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Resumen

En el presente articulo se presenta una revision de los principales resultados del proyecto RAIZ,
acronimo de “Respuesta autoinmune en individuos infectados por el virus Zika”, originado
por dos eventos mutuamente relacionados, la asociacidn entre un virus emergente en el conti-
nente, el virus Zika (vZika), y una enfermedad neuromuscular poco prevalente en Colombia,
el sindrome de Guillain-Barré. Después de la llegada del virus al pais se observo que las zonas
donde se reportaban brotes del virus, se documentaba un aumento en los casos de sindrome de
Guillain-Barré y otros sindromes neuroldgicos, que generd un gran interés para entender los
mecanismos subyacentes de la infeccion asociados con autoinmunidad neurolégica. Mediante
la realizacién del primer estudio de casos y controles de Zika, Guillain-Barré y otros sindromes
neuroldgicos, se comprobo dicha asociacion en Colombia. A lo largo del proyecto, ademas, se
investigaron los principales mecanismos asociados, mediante estudios de seroprevalencia de
otras infecciones, inmunologicos y genéticos.
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AUTOINMUNE RESPONSE IN PEOPLE INFECTED WITH
ZIKA VIRUS (RAIZ)

Abstract

This article presents a review of the main results of the RAIZ project, acronym of “Autoimmune
response in individuals infected with the Zika virus”, originated by two mutually related events:
the association between an emerging virus on the continent, the Zika virus (vZika), and a
neuromuscular disease not very prevalent in Colombia, the Guillain-Barré syndrome. After the
arrival of the virus in the country it was observed that in the areas of outbreaks an increase of
cases of Guillain-Barré syndrome and other neurological syndromes was documented, which
generated a great interest in the understanding of the underlying mechanisms of the infection
associated with neurological autoimmunity. By conducting the first case-control study on Zika,
Guillain-Barré and other neurological syndromes in Colombia, the association was verified.
Throughout the project, the main associated mechanisms were addressed through analyses of
other infections, immunological analysis and the first genome-wide association study.

Keywords:
Zika virus, Guillain-Barré sindrome, autoimmunity, transverse mielitis, encephalitis, autoimmu-
ne thrombocytopenic purpura, genetics.

“Ich probiere”
Paul Ehrlich

Introduccion

n el afio 2015 el mundo se vio enfrentado al re-  incubacion de 3 a 12 dias (3,4). Los sintomas inclu-

nacer de una nueva epidemia por el virus del  yen principalmente fiebre, conjuntivitis, exantema,

Zika (vZika), identificado inicialmente a me-
diados del siglo pasado en Uganda (1). El vZika per-
tenece al género Flavivirus, de la familia Flaviviridae,
y transmitido por la picadura de mosquitos del género
Aedes (los mismos que trasmiten la fiebre amarilla, el
Dengue y el Chikungunya) (2). Pocos previeron lo que
ocurriria durante el afio siguiente.

La mayoria de las infecciones por el vZika son asin-
tomaticas (75-80%) y aquellas con sintomas mues-
tran una enfermedad leve después de un periodo de

artralgia y mialgias (3) (Figura 1). Sin embargo, el
aumento inesperado de alteraciones y malforma-
ciones neuroldgicas en fetos de madres gestantes e
infectadas, asi como el incremento del numero de
pacientes con sindrome de Guillain-Barré (SGB) (5),
una enfermedad autoinmune (EAI) de los nervios
periféricos, condujo, en febrero de 2016, a la Orga-
nizacion Mundial de la Salud a declarar la epidemia
como una “emergencia de salud publica de impor-
tancia internacional”. Dicha declaratoria termind el
18 de noviembre de 2016.
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Figura 1. Caracteristicas del virus Zika y sus principales manifestaciones clinicas (3).

Ademas del SGB (6), se han documentado asociacio-
nes entre el vZika y otras EAI, como la purpura trom-
bocitopenica idiopatica (PTI) (7), y sindromes neu-
rolégicos diferentes al SGB, entre ellos encefalitis, y
mielitis transversa (MT) (6,8). Estos tltimos asociados
con disfuncién autonomica (hipertensidén paroxistica,
disfuncion de la vejiga y el intestino y anomalias de su-
doracion) la cual suele ser incapacitante, requiriendo
estrecha vigilancia y manejo (9).

El aumento de los pacientes con SGB nos condujo a
realizar un estudio multidisciplinario en Ctcuta, Nor-
te de Santander, una de las ciudades mas afectadas por
todas las enfermedades que trasmiten los mosquitos
Aedes, con el fin de evaluar la respuesta autoinmune en
aquellos individuos infectados por el vZika (Proyecto
RAIZ) (6), cuyos principales resultados son resumidos
a continuacion.

Proyecto RAIZ — estado del arte
Sindrome de Guillain Barré

El SGB es una enfermedad neuroldgica descrita hace
mas de 100 afos, caracterizada por debilidad en las
extremidades, generalmente en las piernas y luego en
los brazos. Esta debilidad se debe a una afectacion de
los nervios periféricos, mediada por el sistema inmu-
ne. Por eso se considera una enfermedad autoinmune,
que cumple con las premisas de tautologia autoinmu-
ne (10). Muchos de los pacientes requieren estar hos-
pitalizados en cuidados intensivos (11).

La etiologia y la patogénesis permanecen en gran me-
dida enigmaticas. En términos de etiologia, a pesar de
que el SGB esté relacionado con una infeccion pre-
via, principalmente por Campylobacter jejuni, menos del
0,1% de las infecciones resultan en el sindrome (12).
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En términos de patogénesis, se observan macrofagos
activados y células T y anticuerpos séricos contra gan-
gliosidos, pero su significado no esté claro. Esta es una
condicion heterogénea con numerosos subtipos. Da-
tos recientes apuntan hacia el papel de los epitopos
gangliosidos. En ultima instancia, el sindrome resulta
de un fondo genético permisivo sobre el cual los fac-
tores ambientales, incluyendo las infecciones, entre
otros, conducen a la enfermedad (13,14).

Caracteristicas del SGB como EAI

en el marco de la tautologia autoinmune

Las EAI hacen parte del grupo de enfermedades croni-
cas no transmisibles. Las caracteristicas clinicas de las
EAI varian en funcién del 6rgano afectado. Sin embar-
g0, los factores de riesgo (genéticos y medioambienta-
les) son similares entre ellas, como lo son también los

mecanismos mediante los cuales el sistema inmune ge-
nera dafo al propio organismo. Esta teoria se conoce
como la tautologia autoinmune (15), de la cual hace
parte el efecto que tiene el medioambiente en el desa-
rrollo de las mismas (i.e., ecologia autoinmune) (16).

Cerca del 35% de los pacientes con una EAI puede
presentar una segunda y hasta una tercera EAI, feno-
meno conocido como “poliautoinmunidad”; es decir,
varias EAI pueden presentarse en un mismo paciente.
A pesar de que el SGB pueda ser desencadenado por
una infeccién previa, evaluamos sus caracteristicas
autoinmunes a la luz de los postulados de autoinmu-
nidad (Tabla 1) como de las premisas de la tautologia
(Tabla 2), confirmando dichos postulados tanto en pa-
cientes con infeccion por el vZika como en aquellos
sin evidencia de infeccion (10) (Tablas 1y 2).

Tabla 1. Caracteristicas autoinmunes del sindrome de Guillain-Barré (10).

LES | AR | SS | SGB
Alteran la funcién + + + +
Respuesta Localizados + + + +
Linfocitaria B
Autoanticuerpos | Complejos inmunes lesionales + + + +
Evidencia . .
. Trasferencia pasiva + + +
Directa
Proliferacion in vitro en respuesta al auto-antigeno + + +
Respuesta . L .
eSpuest Transferencia a modelo murino inmuno-deficiente + + +
Linfocitaria T
Citotoxicidad in vitro contra células del 6rgano blanco + + + +
Reproduccion (o induccion) mediante inmunizacion + + + +
Evidencia Reproduccion de la enfermedad por idiotipos + + +
Indirecta Modelos animales espontaneos + + + +
Modelos animales por manipulacién inmune + + + +
Autoanticuerpos + + + +
Poliautoinmunidad + + + +-
Evidencia o
X . Asociacion con HLA ++ ++ ++ +-
Circunstancial
Infiltracién linfocitaria + + + +
Buena respuesta a la inmunosupresion + + + +
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Tabla 2. Tautologia autoinmune en el SGB.

Premisa de la Tautologia

Definicion

SGB asociado
con Zika

SGB en General

Predominancia Femenina

A mayor prevalencia y mas tardia la pre-
sentacion mayor la afectacion femenina

H:M=1.07

H:M = 1.78
(95% CI: 1.36 - 2.33)

Subfenotipos compartidos

Signos y sintomas comunes en varias
enfermedades autoinmunes

No observado

No observado (disautonomia?)

Presencia de 2 0 mas enfermedades

familia nuclear)

Poliautoinmunidad ; . . No observado Raro
autoinmunes en un mismo paciente
Autoinmunidad familiar (diversas enfer-
Coagregacion medades autoinmunes en una misma No observado Raro

Influencia de la edad de inicio

La severidad de la enfermedad es inver-
samente proporcional a la edad de inicio

Disautonomia méas
frecuente en adultos

Adultos (2 60 afios) tendrian
mejor pronostico

Fisiopatologia similar

A pesar de drganos y células blanco
diferentes los mecanismos fisiopatoldgi-
€0s son similares

Mimetismo
molecular (Otros?)

Mecanismos celulares y hu-
morales, mimetismo molecular.
Participacion del complemento.

Ecologia autoinmune

Factores medioambientales similares.

M. Pneumoniae

Algunos de los agentes aso-
ciados con el SGB también lo
estan con otras enfermedades
autoinmunes (p.ej., EBV, CMV)

Ancestria

Ancestria amerindia es factor de riesgo
de autoinmunidad y severidad

Grupo triétnico

Variabilidad geografica

Factores genéticos comunes

Tanto HLA como no HLA.

APOBEC3G

No hay consenso

Tratamiento similar

Tanto biolégicos como medicamentos de
sintesis quimica

IVIg o Plamaféresis

IVIg o Plamaféresis

Abreviaciones: SGB: sindrome de Guillain-Barré, EBV: virus de Epstein-Barr, CMV: citomegalovirus, IVIg: inmunoglobulinas intravenosas.

Virus Zika

El vZika pertenece al género Flavivirus, familia Flaviviri-
dae. Es considerado un arbovirus al ser transmitido prin-
cipalmente por artropodos, en especial por mosquitos del
genero Aedes (17). Sin embargo, se han observado otros
mecanismos de transmision como orina, sangre, saliva,
contacto sexual, lactancia y transmision vertical (18,19).

Durante los brotes en las Islas del Pacifico entre 2007
y 2013, se observd la primera asociacion entre el vZika
y el GBS (3,5,20-24). En septiembre de 2015, el virus
llegd a las Américas y desde entonces, se ha extendido
por casi todo el continente (25), asociandose con el

aumento de casos de microcefalia, SGB y otros sin-
dromes neurologicos.

vZika y SGB

Dado el aumento de complicaciones neuroldgicas
asociadas con el vZika, principalmente SGB y micro-
cefalia, se hizo necesario establecer hipotesis que per-
mitieran determinar las causas de dicha asociacion,
siendo las mas plausibles el mimetismo molecular y la
toxicidad directa del vZika sobre el sistema nervioso.
Por un lado, se propone que el mimetismo molecular
entre glucolipidos, presentes en las capas de mielina y
en el axolemma, y moléculas de superficie de agentes
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infecciosos puede explicar la mayoria de los casos de
SGB precedidos por una infeccion, mientras que la to-
xicidad directa de vZika sobre las células neuronales
se ha planteado como un mecanismo por el cual vZi-
ka induce la microcefalia. Sin embargo no se descarta
que dicho mecanismo pueda estar también relaciona-
do con el SGB (26).

VZika y retos en el diagndstico

Un reto importante en relaciéon con la infeccidn tiene
que ver con el diagnostico, ya que la mayoria de los ca-
sos reportados han sido diagnosticados por sospecha
clinico-epidemioldgica y no por laboratorio. Adicio-
nal a esto, varios protocolos de reaccion en cadena de
la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) han
sido descritos y pueden generar resultados diversos y
hasta contradictorios. Asi mismo, existen varias prue-
bas serologicas comerciales para la deteccion de anti-
cuerpos contra el virus que deben ser utilizadas con
precaucion dada la alta reactividad cruzada con otros
arbovirus. En este sentido, no hay que olvidar que en
Colombia, existe la circulacion simultanea de otros ar-
bovirus que también pueden causar SGB y que deben
ser considerados en el diagnostico diferencial (27,28).

vZika y trombocitopenia

La evidencia de trombocitopenia autoinmune ha sido
confirmada en varios reportes de caso y estudios descrip-
tivos (7). Sin embargo, los mecanismos fisiopatoldgicos
se desconocen. No obstante, esta observacion permitid
realizar una revision de la literatura. Se encontraron 14
articulos que evidenciaron la presencia de trombocito-
penia relacionada con la infecciéon por vZika. A partir
de estos estudios, se describieron menos de 25 casos (al
menos dos casos se informaron dos veces). En todos los
casos excepto en uno, los niveles de trombocitopenia
fueron inferiores a 100.000/ul.. Aunque se reportaron
algunos casos fatales, la mayoria de los pacientes res-
pondieron bien al tratamiento inmunomodulador (29).

vZika y SGB en Colombia
Una revision sistematica sobre la situacion del SGB
en Colombia, previo a la epidemia del vZika, eviden-

ci6 que la mayoria de los pacientes fueron hombres
(67%). Adicionalmente, se encontrd que un gran por-
centaje de los casos fueron pacientes menores de 50
afos (94%), y cerca del 70% tenian menos de 20 afios.
Igualmente, se documentd que el subfenotipo mas
frecuente de GBS en Colombia corresponde a la poli-
neuropatia desmielinizante aguda idiopatica (AIDP).
Por otro lado, el antecedente de infeccion previa al
inicio del SGB se obtuvo en el 31% de los casos re-
portados. Finalmente, en relacién con los manejos
instaurados, los articulos publicados antes de 1980
describieron enfoques de tratamiento que incluian
asistencia respiratoria y tratamiento sintomatico, hor-
mona adrenocorticotropica intravenosa o corticoides.
Articulos posteriores describieron el tratamiento con
inmunoglobulinas intravenosas o plasmaféresis, junto
con asistencia respiratoria (30).

Conociendo la situacion del SGB en Colombia y ob-
servando un aumento de los casos de este sindrome en
el pais (Figura 2), se decidi6 realizar un estudio mul-
tidisciplinario en Cuacuta, Norte de Santander, una de
las ciudades mas afectadas por infecciones transmiti-
das por arbovirus (6), con el fin de evaluar la respues-
ta autoinmune en aquellos individuos infectados por
vZika (13,14).

Se utilizaron datos de pacientes con enfermedad de
vZika notificados al sistema de vigilancia poblacional
nacional para calcular el niimero de reproduccién ba-
sica (Ro) y las tasas de ataque, es decir el numero de
personas que presentaron la enfermedad por vZika en
relacion con el numero de personas expuestas al riesgo
de sufrir dicha enfermedad en un periodo limitado de
tiempo durante la epidemia. Los pacientes con sindro-
mes neuroldgicos fueron contactados y sus diagnosti-
cos fueron confirmados (6).

El valor estimado del Ro oscilo entre 2,68 (IC del 95%:
2,54-2,67) a 4,57 (IC del 95%: 4,18-5,01). La tasa de
ataque fue 1306 por 100.000 mujeres y 552 por 100.000
hombres. Se observo una interaccion no lineal entre la
edad y el sexo en las tasas de ataque (6).
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Figura 2. A. Departamentos mayormente afectados por la epidemia de vZika y de donde se han publicado casos de SGB B.
NUmero de casos con sindromes neuroldgicos reportados en Colombia durante la epidemia de Zika.

Se realizé un estudio de asociacion basado en casos y
controles en el que se incluyeron 29 pacientes con SGB
asociado con vZika que fueron comparados con 74 con-
troles pareados por género, edad y barrio, con antece-
dente de infeccion por vZika, sin manifestaciones neu-
rologicas. Se evaluaron anticuerpos contra arbovirus y
otras infecciones que pudieran desencadenar SGB (6).

Los resultados del estudio mostraron durante la epide-
mia ocasionada por el vZika en Cucuta, el SGB aumen-
té mas de 4 veces, y que el bajo nivel socioeconémico,
vivir cerca de zonas de alta contaminacion e infeccio-
nes previas favorecieron el desarrollo del sindrome.
En particular, el antecedente de haber cursado con M.
pneumoniae aumentoé cerca de cuatro veces el riesgo de
desarrollar SGB en personas infectadas por vZika; un
hallazgo que esta siendo confirmando en otras ciuda-
des. Ademas del SGB, el vZika puede ocasionar com-
promiso de la médula espinal (mielitis), del cerebro
(encefalitis) y de nervios craneales (paralisis facial) (6).

El subfenotipo AIDP fue diagnosticado en el 70% de
los pacientes. El 40% de los nervios de pacientes con
AIDP mostraron una participacion desmielinizante
distal prevalente, pero este patron no es especifico de
la AIDP asociaciada al vZika (31).

Adicionalmente, se observo que la presencia de disau-
tonomia en el GBS asociado a vZika fue el principal
indicador de mal pronéstico. Se encontrd que los pa-
cientes con SGB asociado al vZika tuvieron una mayor
frecuencia de disautonomia (75,9%) en comparacion
con el SGB asociacado a otras infecciones. Estos ha-
llazgos motivaron la realizacion de un estudio de aso-
ciacion en el que se pudo observar que los pacientes con
el antecedente de infeccién por vZika sin compromiso
neuroldgico evidente presentaron puntajes mas altos de
disautonomia (medidos por medio del COMPASS-31,
instrumento validado para la evaluacién de sintomas
asociados a disfuncién autonémica), que aquellos con-
troles sin antecedente de infeccion por vZika (9).

vZika y otros sindromes neuroldgicos

en Colombia

Trece pacientes fueron diagnosticados con otros sin-
dromes neurologicos diferentes al SGB (6 con MT, 3
con encefalitis, 3 con paralisis facial periférica y uno
con mielopatia toraco-lumbosacra) (6). Los datos con-
firmaron una mayor transmision del vZika en Cuacuta,
y mostraron la asociacion entre sindromes neuroldgi-
cos severos relacionados con la infeccion por vZika.
Las formas complejas por las cuales las infecciones
previas y el estatus socioecondémico interactian para
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aumentar el riesgo de SGB en las personas infectadas
por vZika deben ser investigadas mas a fondo.

VZika y autoinmunidad tiroidea

y reumatologica

Se realizé un analisis de autoinmunidad tiroidea y reu-
matologica mediante un estudio de asociacion basado
en casos y controles en el que se evalud, mediante in-
munoensayo, la presencia de un panel de 14 autoan-
ticuerpos en los pacientes con SGB (Figura 3). Aun-
que algunos pacientes presentaron autoinmunidad
reumatologica y tiroidea, no se observaron diferencias
entre los pacientes con SGB-vZika y los pacientes con
infeccion por vZika sin sindromes neurolégicos. Ade-
mas, no se encontraron diferencias entre la presencia
de auto-anticuerpos en pacientes con enfermedad por
vZika y controles sanos (29).

Plausibilidad genética

El proyecto RAIZ permiti6 la realizacion del primer
analisis del genoma completo en pacientes con infec-
cion por vZika que desarrollaron SGB post-viral, me-
diante un estudio de asociacion en el que se examind
la cohorte de 116 pacientes con infeccidon por vZika
y 1.536 controles no afectados (32). La confirmacion
de la infeccién por vZika se realizé mediante la prue-
ba de neutralizaciéon por reduccién en placas, ELISA
e inmunofluorescencia, tal como descrito (31). Las
muestras fueron genotipificadas mediante el “Affyme-
trix Axioma Genoma-Wide LAT 1 Array 4”. Después
del control de calidad, 380.599 polimorfismos de nu-
cleotido simple fueron evaluados en 95 casos y 1.366
controles. Los analisis estadisticos se realizaron en el
programa PLINK (http://pngu.mgh.harvard.edu/
purcell/plink/). El analisis de componentes principa-
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B ZIKV Total N=95 23,2 13,7 3,1 3,1 6,3 1,1 53 2,1 13,7 4,2
Controls ZIKV (-) N=100 14,0 7,0 0,0 5,0 5,0 5,0 1,0 3,0 20,0 3,0

Figura 3. Autoinmunidad tiroidea y reumatolégica en pacientes con infeccion por vZika e individuos sanos. Abreviaciones: FR:
factor reumatoide, ANA: anticuerpos antinucleares, DNA: anticuerpos anti-DNA, ENAs: anticuerpos anti antigenos extractables
(Ro, La, Sm, RNP), ACA: anticuerpos anticardiolipinas, B2GPI: anticuerpos anti-B2-glicoproteinas, TPO: anticuerpos anti-
topoisomerasa, Tg: anticuerpos anti-tiroglobulina.
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les se utilizé para detectar y cuantificar la estructura
genética de las poblaciones. La imputacion se realizo
utilizando IMPUTE?2 (33). Los datos fueron ajustados
mediante control genético y la tasa de falsos descubri-
mientos. Para cada polimorfismo se calcularon las ra-
zones de disparidad (OR) y los intervalos de confianza
del 95% (IC95%). El nivel de significancia establecido
fue 5.0E-08.

Un primer analisis revel6 tres polimorfismos asocia-
dos con la infeccién por ZIKV, en los genes MYEOV 2,
KCNQ3 'y CI1201f40, ubicados en los cromosomas 2, 8
y 12, respectivamente. Un segundo analisis, que inclu-
yo solo pacientes con SGB post-viral, predijo un poli-
morfismo stop-gain en el gen APOBEC3G, en 22q13.1
(OR: 2,06, 1C95%: 1,17-3,61, p=8,01E-08) (Figura 4).
MYEQV?2, también conocido como subunidad 9 del
complejo de signalosoma COP9, tiene 2 isoformas
altamente expresadas en el sistema nervioso central.
KCNQ3 codifica una proteina que participa en la regu-
lacion de la excitabilidad neuronal. C120740 (Chromo-
some 12 Open Reading Frame 40) es un gen codifica-
dor de proteina, cuya funciéon atin no se conoce bien.
APOBEC3G es un miembro de la familia APOBEC3
(del inglés apolipoprotein B mRNA editing enzyme,
catalytic polypeptide-like 3), cuya proteina tiene ca-
pacidad antiviral. APOBEC3G se expresa, particular-

mente, en linfocitos T, macrofagos, células dendriticas
mieloides y células dendriticas plasmocitoides. Futu-
ros estudio de replicacién y meta-analisis son necesa-
rios para confirmar estos resultados.

Conclusiones y perspectivas

A pesar de que en el SGB predomine una respuesta hu-
moral sobre aquella mediada por células T, al menos en
la fase progresiva de la lesion del nervio y en las formas
axonales, los mecanismos de interaccion entre los facto-
res infecciosos y del hospedero que conducen a una res-
puesta autoinmune no son completamente conocidos.
Por lo tanto, en los casos de SGB sera importante dis-
tinguir entre la neurotoxicidad del vZIKA, demostrada
desde su descubrimiento, y la generacion de respuesta
autoinmune por mimetismo molecular (u otro).

Es posible que la inmunidad poblacional proteja contra
una nueva epidemia por cerca de una década. Sin em-
bargo, dadas las secuelas a largo plazo de este y otros
arbovirus, asi como la posibilidad de nuevas epidemias
trasmitidas por el mismo vector, la investigacion tras-
lacional y la colaboracién nacional e internacional
deben ser una prioridad permanente de las entidades
académicas y gubernamentales, con el fin de mejorar
la calidad de la misma y ofrecer respuestas a proble-
mas nacionales con repercusion regional y mundial.

PLD5
BCKDHB NHSL1

-log,,(P)

APOBEC3G

CYYR1

FOXG1
WDFY4
ALDH3B2 TDRD3

LINC00511

9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19202123 25

Chromosome

Figura 4. Diagrama de Manhattan de los resultados de asociacion genética del SGB en pacientes infectados con vZika.

64 ISSN: 0120-5498 » Med. 40 (1) 56-66 * Enero - Marzo 2018



Respuesta autoinmune en individuos infectados por el virus Zika (RAIZ)

Los resultados aqui resumidos del proyecto RAIZ son,
por lo tanto, de utilidad para el disefio de politicas pa-
blicas, medidas de prevencion y prediccion de patolo-
gias asociadas al vZika, asi como para el desarrollo de
estrategias cientificas ante futuras epidemias.
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