0,99)
39,5

0.98 (0.94 — 1.03)

1.15 (1.03 — 1.28)
0.16 (0.23 — 1.13)
0.61 (0.32 - 1.18)
0.825

0.92 (0.85 — 1.00)
42.0

1.00 (0.99 — 1.01)

1.12 (1.02 — 1.22)
0.26 (0.04 — 1.62)
0.969

0.87 (0.74 — 0.99)
42.8

(Tabla continua en la siguiente pagina)
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Tabla 11. (Continuacion)

Asociacion entre factores proinflamatorios y el reumatismo cronico post-CHIKV
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OR crudo (IC95%)

OR ajustado (IC95%)

Biomarcador
Con Piecewise

Sin piecewise

Con Piecewise

Sin piecewise

MIG/CXCL9 (100 pg/mL) + ]

<6.000 1,03 (0,98 - 1,08)
>6.000 0,96 (0,90 - 1,002)
Edad -
Sexo -

Duracion enfermedad -

HL 0,682
AUC 0,61 (0,45 - 0,83)
46,4

0.99 (0.97 — 1.01)

0.133
0.58 (0.38 —0.78)
473

0,98 (0,92 - 1,05)
0,95 (0,91 - 0,99)
1,10 (1,01 - 1,21)
0,29 (0,02 - 3,51)
0,96 (0,91 - 1,02)
0,578

0,84 (0,70 - 0,98)
41,9

0.96 (0.93 —0.99)

1.11 (1.02 - 1.22)
0.22 (0.02 — 2.47)
0.97 (0.91 — 1.02)
0.598

0.85 (0.71 — 0.98)
40.5

Nota: La tabla presenta la evaluacion de la asociacion de los factores inmunologicos y el

desenlace de RC-pCHIK. *RC-pCHIK/SCA Piedecuesta: n=11/35. 1RC-pCHIK/SCA Capitanejo:

n=14/20. HL: valor p correspondiente a la prueba de bondad de ajuste de Hosmer-Lemeshow.

AUC: Area bajo la curva, por sus siglas en inglés. AIC: Criterio de Informacion de Akaike, por

sus siglas en ingles. Ecuaciones de modelos de regresion obtenidos en fase aguda y subaguda. Fase

aguda — Modelo IL-8, Y= — 0,1568(IL-8<35,7) + 0,1264(Edad) — 2,067(Masculino) —

0,7526(Duracion enfermedad) — 0,2104. Modelo CXCL10, Y= -0,0006(CXCL10>36.800) +

0,1658(Edad) — 2,0275(Masculino) — 6,9636. Fase subaguda — Modelo CXCL9, Y= — 0,

0004(CXCL9>6.000) + 0, 1076(Edad) — 1,5724(Masculino) — 0, 0353(Duracién enfermedad) —

1,9460
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4.3.4 Evaluacion de factores inmunologicos segun los desenlaces de CVRS afectada y fatiga
cronica

Dado que los desenlaces de CVRS afectada y fatiga cronica solo fueron evaluados en la visita
de seguimiento cronico en la cohorte Piedecuesta, en este estudio, los resultados del analisis de
asociacion con los factores inmunologicos se consideraran exploratorios. Se observé una mayor
frecuencia de pacientes con RC-pCHIK entre quienes reportaron una CVRS afectada y fatiga
cronica (Tabla 12). Entre los pacientes con CVRS afectada, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de los marcadores al compararlos con aquellos con

CVRS no afectada.

En la exploracion de asociaciones para este desenlace, se evidencio una relacion con niveles de
IL-6 por debajo de 4,5 pg/mL (OR ajustado= 2,82, IC95%: 1,15 - 6,91, Tabla 13). Sin embargo,
esta asociacion desaparecio al ajustar el modelo por la condicion de RC-pCHIK (OR ajustado=
2,40 1C95%: 0,95 - 6,05). Los demas factores inmunoldgicos no mostraron sefal de asociacion
con la CVRS afectada. Con respecto a la condicion de fatiga cronica, no se identificaron
diferencias significativas entre los niveles de los factores inmunolédgicos en los casos de fatiga

crénica y aquellos que no presentaron esta condicion.
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Tabla 12
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Caracteristicas de la poblacion durante visita de seguimiento cronico y factores inmunologicos

en visita basal en participantes de la cohorte de Piedecuesta, segun los desenlaces CVRS

afectada y fatiga cronica

Caracteristica, n (%) Si No leere'n cia
relativa

Calidad de vida relacionado con salud ¥
Mujeres 8 (72,7) 15 (42,9) 0,165
Edad (afios) 36,0 [20,0] 32,0 [21,0] 0,180
Antecedentes

Diabetes Mellitus 1(9,1) 1(2,9) 0,425

Enfermedad

cardiovascular 3(273) 4 (11.4) 0,333

Obesidad 2 (18,2) 0(0,0) 0,053

Asma 1(9,1) 4 (11,4) 1,000

Tabaquismo 2 (18,2) 2(5,7) 0,238

Ansiedad 1(9,1) 1(2,9) 0,425

Depresion 4 (36,4) 2(5,7) 0,023

COVIDI19 5(45,5) 16 (45,7) 0,988

Sin antecedente 3(27,2) 16 (45,7) 0,133
RC-pCHIK 6 (54,6) 5(14,3) 0,013
Biomarcadores
IL-4 1,1 0,9 -2,2] 1,3 10,6 - 2,4] 0,949 -15,4
IL-6 5,3[3,9-11,8] 6,1[1,5-23,6] 0,837 -13,1
IL-8/CXCL8 18,8 [8,8 - 31,6] 25,7 [19,1 - 45,3] 0,182 -26,7
IL-27 1.655,0 [789,7 - 1.985,6] 2.228,7[1.631,9 - 4.689,6] 0,062 -25,7
MCP-1/CCL2 1.625,3 [1.334,7 - 2.421,4] 2.270,3 [1.425,7 - 3.671,7] 0,176 -28,4
MIG/CXCL9 8.770,6 [5.338,9 - 14.115,4] 7.747,1 [5.518,5-12.908,3] 0,908 13,2
IP-10/CXCL10 24.223,1[5.985,5 - 38.829,6] 18.363,4 [6.329,2 - 44.777,8] 0,562 31,9
PCR 17,7 [3,4 - 60,1] 15,8 [5,8 - 32,3] 0,539 12,0
FR 14,2 9,7 - 15,2] 13,2 10,0 - 18,6] 0,969 7,6
IgG 30,0 19,0 - 82,0] 24,0 [18,0 - 44,0] 0,291 25,0

(Tabla continua en la siguiente pagina)
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Tabla 12 (Continuacion)
Caracteristicas de la poblacion durante visita de seguimiento cronico y factores inmunologicos
en visita basal en participantes de la cohorte de Piedecuesta, segun los desenlaces CVRS afectada

y fatiga cronica

Caracteristica, n (%) Si No leere.n cia
relativa
Fatiga croénica i
Mujeres 6 (66,7) 17 (46,0) 0,459
Edad (afios) 37,0 [16,0] 32,0 [21,0] 0,072
Antecedentes
Diabetes Mellitus 1(11,1) 1(2,7) 0,357
Enfermedad
cardiovascular 2(222) > (13,5) 0,609
Obesidad 1(11,1) 1(2,7) 0,357
Asma 1(11,1) 4(10,8) 1,000
Tabaquismo 0(0,0) 4(10,8) 0,571
Ansiedad 0 (0,0) 2(5,4) 1,000
Depresion 1 (1L,1) 5(13,5) 1,000
COVIDI19 6 (66,7) 15 (40,5) 0,264
Sin antecedente 2 (22,2) 17 (46,0) 0,127
RC-pCHIK 6 (66,7) 5(13,5) 0,003
Biomarcadores
1L-4 1,3[0,9 -2,4] 1,3[0,6 -2,0] 0,667 0,0
IL-6 6,0 [4,2-11,8] 5,3[1,5-15.2] 0,305 13,2
IL-8/CXCL8 27,3 10,6 - 56,4] 23,3 [18,6 - 38,5] 0,820 17,2
IL-27 1.777,5 [1.649,0 - 2.306,5] 2.104,3 [1.271,7 - 3.513,3] 0,750 -15,5
MCP-1/CCL2 2.270,3 [1.465 - 3.290,0] 1.339,7 [1.246,8 - 2.421,4] 0,262 -41,0
MIG/CXCL9 7.574,3 [5.516,8 - 10.738,6] 11.349,4 [8.770,6 - 14.256,9] 0,084 49,8
IP-10/CXCL10 36.025,7 [6.333,5 - 38.829,6] 18.363,4 [6.329,2 - 44.631,5] 0,814 96,2
PCR 16,0 [3,4 - 26,9] 15,8 [5,8 - 34,2] 0,673 1,3
FR 14,0 [13,4 - 15,2] 13,2 19,7 - 18,2] 0,688 6,1
IgG 32,0 [30,0 - 82,0] 24,0 [18,0 - 35,0] 0,175 33,3

Nota: La tabla presenta las caracteristicas de los participantes y las concentraciones de los
biomarcadores de acuerdo con el desenlace de CVRS y fatiga crénica. ¥ CVRS Si/No: 11/35. §
Fatiga cronica Si/No: 9/37. Los valores entre corchetes indican el Rango Intercuartilico [RIC]. Las
citocinas y quimiocinas se expresan en pg/mL. La PCR en mg/mL, el FR en U/mL y los

anticuerpos IgG en Unidades Novatec (NTU).
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Tabla 13

116

Asociacion entre biomarcadores y los desenlaces de calidad de vida afectada y fatiga en

participantes de la cohorte de Piedecuesta

Modelo 1

L DTEIRE 0057 OR crudo (IC95%)

Modelo 2
OR ajustado (IC95%)

Modelo 3
OR ajustado (IC95%)

Calidad de vida relacionado con salud

IL-6 (pg/mL)

<4,5 2,86 (1,21 - 6,77)
>4,5 0,87 (0,76 — 1,00)
Edad -
Sexo -
RC-pCHIK -
HL 0,776
AUC 0,80 (IC95%: 0,68 - 0,93)
IL-8/CXCLS8 (pg/mL)
<45,0 0,93 (0,87 - 1,00)
>45,0 1,08 (0,98 - 1,20)
Edad -
Sexo -
RC-pCHIK -
HL 0,443
AUC 0,70 (IC95%: 0,52 - 0,89)

IP-10/CXCL10 (pg/mL)

<25.000 1,00 (0,99 - 1,00)
>25.000 0,99 (0,99 - 1,00)
Edad -
Sexo -
RC-pCHIK -
HL 0,301
AUC 0,63 (IC95%: 0,44 - 0,82)

2,82 (1,15-6,91)

0,87 (0,74 - 1,01)

1,03 (0,96 - 1,11)

0,77 (0,16 - 5,09)

0,882

0,81 (IC95%: 0,69 - 0,93)

0,93 (0,86 - 1,00)
1,06 (0,96 - 1,18)
1,01 (0,94 - 1,08)
2,28 (0,05 - 1,47)
0,560
0,77 (IC95%: 0,63 - 0,91)

1,00 (0,99 - 1,00)

0,99 (0,99 - 1,00)

1,02 (0,96 - 1,09)

0,34 (0,07 - 1,63)

0,102

0,71 (IC95%: 0,52 - 0,91)

2,40 (0,95 - 6,05)

0,88 (0,76 - 1,01)

1,01 (0,93 - 1,09)

1,27 (0,15 - 10.8)

5,12 (0,48 - 54,82)

0,826

0,87 (1C95%: 0,76 - 0,97)

0,94 (0,87 - 1,02)
1,04 (0,93 - 1,17)
0,99 (0,91 - 1,07)
0,36 (0,06 - 2,04)
3,86 (0,04 - 49,82)
0,496
0,81 (IC95%: 0,68 - 0,94)

1,00 (0,99 - 1,00)

0,99 (0,99 - 1,00)

0,99 (0,91 - 1,07)

0,47 (0,08 - 2,51)

6,38 (0,92 - 44,13)

0,181

0,76 (IC95%: 0,56 - 0,95)

(Tabla continua en la siguiente pagina)
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Tabla 13 (Continuacion)

Asociacion entre biomarcadores y los desenlaces de calidad de vida afectada y fatiga en

participantes de la cohorte de Piedecuesta

Modelo 1

L DTEIRE 0057 OR crudo (IC95%)

Modelo 2
OR ajustado (IC95%)

Modelo 3
OR ajustado (IC95%)

Fatiga cronica

IL-6 (pg/mL)

<4,5 1,86 (0,81 —4,31)
>4,5 0,99 (0,93 — 1,05)
Edad -
Sexo -
RC-pCHIK -
HL 0,404
AUC 0,62 (I1C95%: 0,44 - 0,80)

IL-8/CXCLS8 (pg/mL)

<33,5 0,90 (0,81 - 1,00)
>33.,5 1,10(1,01 - 1,20)
Edad -
Sexo -
RC-pCHIK -
HL 0,316
AUC 0,74 (IC95%: 0,56 - 0,93)

IP-10/CXCL10 (pg/mL)

<25.000 1,00 (0,99 - 1,00)
>25.000 0,99 (0,99 - 1,00)
Edad -
Sexo -
RC-pCHIK -
HL 0,395
AUC 0,62 (I1C95%: 0,45 - 0,80)

1,76 (0,73 - 4,26)

1,00 (0,93 - 1,09)

1,05 (0,98 - 1,13)

0,66 (0,09 - 4,88)

0,544

0,75 (IC95%: 0,60 - 0,91)

0,91 (0,81 - 1,01)
1,09 (1,00 - 1,19)

1,02 (0,95 - 1,10)

0,55 (0,09 - 3,23)

0,277

0,76 (IC95%: 0,58 - 0,94)

1,00 (0,99 - 1,00)

0,99 (0,99 - 1,00)

1,05 (0,98 - 1,13)

0,61 (0,12 - 3,19)

0,429

0,70 (IC95%: 0,53 - 0,85)

1,44 (0,56 - 3,75)

0,99 (0,91 - 1,07)

1,01 (0,92 - 1,11)

1,34 (0,11 - 15,9)

9,16 (0,90 - 93,5)

0,404

0,82 (IC95%: 0,68 - 0,97)

0,93 (0,83 - 1,05)
1,08 (0,98 - 1,20)

0,99 (0,90 - 1,08)

1,11 (0,01 - 8,64)
10,9(1,02 - 115.9)

0,050

0,80 (IC95%: 0,60 - 1,00)

1,00 (0,99 - 1,00)

0,99 (0,99 - 1,00)

1,00 (0,91 - 1,11)

1,18 (0,16 - 8.6)

13,8 (1,53 - 124,9)

0,102

0,77 (IC95%: 0,54 - 1,00)

Nota: La tabla presenta la evaluacion de la asociacion de los factores inmunoldgicos y el

desenlace de CVRS y fatiga cronica. HL: valor p correspondiente a la prueba de bondad de ajuste

de Hosmer-Lemeshow. AUC: Area bajo la curva, por sus siglas en inglés.



BIOMARCADORES DE PRONOSTICO CHIKUNGUNYA CRONICA 118

4.4 Discusion

Durante la fase temprana de la infeccion por el virus chikungunya, se identificaron diferencias
en la produccion sistémica de los factores inmunologicos entre las cohortes estudiadas. Aunque
esas diferencias no fueron estadisticamente significativas, se observo que los niveles de L-
8/CXCL-8, CXCL-9 y CXCL-10 fueron menores en los participantes con RC-pCHIK en
comparacion con aquellos SCA, independientemente de si las muestras se recolectaron durante las
fases aguda o subaguda. En contraste, las concentraciones de IL-6 y CCL-2 fueron mas altas en
las muestras recolectadas durante la fase aguda en los casos de RC-pCHIK en comparacioén con
aquellos SCA. Ademas, las concentraciones de IL-4 e IL-27 se encontraron elevadas en los casos
frente a los controles durante la fase subaguda. El andlisis multivariado indic6 que, en las muestras
obtenidas durante la fase aguda de la infeccion por CHIKV, niveles de IP-10/CXCL10 (>36.800
pg/mL) e IL-8/CXCL8 (>35,7 pg/mL) se asociaron con una menor probabilidad de desarrollar RC-
pCHIK, luego de siete afios después del inicio de los sintomas. Asimismo, niveles de MIG/CXCL9
(>6.000 pg/mL) se asociaron con un menor riesgo de RC-pCHIK, después de dos afios de
seguimiento en muestras obtenidas durante la fase subaguda. Ademas, la frecuencia de RC-pCHIK
fue mayor en los pacientes con CVRS afectada y fatiga cronica. No obstante, no se observaron
asociaciones significativas entre los factores inmunologicos evaluados y la CVRS afectada ni la

fatiga cronica.

Evaluamos la hipdtesis de que los factores inmunitarios estdn asociados con el desarrollo de
RC-pCHIK mediante el andlisis de datos provenientes de dos cohortes conformadas durante la
epidemia de CHIKV en Santander, Colombia, entre 2014 y 2015. Estas cohortes difirieron en

varios aspectos, incluyendo la duracion de la enfermedad al momento de la medicion de los
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factores inmunoldgicos, el tiempo de seguimiento y las caracteristicas poblacionales
(demograficas y clinicas) basales. Estas diferencias ayudan a explicar la variabilidad en la
incidencia de RC-pCHIK entre las cohortes (Gérardin et al., 2013; Guillot et al., 2020; Lozano-
Parra et al., 2024; Moro et al., 2012), como lo indican las relaciones entre los participantes con
RC-pCHIK y SCA. Esta variacion nos permitio explorar el papel de la respuesta inmunitaria a la
infeccion por CHIKV durante las primeras fases de la enfermedad, es decir, las fases aguda y

subaguda.

Durante la fase aguda de la infeccion por CHIKYV, los factores inmunologicos IL-8/CXCLS e IP-
10/CXCL10 parecen desempefiar un papel importante en la prediccion del desenlace de RC-
pCHIK. Un incremento de 1.0 pg/mL de IL-8/CXCL-8 (por debajo de 35,7 pg/mL) se asocioé con
una reduccion en la probabilidad de desarrollar la enfermedad. Sin embargo, no se observo una
asociacion estadisticamente significativa a concentraciones por encima de este umbral. En cuanto
a [P-10/CXCL10, niveles elevados (superiores a 36.800 pg/mL) durante la fase aguda se asociaron
con una menor probabilidad de desarrollar RC-pCHIK después de siete afios de seguimiento. De
manera similar, en la fase subaguda, niveles elevados de MIG/CXCL9 por encima de 6.000 pg/mL
se asociaron con una menor probabilidad desarrollar RC-pCHIK luego de dos afios de seguimiento.
MIG/CXCL9 e IP-10/CXCL10 son factores inflamatorios dependientes de STAT1, inducidos por
diferentes poblaciones celulares en respuesta a interferones e IL-27 (Valdés-Lopez et al., 2024b),
y su expresion se correlaciona con la induccion de genes estimulados por interferones (ISGs), los
cuales promueven un estado antiviral que contribuye al control de las infecciones virales (Valdés-
Lopez et al., 2022, 2024b). Ademés, ambas quimiocinas participan en el reclutamiento de células

T y monocitos hacia los sitios de infeccion, favoreciendo la eliminacion viral y la respuesta
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inflamatoria (Matsushima et al., 2022; Valdés-Lopez et al., 2021, 2024a). Por tanto, nuestros
hallazgos sugieren que la induccion temprana e intensa de factores inflamatorios dependientes de
la via IFN-STAT1 podria potenciar el control de CHIKV y prevenir la persistencia de los sintomas

articulares.

En la respuesta ante infecciones virales, el hospedero induce una respuesta antiviral
caracterizada por la produccion de interferones tipo I (IFN-a, IFN-f), interferones tipo III (IFN-A)
e IL-27 (también conocida como IFN-V) (T. H. Teo et al., 2012; Valdés-Lopez et al., 2024a). Estos
interferones activan la via de sefializacion JAK-STAT, lo que desencadena la transcripcion de
genes estimulados por interferones (ISGs) que codifican proteinas antivirales (AVPs), citoquinas
y quimiocinas esenciales para el control y la eliminacion viral (Henderson Sousa et al., 2023;
Valdés-Lopez et al., 2021). Ademas, el interferon tipo II (IFN-y), producido por células NK,
linfocitos T CD4+ (Thl) y linfocitos T citotoxicos CD8+, asi como la IL-27 producida por
macrofagos, inducen la expresion de IL-7, IL-15, MIG/CXCL-9, IP-10/CXCL-10 y AVPs,
contribuyendo al establecimiento del estado antiviral y al control de la replicacion de CHIKV
(Valdés-Lopez et al., 2021, 2024a). Los interferones tipo I desempefian un papel crucial en el
control de la infeccion aguda por CHIKYV, ya que los ratones deficientes en el receptor de IFN tipo
I presentan una mayor viremia y susceptibilidad a formas graves de la enfermedad (Cook et al.,
2019; Locke et al., 2022; Lum & Ng, 2015). Ademas, la infeccion por CHIKV en monocitos
humanos promueve una respuesta antiviral robusta dependiente de IFN-I, que participa en el
control de la replicacion viral (Felipe et al., 2020). En este contexto, si durante los primeros dias

de la infeccion por CHIKYV se establece una respuesta inmune eficiente para la eliminacion viral,
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la probabilidad de progresion hacia la fase cronica de la enfermedad podria disminuir, asi como la

persistencia de antigenos virales residuales en el tejido sinovial y la inflamacién asociada.

En este estudio, los hallazgos relacionados con MIG/CXCL-9 y IP-10/CXCL-10, junto con la
ausencia de una sefal detectable de IL-27 durante las etapas tempranas de la enfermedad, sugieren
que esta respuesta podria estar mediada principalmente por la via de sefializaciéon de los
interferones, mas que por IL-27. Aunque se ha descrito que IL-27 puede activar la via de
sefializacion JAK-STAT de manera independiente a los interferones y contribuir a la produccion
de MCP-1/CCL-2, MIG/CXCL-9 e IP-10/CXCL-10 (Valdés-Lopez et al., 2021, 2022, 2024a). N
o encontramos diferencias significativas en los niveles de IL-27 entre los casos y los controles en
nuestras cohortes. Algunos estudios han indicado que los niveles séricos de IL-27 se correlacionan
positivamente con el nimero de articulaciones dolorosas durante la fase cronica de la fiebre
Chikungunya (a las 8,5 y 29 semanas), lo que sugiere un posible papel de esta citoquina en etapas

inflamatorias tardias (Gualberto Cavalcanti et al., 2019).

No se observo una asociacion significativa entre los niveles tempranos de MCP-1/CCL-2 e IL-
6 y el desarrollo de RC-pCHIK. Esto sugiere que estos factores no presentan una regulacion
diferencial durante la fase aguda de la infeccion por CHIKYV en relacion con el desarrollo de RC-
pCHIK. Su liberacién podria estar mediada por vias de sefalizacion distintas a la JAK-STAT,
como la via de NF-kB (Singh et al., 2021; Tanaka et al., 2014). Ademas, su contribucion a la
patogénesis de la enfermedad podria evidenciarse durante la fase cronica, posiblemente a través
de la perpetuacion de la inflamacion y el dafio tisular (Avila-Trejo et al., 2023; Chen et al., 2015;
Jones et al., 2018; Singh et al., 2021). Estudios previos que evaluaron la relacion entre los niveles

de IL-6 durante la fase aguda y el dolor articular a los 12 y 20 meses de seguimiento no encontraron
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una asociacion significativa (Chang, Tritsch, et al., 2018; Hoarau et al., 2010). Hasta el momento,

MCP-1/CCL-2 no ha sido evaluada mediante la metodologia aplicada en nuestro estudio.

Tampoco encontramos una asociacion estadisticamente significativa para la IL-4, a pesar de su
reconocido papel en la modulacion de la inmunidad adaptativa. Este hallazgo contrasta con los
resultados reportados por Chan et al., quienes reportaron que una respuesta inmune robusta durante
la fase aguda, incluyendo TNF-a, IL-4, IL-2 e IL-13, reducia la probabilidad de presentar dolor
articular persistente después de 20 meses (Chang, Tritsch, et al., 2018). Esta discrepancia podria
explicarse, por un lado, por una potencia estadistica insuficiente en este estudio y, por otro, por la
utilizacion de una definicion diferente del desenlace (dolor articular versus RC-pCHIK). Ademas,
IL-4 cumple un papel clave en la inmunidad adaptativa, principalmente al promover la
proliferacion y diferenciacion de células B, esenciales para la produccion de anticuerpos. Dado
que las respuestas humorales se desarrollan en etapas mas tardias de la historia natural de la
enfermedad, es posible que los niveles de IL-4 durante la fase aguda no presenten un patrén

diferencial segun el estado de caso o control en las cohortes.

En el presente estudio, no se encontrd una asociacion significativa entre los factores
inmunologicos evaluados y los desenlaces de CVRS afectada y fatiga cronica, excepto por la
relacion entre los niveles de IL-6 <4,5 pg/mL y CVRS afectada, ajustados por edad y sexo. Sin
embargo, esa asociacion se diluy6 al incluir en el modelo el desenlace primario de este estudio, el
RC-pCHIK. En la Seccion 3.3.4 se reportd que tanto la CVRS afectada (OR ajustado= 11,4,
1C95%: 1,8-73,7) como la fatiga cronica (OR ajustado= 19,0, IC95%: 2,46 - 146,42) se asociaron
significativamente con la presencia de RC-pCHIK. Estos hallazgos sugieren que el RC-pCHIK

podria actuar como un mediador en la relacion de CVRS y los biomarcadores evaluados,
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particularmente la IL-6. Esto, plantea la posibilidad de que la afectacion de la CVRS este mas
relacionada a la carga de la enfermedad generada por las manifestaciones articulares cronicas que

a cambios especificos en la respuesta inmune.

Este estudio presenta algunas fortalezas que vale la pena destacar. En primer lugar, se trata de
un estudio que evaluo casos con infeccion por CHIKV en dos cohortes, cuyas diferencias en el
disefio (tiempo de evolucion de la enfermedad al momento de medir los factores inmunologicos y
duracion del seguimiento) permitieron explorar el papel de la respuesta inmune durante las etapas
tempranas de la enfermedad, especificamente en las fases aguda y subaguda. Ademas, la cohorte
de Piedecuesta es uno de los estudios en América Latina con el seguimiento mas prolongado para
evaluar RC-pCHIK, y se podrian realizar visitas de seguimiento adicionales en esta poblacion. En
segundo lugar, la evaluacion del desenlace fue realizada por reumatologos especializados que
desconocian los resultados de la cuantificacion de los factores inmunologicos. Esto asegura la
validez en la determinacion de RC-pCHIK y, al mismo tiempo, minimiza el riesgo de sesgo de
informacion. En tercer lugar, las asociaciones evaluadas se ajustaron por variables de confusion
bioldgicas y clinicamente relevantes, lo que minimiz6 el riesgo de hallazgos no concluyentes. Este
estudio también presenta algunas limitaciones. En primer lugar, los factores inmunologicos solo
se midieron en la visita basal de cada cohorte, lo que impidi6 evaluar su dindmica a lo largo de la
progresion hacia la fase cronica de la enfermedad. En segundo lugar, debido a las diferencias en
el diseno de las cohortes, se optd por evaluar la hipdtesis por separado en cada una, lo que limitd
la potencia estadistica para detectar asociaciones entre algunos factores inmunologicos y RC-
pCHIK. En tercer lugar, el diagnostico serologico de CHIKV a partir de una tnica muestra podria

conllevar un riesgo de falsos positivos; sin embargo, las cohortes iniciales se desarrollaron durante
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la introduccion temprana de CHIKV en estos municipios, cuando la inmunidad previa era poco
probable. Finalmente, los casos de CHIKV fueron identificados en dos municipios de Colombia,
lo que podria limitar la generalizacion de los hallazgos a otras poblaciones y contextos

epidemiologicos.

Teniendo en cuenta las limitaciones de este estudio y la comprension atn incompleta de la
inmunopatogénesis de la enfermedad cronica relacionada con CHIKYV, futuras investigaciones
podrian beneficiarse de visitas de seguimiento adicionales para evaluar posibles cambios en la
frecuencia de RC-pCHIK a lo largo del tiempo. Ademas, la recoleccion de muestras de suero,
células periféricas y biopsias de membrana sinovial durante la fase crdénica podria aportar
informacion valiosa sobre la expresion de los factores inmunologicos evaluados. Los estudios
longitudinales con mediciones repetidas de estos factores inmunitarios también permitirian una

mejor comprension de la patogénesis de la enfermedad.

4.5 Conclusiones

Nuestros resultados sugieren que concentraciones elevadas de IL-8/CXCLS8 e [P-10/CXCL10
durante la fase aguda, asi como de MIG/CXCL9 durante la fase subaguda de la infeccion por
CHIKYV, podrian estar asociadas con una reduccion en la probabilidad de desarrollar RC-pCHIK.
Este hallazgo sugiere la posibilidad de que la induccion de respuestas inmunitarias tempranas e
intensas podria favorecer el control de CHIKV y potencialmente reducir el riesgo de sintomas
articulares persistentes. Sin embargo, estos resultados deben considerarse exploratorios. Es

necesaria su validacion en estudios méas amplios para confirmar su utilidad clinica y evaluar su
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utilidad en la orientacién de estrategias de intervencion temprana que mejoren la enfermedad
reumatica en los pacientes. No se observo una asociacion entre los factores inmunoldgicos y los

desenlaces de CVRS vy fatiga cronica.
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Conclusiones generales

Los resultados de este trabajo de investigacion sugieren:

1 Pese a que se han sugerido una respuesta inflamatoria durante la fase aguda de la
enfermedad en la infeccion por CHIKV en la literatura disponible, aun no se cuenta con
un perfil claro de biomarcadores prondstico para el desarrollo de reumatismo cronico
post-chikungunya.

2 Uno de cada siete pacientes con infeccion por CHIKV presentd sintomas y signos
compatibles con reumatismo crénico (RC-pCHIK) casi ocho afios después del inicio de
la enfermedad. Esta condicion se asocié con un deterioro en la CVRS y una alta
prevalencia de fatiga cronica.

3 El enfoque integral que implementamos para caracterizar los casos de CHIKV podria
ser una herramienta valiosa para evaluar la carga de la enfermedad, facilitando el disefio
de ensayos clinicos y el desarrollo de estrategias de manejo de pacientes. No obstante,
esta metodologia debe validarse en cohortes de mayor tamafio.

4 Nuestros resultados sugieren que incrementos en las concentraciones de IL-8/CXCL8 e
IP-10/CXCL10 durante la fase aguda, asi como de MIG/CXCL9 durante la fase
subaguda de la infeccién por CHIKV, podrian estar as ociados con una reduccion en la
probabilidad de desarrollar RC-pCHIK. Sin embargo, estos resultados son exploratorios

y es necesario validarlos en estudios mas amplios para confirmar su utilidad clinica.



BIOMARCADORES DE PRONOSTICO CHIKUNGUNYA CRONICA 127

Recomendaciones

Dado que la comprension de la inmunopatogénesis de la enfermedad cronica por CHIKYV sigue

siendo limitada, futuras investigaciones deberian enfocarse en areas claves como:

Realizar una nueva valoracion a los pacientes de la cohorte para evaluar si la frecuencia de RC-
pCHIK se modifica en el tiempo. Asimismo, se podria considerar en un nuevo seguimiento la
recoleccion de células sanguineas y biopsias de membrana sinovial para investigar la expresion de

los factores inmunoldgicos evaluados.

Realizar estudios de protedmica en las muestras disponibles de la fase aguda para obtener una
vision holistica de la respuesta inflamatoria generada en la fase aguda de la infeccién por CHIKV

y de ser posible comparar los casos de RC-pCHIK y SCA.

Estudiar la expresion de los factores inmunoldgicos propuestos en membrana sinovial y evaluar
polimorfismos en genes que codifican componentes de la via JAK-STAT, interferones (IFNs) o
receptores tipo toll, podria ayudar a mejorar la comprension de los mecanismos de la enfermedad

e informar sobre enfoques diagndsticos y terapéuticos mas efectivos.

Desde el punto de vista del cuidado del paciente, nuestros hallazgos podrian orientar las
recomendaciones para el manejo de la enfermedad y mejorar el acceso oportuno a intervenciones
terapéuticas entre los pacientes con infeccion por CHIKV. Asimismo, estos resultados podrian ser
tenidos en cuenta en la actualizacion de las rutas de atencion integral para enfermedades

infecciosas como el chikungunya.
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Aspectos regulatorios

Consideraciones éticas

El presente estudio fue disefiado y ejecutado siguiendo los lineamientos establecidos en la
reglamentacion ética vigente para investigaciones biomédicas en seres humanos. A nivel
internacional, se respetaron los principios de la Declaracion de Helsinki, el Reporte Belmont y las
Pautas Eticas Internacionales preparadas por el Consejo de Organizaciones Internacionales de las
Ciencias Médicas (CIOMS). A nivel nacional, se cumplio con lo dispuesto en la Resolucion 8430

de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia.
El desarrollo de la investigacion se realizé bajo los siguientes criterios:

Justicia: el principio de justicia se aplico al invitar a participar a todos los casos positivos para
infeccion por el virus chikungunya de las diferentes cohortes originales, sin importar su condicion

social, religiosa, étnica o de género.

Beneficencia y no maleficencia: Esta investigacion se clasifico como de riesgo minimo, de
acuerdo con la Resolucion 8430 del 4 de octubre de 1993. Los procedimientos del estudio no
fueron experimentales y se relacionaron con la evaluacion del compromiso articular y fatiga
cronica y calidad de vida relacionada con salud. Este estudio buscé maximizar los beneficios para
los participantes y minimizar cualquier riesgo potencial. Aunque la participacion no generd
beneficios directos para los pacientes, contribuy6 en la caracterizacion de las secuelas cronicas de
la enfermedad por chikungunya y explorar posibles marcadores de prediccion del riesgo de

desarrollarlas. A los participantes que fueron diagnosticados con afectaciones reumatologicas se
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les proporcioné una remision por parte el Reumatdlogo del estudio para iniciar el manejo de su

enfermedad en sus respectivas Instituciones Prestadoras de Salud (IPS).

Autonomia y respeto: Los participantes elegibles fueron invitados a participar del estudio
mediante un proceso de consentimiento informado. En este proceso, se explicaron de manera clara
los objetivos, procedimientos, riesgos y beneficios, resolviendo dudas para que los participantes
tomardn una decision libre y voluntaria. Ademads, se respetod la libertad y autonomia de los

participantes, quienes pudieron retirarse en cualquier momento.

Confidencialidad y privacidad: Se garantiz6 el principio de confidencialidad y privacidad
mediante el uso exclusivo de la informacion generada para fines cientificos y académicos por parte

del equipo de investigadores.

Tratamiento de datos

Los datos de los participantes fueron tratados con base en lo reglamentado en la Ley estatutaria
1581 de 2012 y la resolucion de rectoria # 1227 de agosto 22 de 2013, sobre el tratamiento de
datos personales. Desde el inicio de la investigacion, se realizd la anonimizacion de los

participantes.

Los datos personales, clinicos y de laboratorio recolectados de los pacientes fueron
almacenados garantizando la confidencialidad y anonimato de cada participante. Los datos fueron
almacenados en bases de datos configurados tanto en servidores locales como externos guardando

las politicas de confidencialidad, seguridad e integridad de informacioén formulada por la Unidad
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de Administraciéon de Datos del Grupo Epiclin. Los documentos de Consentimiento informado

fueron guardados de forma segura en las instalaciones del Grupo Epiclin, bajo llave.

A cada paciente incluido en los estudios le fue asignado un identificador inico (c6digo) y todos
los registros de informacion fueron identificados con dicho codigo. El nexo de los datos personales
con el identificador fue manejado exclusivamente por la Unidad de Administracién de Datos, con
acceso estrictamente controlado a la base de datos que contiene informaciéon identificable.
Posterior a la finalizacion del estudio, los datos quedaron almacenados en el repositorio de datos

del Grupo Epiclin.

Normatividad en sistema de gestion integral de la universidad

Los protocolos institucionales de manejo de residuos y bioseguridad aplicados durante la
ejecucion de los procedimientos establecidos dentro del estudio incluyeron el Manual de
Bioseguridad codigo MTH.02, version 1 y el Programa de Gestion general de Residuos codigo

PGGA. 05 version 1 de la Universidad Industrial de Santander.

La investigacion solo se llevo a cabo unicamente después de ser aprobada por parte del Comité
de Etica en Investigacion Cientifica de la Universidad Industrial de Santander (Acta n° 07, de 23
de abril de 2021, y Acta n° 04, de 18 de marzo de 2023) y el Comité de ética en investigacion
Biomédica del Centro de Atencidon y Diagnostico de Enfermedades Infecciosas -CDI (Acta 293,

de 9 de julio de 2022).
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Apéndice B

Curvas de calibracion para determinar la concentracion de los componentes proinflamatorios
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Apéndice C

Histogramas de los factores inmunologicos cuantificados en cada una de las cohortes
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Apéndice D

Exploracion de la relacion funcional entre IL-8/CXCLS, MIG/CXCLY and IP-10/CXCLI10 y el

desenlace de RC-pCHIK*
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RLP: Regresion local ponderada. RLS: Regresion logistica segmentada.

Nota: La figura muestra la exploracion de la asociacion de los factores inmunologicos y el
desenlace de RC-pCHIK. RC-pCHIK/SCA Piedecuesta: n=11/35. RC-pCHIK/SCA Capitanejo:
n=14/20. La exploracion de IL-8/CXCL8 and IP-10/CXCLI10 se realiz6 en la cohorte de

Piedecuesta y la de MIG/CXCL9 en la cohorte de Capitanejo.
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