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Conclusions: Levels of anti-Aedes IgG4 antibodies were found in children with DGs
greater than those obtained in children with DCSA, this could be associated with reduction
of symtomp and probably would serve an important function in the physiopatogenesis’s
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RESUMEN

Introduccion. La infeccion del virus dengue es un problema de salud publica a nivel
mundial. Las proteinas de la saliva del vector generan reaccion de anticuerpos IgE
e lgG4 especificos anti Aedes, estas pueden estar relacionadas con la gravedad
del dengue y con la sintesis de factor de crecimiento vascular endotelial (VEFG) o
proteina especifica ST2 soluble (sST2) en el dengue grave (DG).

Objetivo. Establecer la relacion entre los niveles de anticuerpos IgE e 1gG4
especificos anti Aedes con la gravedad del dengue en nifios atendidos en el
Hospital Universitario Hernando Moncaleano Perdomo de Neiva entre enero de
2011 a junio de 2016.

Materiales y Métodos. Se llevdo a cabo un estudio transversal en el que se
incluyeron 16 nifios con dengue grave (DG), 15 nifios con dengue con signos de
alarma (DCSA) y 26 nifios sanos menores de 15 afios, a quienes se les tomo el
recuento plaquetario, se les determiné anticuerpos IgG4 e IgE anti proteina de la
saliva y anti-tropomiosina del mosquito Aedes como también los niveles séricos de
VEGF y sST2

Resultados. Se encontrd niveles mas elevados de plaquetas y VEFG (p<0,05) en
los pacientes que presentaron DCSA, mientras que el sST2 fue mas alto en el DG
(p=0,004). Relacién directamente proporcional entre el VEFG y las plaquetas
(p=0,022), e inversamente proporcional entre el sST2 y las plaquetas (p=0,035) se
identificé por medio de la correlacion de Spearman. Se obtuvo que la oportunidad
que tienen los nifios de tener DG con niveles séricos de IgG4 especifica mayores
de 0,5 OD es 78% menor (OR - 0,22) (IC95% 0,06 — 0,77), comparado con la
oportunidad de tener DG con niveles séricos de 1gG4 especifica menores de 0,5
OD cuando se ajusta por IgE especifica e IgE total.

Conclusion. Se hallaron niveles de anticuerpos de IgG4 anti Aedes en nifios con
DG mayores a los obtenidos en los nifios con DCSA, lo que podria estar
relacionado en la disminucion de sintomas y probablemente desempefiaria una
funcién importante en fisiopatogénesis de la enfermedad.

Palabras Clave: Dengue, inmunoglobulina E, inmunoglobulina G4, alergias, Aedes,
tropomiosina.



ABSTRACT

Introduction: Dengue virus is a public health problem around the world. The
protein of saliva’s vector produce antibody’s reaction IgE and IgG4 specific anti
Aedes they could be associated with severity of dengue and with the synthesis of
VEGF or SsT2 in DG.

Objective: To establish the relationship between the levels of IgE antibodies and
IgG4 specific anti-Aedes with the severity of dengue in children treated at the
University Hospital Hernando Moncaleano Perdomo de Neiva between January
2011 and June 2016.

Materials and method: Was necessary a transversal study wich include 16 children
with DG, 15 children with DCSA and 26 children healthy under 15 years old to
evaluate leves of IgE and 1gG4 specifics anti Aedes, and quantify platelet
biomarkers like VEFG and Sst2.

Results: Higher levels of platelets and VEFG were found (p <0.05) in the patients
who had DCSA, while the sST2 was higher in the DG (p = 0.004). Directly
proportional relationship between VEFG and platelets (p = 0.022), and inversely
proportional between sST2 and platelets (p = 0.035) was identified by means of the
Spearman correlation. It was obtained that the opportunity that children to have DG
with specific IgG4 serum levels greater than 0.5 OD is 78% lower (OR - 0.22)
(IC95% 0,06 — 0,77) compared with the opportunity to have DG with lower specific
IgG4 serum levels of 0.5 OD when adjusted for specific IgE and total IgE.

Conclusions: Levels of anti-Aedes 1gG4 antibodies were found in children with DGs
greater than those obtained in children with DCSA, this could be associated with
reduction of symtomp and probably would serve an important function in the
physiopatogenesis’s disease.

Keywords: Dengue, immunoglobulin E, immunoglobulin G4, allergy, Aedes,
tropomyosin.



INTRODUCCION

El Dengue es una enfermedad viral de caracter endemo-epidémico, transmitida
por mosquitos del género Aedes, principalmente por Aedes aegypti. En los ultimos
50 aflos ha sido un problema creciente a nivel mundial (1). Anualmente se
presentan de 50 a 100 millones de casos, de los cuales 500.000 son DG y el 2,5%
fatales (2).

Clinicamente los pacientes con dengue tienen manifestaciones dérmicas como
eritema y prurito asociados a la degranulacion del mastocito, estos sintomas
mejoran con antihistaminicos. El virus dengue es capaz de desencadenar la
degranulacion del mastocito siendo blanco del virus al ingresar por via dérmica (3).
Proteinas de la saliva del vector, también inducen la degranulacion del mastocito;
en pacientes alérgicos al mosquito se presenta la interaccion del alergeno con IgE
especifica que genera la activacion a través del receptor FcIRI (4).

En Colombia, segun el sistema de vigilancia epidemiolégica en el 2016 se
reportaron 103.822 casos de dengue, la poblacion mas afectada fueron los nifios
menores de 15 afios; el departamento del Huila se ubica por encima de la
incidencia nacional (5). Por otro lado, en Colombia la prevalencia de alergias es
del 12% en la poblacién de nifios escolares, que suele ser la poblacibn mas
afectada; las alergias respiratorias (asma Yy rinitis) son las mas frecuentes y en
menor proporcion, las relacionadas con la piel (6).

Es asi como anticuerpos IgE e IgG4 especificos anti Aedes han sido medidos para
identificar la exposicion al vector y evaluar programas de intervencion destinados
al control vectorial (7-9); sin embargo, no ha sido claro el papel que juegan estos
anticuerpos en la gravedad del dengue.

En la actualidad, no es posible predecir tempranamente cuales casos de dengue
progresaran a DG, para iniciar un tratamiento temprano, prevenir la progresion o
limitar la gravedad. Por lo tanto, aqui se muestra el recorrido académico alcanzado
y los resultados arrojados al determinar a través de un estudio transversal, la
relacion entre los niveles de anticuerpos IgE e IgG4 especificos anti Aedes con la
gravedad del dengue en nifios. Los participantes fueron menores de 15 afios con
dengue que asistieron Hospital Universitario Hernando Moncaleano Perdomo de
Neiva durante el periodo de 2011 a 2016.
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1. ANTECEDENTES

Actualmente existe poco conocimiento sobre la progresion del dengue a dengue
grave (DG), para poder intervenir o limitar la gravedad de la enfermedad. Sin
embargo, aqui se describen algunos interesantes acercamientos. En Brasil, por
ejemplo, se desarrolld6 un estudio donde se encontré que “Las alergias y la
diabetes son factores de riesgo para el dengue hemorragico” (10). El disefio fue de
casos y controles, con el objetivo de evaluar si estas dos comorbilidades
presentan mayor riesgo de desarrollar dengue hemorragico. Se tomaron 170
casos y 1175 controles de dos ciudades brasileras, se les realizo entrevista sobre
datos demogréaficos, socioecondémicos, comorbilidades (diabetes, hipertension y
alergias) y el uso de medicacion. Los datos fueron analizados por medio de
regresion logistica para calcular la fuerza de asociacion entre las comorbilidades y
el progreso a dengue hemorragico. Se encontré asociacion entre el dengue
hemorrégico y raza blanca (OR = 4,70; 02.17 a 10.20), ingreso alto (OR = 6,84;
4,09 a 11,43), la educacion alta (OR = 4,67; 2,35 a 9,27), diabetes (OR = 2,75;
1,12 a 6,73) y las personas tratadas con esteroides en las alergias (OR = 2,94;
1,01 a 8,54). Finalmente determinaron una asociacion entre el dengue
hemorragico, la diabetes, alergias e hipertension. Consideraron que este estudio
presenta pruebas que podrian ser utilizadas para identificar a los pacientes adultos
con mayor riesgo de desarrollar dengue hemorragico y poder mantenerlos en
observacion y seguimiento en el hospital.

En otro estudio, cuyo objetivo fue buscar posibles asociaciones entre algunas
patologias especificas y la presencia de dengue hemorragico, con un disefio de
casos y controles, en el periodo de 2009 al 2012. Los casos fueron pacientes con
dengue que progresaron a dengue hemorragico (490) y los controles pacientes
con dengue que no progresaron a dicha patologia (1.316). Se encontré en los
participantes mayores de 15 afios que el dengue hemorragico se asocié con
hipertension arterial OR = 1,6 (IC 95% 1,1-2,1) y alergia de la piel OR = 1,8 (IC del
95% 1.1 a 3.2); ajustado por las variables color de piel, ingresos vy
escolaridad. Este estudio propone mantener pacientes con dengue vigilados en las
unidades de salud para controlar la progresion y proporcionar una intervencion
temprana, lo cual permite reducir la mortalidad por esta enfermedad (11).

En Vietnam en el Hospital de Nifios No. 2 de Ho Chi Minh y el Centro de Medicina
Preventiva en la provincia de Vinh Long (12), en un estudio de casos y controles
se tomaron nifios con dengue, nifios con otra enfermedad febril y nifios sanos. El
objetivo fue evaluar si el DG produce aumento de las citoquinas que inducen la
permeabilidad vascular; encontrando que la molécula de adhesion de células
vasculares 1 (VCAM-1) esta asociada positivamente con el sindrome de choque
por dengue y una asociacion negativa con el interferon gamma (IFN,). En este
mismo sentido, Furuta et. al (13), encontraron que “la activacion de los mastocitos
y los mediadores derivados de mastocitos participan en el desarrollo del DG”
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Pasando al plano latinoamericano, los niveles de inmunoglobulina M, A y E, se
midieron en muestras de suero de nifios salvadorefios con diagnostico clinico y
serolégico de la infeccién por dengue durante la epidemia de dengue 4 que se
desarrollo en el 2002 - 2003. Se analizaron 71 muestras de pacientes, las cuales
se clasificaron en tres grupos: 13 con infeccion primaria de dengue, 21 con
infeccion secundaria y 37 con infeccion secundaria de dengue hemorragico. No se
encontraron diferencias significativas a la respuesta de dengue, inmunoglobulina
M entre la infeccion primaria y secundaria de dengue. Los valores de la
inmunoglobulina A (IgA) e inmunoglobulina E (IgE) mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos primarios y secundarios. Al
comparar los dias 5, 6 y 7 de fiebre no se encontr6 diferencias significativas entre
la inmunoglobulina E en dengue y dengue hemorragico. Este estudio concluyé que
se debe indagar acerca de la respuesta inmune de las diferentes inmunoglobulinas
para el tipo de infeccién y cuadro clinico y poder determinar un patron de infeccién
por dengue tempranamente y/o gravedad de la enfermedad (14).

Entre los estudios relacionados a nivel nacional se encontrg, el realizado en San
Andrés Islas, en el afio 1999, en el cual se identificaron los niveles totales de IgE y
el estado seroldgico de la infeccion por dengue. El disefio fue de corte transversal,
con una poblacion de 168 pacientes (78 hombres y 90 mujeres) procedentes de
diferentes lugares de la Isla, de edades comprendidas entre 13 a 76 afios. El 89%
de la poblacién estudiada tenian niveles de IgE anormalmente elevados (valores
mayores de 150U/ml). Se encontraron niveles de IgE mas elevados para los
seropositivos que para los seronegativos. Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p=0,01), entre el aumento de los niveles de IgE en
pacientes que han tenido historia de dengue (271.9 + 18.5) ya sea primaria (329.3
+ 21.3) o secundaria (318.7 + 21.3) y en fases agudas de la enfermedad, con
respecto a los que nunca han tenido historia de dengue (192.6 + 34). Niveles
elevados de IgE son principalmente atribuidos a reacciones alérgicas y las
infecciones parasitarias como una respuesta de linfocitos T Helper 2 (TH2). De
esta forma consideran necesario emprender nuevos estudios para definir mejor la
naturaleza de la respuesta de IgE aumentada durante la infeccion por dengue
(15).

Se destaca entre los antecedentes, un estudio realizado por Cantillo, Fernandez-
Caldas y Puerta (4), donde se describe que fueron administrados extractos de
mosquitos mezclados con extractos de otros insectos, demostrandose eficacia en
el tratamiento de la alergia a varios insectos. Se realiz6 un estudio experimental,
en pacientes tratados durante 12 meses con extractos mixtos de Aedes,
Anopheles y Culex se mostré una menor reactividad de la prueba cutanea y los
niveles de IgE fueron mas bajos. Ademas, con los resultados de las pruebas
cutaneas, los sintomas alérgicos de hiperreactividad fueron significativamente mas
bajos en el grupo tratado con el extracto, en comparacion con el grupo placebo.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El dengue es una enfermedad viral transmitida por el Aedes aegypti, con un
comportamiento endemo-epidémico, se considera la arbovirosis mas importante a
nivel mundial en términos de morbilidad y mortalidad (16). La Organizacion
Mundial de la Salud reporté en el afio 2010 alrededor de 2,4 millones de casos de
dengue a nivel mundial; planteando un aumento de la incidencia en el nimero de
casos notificados; lo anterior debido probablemente al incremento en la
notificacién, la hiperendemicidad de los serotipos del virus en diferentes paises, y
la falta de concientizacion de la poblacion en general respecto a las medidas de
saneamiento ambiental para el control del vector (16).

En Colombia la transmisién del dengue se considera un problema de salud
publica, con regiones que presentan altos indicadores de morbimortalidad por esta
enfermedad. Frente a esto la direccion general de salud publica del Ministerio de
Salud y de la Proteccién Social (2010), en asociacion con el Instituto Nacional de
Salud y la Organizacion Panamericana de la Salud, OPS/OMS, plantearon la
necesidad de realizar un proceso de fortalecimiento del Programa de Prevencion y
Control del dengue en las Instituciones de Salud para garantizar la sostenibilidad y
una adecuada capacidad de respuesta al problema de Salud Publica que
representa el dengue en Colombia (17).

Segun reporte del Sistema de vigilancia epidemioldgica (Sivigila) en la semana
epidemioldgica 52 del 2016, la poblacién afectada por dengue en Colombia fue de
103.822 casos, de los cuales el 59% (61.220 casos) fueron dengue sin signos de
alarma (DSSA); 40% (41.555 casos) dengue con signos de alarma (DCSA) y 1%
(1.047 casos) con dengue (DG). El 33,5% de los casos de DG fueron menores de
15 afos (5). En el departamento del Huila se notificaron 4.163 casos de dengue,
126 (1%) casos con DG (5).

Las manifestaciones clinicas de dengue varian en funcion de la respuesta inmune,
estos aspectos han sido estudiados a profundidad, pero aun se continla en
estudio la causa de la severidad de la enfermedad. Algunos estudios indican
variaciones en la respuesta inmuno-alérgica, ligada a la evolucién natural de la
enfermedad (18). La infeccién se inicia cuando un mosquito hembra Aedes aegypti
infectado deposita particulas virales, las cuales entran en contacto con las células
dendriticas de la piel, que son centinelas del sistema inmune con la consecuente
activacion de la respuesta (19). Estos estudios confirman que las células inmunes
de la piel son un componente importante de la infeccién inicial del dengue (7).

El balance entre los efectores de respuesta inmune es determinante en la
proteccion y en la patogénesis e impacta en la gravedad de la enfermedad (17, 20,
21). Los pacientes alérgicos se caracterizan por tener anticuerpos IgE, estos
anticuerpos presentan afinidad con el mastocito o basdfilos, cuando hacen
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contacto con el alérgeno este produce degranulacion del mastocito liberando
sustancias que pueden provocar vasodilatacion, atraccion de eosinofilos y
neutrofilos, aumento de la permeabilidad capilar y perdida de liquido de los tejidos.
Sin embargo, ha sido limitada la investigacion sobre la dinAmica de la infeccion y
la patogénesis del dengue en mastocitos (7).

Los pacientes con dengue pueden tener IgE especifica contra el dengue, las
cuales tienen afinidad por el receptor FceRl del mastocito e inducen su
degranulacién (22, 23). La activacion celular y la degranulacion se asocian
generalmente con la activacion del receptor de alta afinidad para IgE, como lo es
el FceRlI (7). El mastocito es capaz de producir sustancias pro inflamatorias, como
el factor de necrosis tumoral alfa (TNFL), el VEGF, las IL-4, -6, -8 ,-10, las cuales
se encuentran presentes en pacientes con DG (13, 24).

De acuerdo a lo anterior, y partiendo de los estudios realizados por Troupin et al.
(7), quienes demostraron por primera vez que el virus dengue se localiza dentro
de los granulos secretorios de los mastocitos de piel infectada, se sugiere que los
productos de la degranulacion del mastocito en pacientes alérgicos, podrian ser
utilizados como biomarcadores para identificar las formas graves de la
enfermedad (23). Los factores asociados a formas no graves de la enfermedad
son los niveles elevados de HLA I, la lectina de unién a manosa (25), raza negra
(26) y el serotipo asociado con mayor frecuencia a formas graves de Infeccion es
el virus del dengue 2 (27).

En la actualidad, no hay forma de predecir tempranamente cuales casos de
dengue progresaran a DG, para permitir la intervencion, prevenir la progresion o
limitar la gravedad (27). Investigaciones en Brasil (10, 11) indican que la
hipertension arterial, diabetes y las alergias son factores de riesgo para la
progresion del dengue a DG. Sin embargo, se encuentran pocos estudios que
identifican comorbilidades asociadas al DG, y miden IgE total mas no especifica y
no realizan clasificacion de pacientes con antecedente de alergias.

En la region surcolombiana no hay estudios que permitan determinar este riesgo.
El grupo de investigacion Parasitologia y Medicina Tropical, de la Universidad
Surcolombiana con amplia experiencia en investigaciones sobre dengue; cuenta
con una seroteca constituida con muestras de pacientes pediatricos atendidos en
el Hospital Universitario Hernando Moncaleano Perdomo de Neiva. Por lo anterior,
se plantea determinar ¢cual es la relacion entre los niveles de anticuerpos IgE e
IgG4 especificos anti Aedes con la gravedad del dengue en nifios atendidos en el
Hospital Universitario Hernando Moncaleano Perdomo de Neiva entre enero de
2011 a junio de 2016?
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3. JUSTIFICACION

En Colombia el dengue representa un problema prioritario en salud publica por
multiples factores, entre ellos la reemergencia e intensa transmisién viral con
tendencia creciente (17), a esto se suma la simultanea circulacion de los cuatro
serotipos (DENV1, DENV2, DENV3, DENV4) en la mayor parte del territorio
nacional. A la semana epidemioldgica 52 de 2016, el Huila con respecto al nivel
nacional se encontrd en el sexto lugar aportando el 4,0% de casos de dengue (5).
El dengue puede presentarse de una forma leve similar a la gripe con cefalea y
erupcion cutanea; un pequefio porcentaje desarrolla DG, que incluye hemorragias,
shock, insuficiencia organica e incluso la muerte (23).

Por otro lado la prevalencia de alergias en el pais es de 12% en nifios escolares,
gue suele ser la poblacion mas afectada; las alergias respiratorias (asma y rinitis)
son las mas frecuentes y en menor proporcion las relacionadas con la piel (6, 28).
Se han encontrado niveles mas elevados de IgE total en pacientes IgM positivos
para dengue comparado con los IgM negativos, el nivel fue mayor tanto en
infeccion primaria o secundaria comparados con los de individuos sin previo
contacto con el dengue (15).

Clinicamente los pacientes con dengue tienen manifestaciones dérmicas como
eritema y prurito, sugiriendo degranulaciéon del mastocito. En el proceso de
alimentacion del mosquito, antes de succionar la sangre deposita proteinas de la
saliva, que interaccionan con la IgE sobre la superficie del mastocito
degranuldndolo. En pacientes alérgicos estas proteinas inducen IgE especifica
anti-mosquito que activa el receptor FclJRI, liberando sustancias como el factor
antiagregante plaquetario (PAF) y algunas citoquinas como el VEGF, que generan
vasodilatacion y estan relacionadas con la gravedad del dengue (7, 29).

No se ha realizado un estudio sistematico que permita establecer si existe una
asociacion clinica entre la alergia y el dengue o si hay algun marcador derivado de
la alergia que participe en la fisiopatologia del dengue grave que ayude a predecir
la severidad clinica (30).

Con el fin de evaluar los niveles de anticuerpos IgE e IgG4 especificos anti Aedes

y su relacion con gravedad del dengue, se realiz0 la presente investigacion
comparando estos niveles en nifios con DCSA y DG.
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4. OBJETIVOS

4.1 GENERAL

Establecer la relacion entre los niveles de anticuerpos IgE e IgG4 especificos anti
Aedes con la gravedad del dengue en nifios atendidos en el Hospital Universitario
Hernando Moncaleano Perdomo de Neiva entre enero de 2011 a junio de 2016.

4.2 ESPECIFICOS

Describir la asociacion de parametros clinicos con la gravedad de la infeccién por
dengue en nifios atendidos en el Hospital Universitario Hernando Moncaleano
Perdomo de la ciudad de Neiva, entre el afio 2011 a junio de 2016.

Identificar la gravedad del dengue segun hallazgos paraclinicos en los nifios
diagnosticados con dengue atendidos en el Hospital Universitario Hernando
Moncaleano Perdomo de la ciudad de Neiva, entre el afio 2011 a junio de 2016.

Identificar niveles séricos de IgE e 1gG4 especificos contra tropomiosina del Aedes
o extracto de mosquito Aedes en los nifios diagnosticados con dengue atendidos
en el Hospital Universitario Hernando Moncaleano Perdomo de la ciudad de Neiva,
entre el afio 2011 a junio de 2016.
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5. MARCO TEORICO

5.1 DENGUE: GENERALIDADES

El dengue es considerado como una “enfermedad viral aguda causada por el virus
dengue y transmitida al hombre por el mosquito Aedes aegypti, su principal vector”
(31). “Se caracteriza por la presencia de hipertermia, cefalea, mialgia, dolor retro
orbicular, nauseas, vomito, trombocitopenia y hemorragia y, por consiguiente,
puede causar la muerte si no se toman las medidas de prevencion necesarias”
(32). El dengue tiene como vectores principales, al “mosquito Aedes aegypti y, en
menor grado, el mosquito Aedes albopictus” (33).

A pesar de que el dengue se conoce como entidad clinica desde hace méas de dos
siglos y del conocimiento acumulado en el transcurso de los ultimos afios, esta
arbovirosis continta siendo hoy uno de los principales problemas de salud mundial
y constituye uno de los mayores retos de salud publica en el milenio actual (34).

Se considera “la infeccién por dengue una enfermedad sistémica y dinamica” (35);
aunqgue “la patogenia del dengue no ha sido completamente aclarada” (34), se ha
demostrado que la infeccion secundaria causada por un serotipo diferente al que
produjo la infeccidn primaria, se convierte en “uno de los principales factores de
riesgo de las formas clinicas graves y constituye uno de los principales retos en el
desarrollo de una vacuna contra el dengue”(34).

Se afirma que “una vacuna eficaz debe brindar inmunidad contra los cuatro
serotipos virales y evitar el fendmeno de inmunoamplificacion dependiente de
anticuerpos” (34). De tal manera, “el conocimiento de los mecanismos patogénicos
de esta enfermedad ayudara a identificar los factores de riesgo de las formas mas
graves, a mejorar el tratamiento de los pacientes y a abordar mas adecuadamente
el desarrollo de nuevos farmacos antivirales y vacunas” (36).

El dengue afecta a todos los niveles de la sociedad, pero la carga podra ser mayor
entre las poblaciones mas pobres que crecen en comunidades con suministro
inadecuado de agua y falta de buenas infraestructuras para desechos sdélidos, y
donde las condiciones son mas favorables para la multiplicacion del vector
principal, el mosquito Aedes. Los nifios siguen siendo la poblacién afectada.

En la actualidad, no se dispone de tratamiento especifico para el dengue; su
manejo clinico incluye una estrecha vigilancia de los valores hematologicos y el
reemplazo de fluidos segun sea necesario, junto al reconocimiento de signos de la
enfermedad (1).

Su répida propagacion ha llevado a un (Figura 1), “aumentado exponencialmente
en los ultimos 35 afos a escala mundial” (36):
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“La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), mas de 100 paises — en los que
viven 2500 millones de personas — informan de casos de dengue, de ellos mas de
500000 son de DH/SCD y alrededor de 25000 personas fallecen por esa
enfermedad anualmente (34).”

Figura 1. Areas en riesgo de transmision del dengue, 2014
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Fuente: GUZMAN y HARRIS, 2015, pag. 454, citando a WHO, International travel and health
interactive map.

A nivel mundial las regiones mas afectadas por el dengue son: sudeste asiatico, el
Pacifico occidental, América, Africa y el Medio Oriente” (36). Solo en América
Latina “la fiebre del dengue se ha propagado con brotes ciclicos que ocurren cada
3 a 5 anos” (35). Como se ha afirmado, en el planeta “50 millones se infectan
anualmente y mas de 500 000 contraen su forma mas grave, el dengue
hemorragico (DH)” (36). Junto a estas escalofriantes cifras, la OMS asegura que
‘los cuatro serotipos del virus del dengue (DEN-1, DEN-2, DEN-3 y DEN-4)
circulan en la regiéon” (35), refiriéndose con ello a la regién andina. De ahi que se
insiste en que estas enfermedades transmitidas por artropodos se consideren
problemas de salud publica (8).

La Organizacion Panamericana de la Salud —OPS, considera que “Colombia vy
Venezuela tienen la mayoria de los casos” (35) entre los paises del area andina, y
que solo entre el 2001 y el 2007, “la mayoria de muertes por dengue se presento
en Colombia (225, o 73%). Los cuatro serotipos del dengue se identificaron en
Colombia, Pert y Venezuela” (35). Y aunque “el dengue mostré patrones de
dispersidon mas lentos” (37) que el reconocido hoy como virus Chikungunya
(CHIKV), su expansién es bastante rapida y demuestra larga duracion.

En el departamento del Huila, la alarma viene creciendo; segun el boletin
epidemioldgico 2016 (5), esta region hace parte de las localidades con mayor
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namero de casos reportados. (Tabla 1). Los departamentos de Antioquia, Valle del
Cauca, Santander, Tolima, Cundinamarca, Huila, Risaralda, Norte de Santander,
Meta, Quindio y Boyac4, notificaron el 86,2 % de los casos a nivel nacional (5).
Dentro del 12% de los casos notificados como DG en el Huila, el municipio con
mayor reporte es Neiva seguido por Campoalegre y Pitalito (5).

Tabla 1. Casos notificados de dengue por entidad territorial de procedencia y clasificacion,
Colombia, semanas epidemiolégicas 01-52, 2016

Entidad Territorial Dengue % Dengue % Total %
grave
Antioquia 28.064 27,3 128 12,2 28.192 27,2
Valle 25.926 25,2 230 22,0 26.156 25,2
Santander 7.073 6,9 79 7,4 7.152 6,9
Tolima 5.722 5,6 131 12,5 5.853 5,6
Cundinamarca 4517 4.4 29 2,7 4.546 4.4
Huila 4.037 3,8 126 12,0 4,163 4,0
Risalralda 3.003 2,8 17 1,6 3.020 29
Norte de Santander 2.757 2,7 24 2,3 2.781 2,7
Meta 2.570 2,5 37 3,5 2.607 2,5
Quindio 2.561 2,5 11 1,1 2.572 2,5
Boyaca 2.460 2,4 11 1,1 2.471 2,4
Putumayo 1.426 1,4 5 0,5 1.431 1,4
Cesar 1.180 1,1 15 1,4 1.195 1,1
Bolivar 1.139 1,1 10 1,0 1.149 1,0
Sucre 978 1,0 20 1,9 998 1,0
Casanare 961 1,0 4 0,4 985 0,9
Caqueta 906 0,9 12 1,1 918 0,9
Cauca 863 0,8 16 1,5 879 0,8
Caldas 829 0,8 6 0,6 835 0,8
Atlantico 740 0,7 41 3,9 781 0,7
Cordaba 753 0,7 16 1,5 769 0,7
Barranquilla 630 0,6 15 1,4 645 0,6
Narifio 568 0,6 8 0,8 576 0,6
Magdalena 458 0,4 11 11 469 0,4
Chocé 393 0,4 0 0 393 0,4
Arauca 376 0,4 8 0,8 384 0,4
Guaviare 357 0,3 0 0 357 0,3
Buenaventura 308 0,3 2 0,2 310 0,3
La Guajira 233 0,2 6 0,6 239 0,2
Guainia 191 0,2 10 1,0 201 0,2
Vichada 178 0,2 7 0,7 185 0,2
Santa Marta 166 0,2 2 0,2 168 0,2
Cartagena 147 0,1 7 0,7 154 0,1
Amazona 120 0,1 1 0,1 121 0,1
Exterior 75 0,1 1 0,1 76 0,1
San Andrés 75 0,1 0 0 75 0,1
Vaupés 14 0,1 1 0,1 15 0,1
Deconocido 1 0,1 0 0 1 0,1
Total 102.775 100 1047 100 103.822 100

Fuente: Instituto Nacional de Salud. Boletin epidemiolégico semanal. Semana epidemioldgica
namero 52 de 2016. Pag.99
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5.2 CLASIFICACION Y FISIOPATOLOGIA DEL DENGUE

Desde el 2009 se sostiene la clasificacion recomendada por la OMS, denominada
“clasificacion revisada, la cual surgio a partir de los resultados del estudio DENCO,
que incluyo casi 2.000 casos confirmados de dengue de ocho paises y dos
continentes y establece dos formas de la enfermedad: dengue y dengue grave”
(32). Debido a que “son indistinguibles entre los casos de dengue y los de dengue
grave” (32), o dengue no severo y dengue severo (1); se ha asegurado siempre
que “la vigilancia de signos de alarma y de otros parametros clinicos es crucial
para el reconocimiento de la progresion de la fase critica” (32).

La fisiopatologia de la respuesta inmune a la picadura de los mosquitos es
compleja e involucra diferentes factores que incluyen la susceptibilidad genética, la
ruta de exposicion, la dosis de los alérgenos y, en algunos casos, su estructura.
Las reacciones a la picadura de mosquito se deben a una reaccion especifica de
alérgeno, de tal manera que una persona que no haya sufrido exposicién con
anterioridad, no presenta reaccion alguna (38).

Como se observa, los mecanismos que conducen a la enfermedad grave no estan
bien definidos, pero la respuesta inmunitaria, los antecedentes genéticos del
individuo y las caracteristicas del virus pueden contribuir al dengue grave (35).

5.2.1 Morfologia y Biologia del dengue. Los estudios realizados a la fecha
coinciden en que “la particula viral del dengue es de forma esférica y mide entre
40 y 60 nm de didmetro” (39). Se ha demostrado, al igual, que esta “tiene una
envoltura formada por proteinas [proteina E (principalmente), y proteina M] que
cubre completamente la superficie del virus” (39). Sus tres proteinas estructurales
son “la proteina E de envoltura, la proteina M de membrana y la proteina C de
capside” (39).

La glicoproteina E cumple un papel importante durante la penetracién del virus en
la célula y en la respuesta inmunitaria (39).

5.2.2 El Aedes: El Vector del dengue. El vector del dengue es el mosquito Aedes.
Los mosquitos son del orden Diptera, familia Culicidae, con dos subfamilias: los
Anophelinae (del género Anopheles) y los Culicinae (que a su vez engloban a dos
géneros: “Aedes y Culex). Las hembras se alimentan de sangre. Esta
caracteristica las hace vulnerables a infectarse y transmitir diferentes agentes
patégenos al hombre” (38).

El dengue tiene como vectores principales, al “mosquito Aedes aegypti y, en

menor grado, el mosquito Aedes albopictus” (33). Los brotes de dengue también
se le atribuyen al Aedes polynesiensis y a otras especies del complejo Aedes
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scutellaris. Cada una de estas especies tiene ecologia, conducta y distribucién
geografica determinadas. El Aedes “es una especie tropical y subtropical
ampliamente distribuida alrededor del mundo, especialmente entre las latitudes
35°N y 35°S” (35).

Aunque se considera al Aedes como el mosquito “de mas rapida propagacion en
el mundo” (35), se asegura que solo vuela entre 100 y 150 metros, y se reproduce
con facilidad en neumaticos usados en los cuales “se depositan los huevos
cuando contienen agua de lluvia. “La hembra hematdfoba (pica a cualquier
organismo vivo que tenga sangre caliente), ya que después del apareamiento
necesita sangre para la maduracion de sus huevos. Su ataque es silencioso,
picando (...) especialmente los tobillos” (40).

5.2.3 La transmision del dengue. Como se ha dicho aqui, la enfermedad es
“transmitida al hombre por la picada del mosquito Aedes aegypti, su principal
vector” (34). Se sabe que “el virus del dengue penetra a través de la piel durante la
picadura de un mosquito infectado” (35). En estos términos, el dengue “es un virus
de ARN, pequefio monocatenario que abarca cuatro distintos serotipos (DEN-1 a
DEN -4)” (35).

El Aedes aegypti es uno de los vectores més eficaces para los arbovirus, puesto
que es bastante antropofilico; el mosquito “pica varias veces antes de completar la
génesis” (35); por otra parte, “el clima influye directamente en la biologia de los
vectores y, por esa razon, su abundancia y distribucién; consiguientemente, es un
factor determinante importante en la epidemia de enfermedades transmitidas por
vectores” (41).

5.3 EL DENGUE EN LOS NINOS

La fiebre alta provocada por el virus, “puede asociarse a trastornos neurolégicos y
convulsiones en los nifios pequefos” (32). En razon a que los infantes, puede
registrarse “pocos sintomas y la enfermedad puede manifestarse como un
—sindrome febril inespecifico” (32), se debe observar “la presencia de otros casos
confirmados en el medio al cual pertenece el nifio febril” (32), para aumentar las
sospechas sobre “el diagnéstico clinico del dengue” (32).

“Los nifios mayores sufren una sintomatologia mas especifica. En niflos menores
predominan los sintomas inespecificos, como en la mayoria de infecciones virales
propias de la infancia; por ello, la infeccion por el virus dengue (VDEN) puede
pasar desapercibida” (42). Y aunque “los lactantes y los nifios pequefios pueden
tener fiebre y erupciones cutaneas” (40), los nifios con dengue generalmente no
se hospitalizan, y por la misma razén que la enfermedad se presenta
asintomatica, a menudo ni siquiera son detectadas por el sistema de vigilancia de
salud publica (1).
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“En casi todos los paises, la mayor carga del dengue se presenta en nifios” (35), y
aunqgue se considera que “la infeccion primaria induce inmunidad protectora de por
vida contra el serotipo causante de la infeccion” (35), “no tienen inmunidad
protectora cruzada a largo plazo” (35). El riesgo de contraer dengue hemorragico
“parece disminuir con la edad, especialmente después de la edad de 11 afos. Una
poblacion especifica con mayor riesgo de dengue hemorragico en areas
endémicas son los lactantes, en particular los de entre 6 y 12 meses de edad”
(32).

Los nifios con dengue probablemente son capaces de tolerar volumenes
adecuados de fluidos orales, orinar y no manifestar diagndsticos que generen
alarma; suelen ser enviados a casa con hidratacion y acetaminofén en caso de
fiebre alta (1). Sin embargo, y en razén a que “los niflos pequenos, en particular,
pueden tener menor capacidad que los adultos para compensar la extravasacion
de plasma capilar” (35), “estdn en un mayor riesgo de DG” (35).

Por otra parte, la OMS plantea que “en el dengue, la amplificacion dependiente de
anticuerpos se ha considerado hipotéticamente como un mecanismo para explicar
el dengue grave en el curso de una infeccidbn secundaria y en lactantes con
infecciones primarias” (35).

Los estudios coinciden en precisar que el dengue “puede afectar a cualquier edad
siendo mas susceptible los nifios y las personas mayores” (32). En Asia son
débiles los esfuerzos por erradicar el dengue; alli los nifilos menores de 1 afio de
edad y los de 4 a 9 afios, han sido sisteméticamente las victimas del dengue grave
(). Por su parte, en 1981 se documentd en Cuba la primera epidemia de dengue
hemorragico en la regién, causada por el serotipo 2 de un genotipo asiético.
Durante esta epidemia se notificaron mas de 300000 casos, de ellos més de
10000 graves o muy graves. Ademas, fallecieron 158 enfermos, entre ellos 101
nifios (36). Sin embargo,

“A diferencia de otras enfermedades infecciosas, las manifestaciones graves
del dengue son menos comunes en los nifios desnutridos que en los nifios
bien nutridos. Esta asociaciébn negativa puede estar relacionada con la
supresion de la inmunidad celular en la mal nutricion (32).”

Tabla 2. Comportamiento de los casos de dengue, en los menores de 19 afios en
Colombia, semanas epidemiolégicas 01-52, 2016

Categoria Dengue % Dengue % Total %
Grave
Menores de un afio 1.986 1,9 43 4,1 2.029 2,0
1 a 4 aflos 5.718 5,6 66 6,3 5.784 5,6
5 a9 afios 8.121 7,9 108 10,3 8.229 7,9
10 a 14 afios 9.906 9,6 132 12,6 10.038 9,7
15 a 19 afos 10.734 10,4 102 9,7 10.836 10,4

Fuente: Datos citados por el Instituto Nacional de Salud. Boletin epidemiolégico semanal. Semana
epidemioldgica niumero 52 de 2016. Pag. 99
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En estos términos, se asegura que ‘el DG también se observa regularmente
durante la infeccion primaria de lactantes cuyas madres son inmunes al dengue”
(35); por ello, “en el dengue, la amplificacion dependiente de anticuerpos se ha
considerado hipotéticamente como un mecanismo para explicar el dengue grave
en el curso de una infeccién secundaria y en lactantes con infecciones primarias”
(35). Sin embargo, “se ha logrado consenso en que tener menos de 15 afos de
edad es un factor de riesgo de DH y se han propuesto otros, entre ellos el ser de
la raza blanca y sufrir de enfermedades crdnicas como el asma y la diabetes” (36).
Solo en Colombia, “el 33,5 % de los casos notificados de dengue grave se
registraron en menores de 15 anos” (5) (Tabla 2).

5.4 PARAMETROS CLINICOS

El dengue se presenta con fiebre que dura entre 2 a 7 dias; incluye signos y
sintomas inespecificos como cefalea frontal, dolor retro-orbital, dolor de cuerpo,
nauseas, vomitos, dolor articular, diaforesis, irritacién conjuntival, inflamacién de
la garganta y brote (43). EIl brote es variable, cerca del 50% de los pacientes
generalmente lo presentan al inicio o al final del curso de la enfermedad,
usualmente empieza en el tronco y posteriormente en la cara y las extremidades.
Al final de la fase febril de la enfermedad, aparecen las petequias y un intenso
prurito (43). Las manifestaciones severas en el dengue varian desde petequias
hasta sangrado gastrointestinal. La hematuria y la ictericia son raras (43).

5.4.1 Reacciones alérgicas. Frente a la mayoria de las picaduras de insectos, se
produce una reaccion local que puede llegar a durar varios dias y que casi
siempre se resuelve sin tratamiento, aunque se den manifestaciones de dolor y se
aprecie “inflamacién y eritema en el lugar de la picadura. Las reacciones
generalizadas tras la picadura de insectos no himenopteros son poco frecuentes.
Los insectos mas implicados son los mosquitos” (38). Aunque “solo unos pocos se
saben productores de reacciones alérgicas” (38), Fernandez plantea que “la
prevalencia de anafilaxia tras una picadura de un insecto oscila entre un 1,5-34%”
(38), y que aun siendo la picadura generalmente inocua, “a veces se convierte en
vehiculo de transmisién de agentes patdgenos, y puede desencadenar reacciones
inmunoldgicas en el huésped” (38).

5.4.2 La inmunoglobulina E (IgE). Este es un tipo de anticuerpo presente
anicamente en mamiferos. Esta molécula

“Genera dos fragmentos, el fragmento responsable de la unién con antigeno
y el fragmento Fc que determina diversas funciones biolégicas en las
diferentes inmunoglobulinas. El fragmento esta formado por una region
constante y una region variable de una cadena pesada y de una cadena
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liviana. El fragmento Fc esta formado soOlo por regiones constantes de
cadenas pesadas (44).”

Las cadenas pesadas de la IgE son iguales entre si y “de acuerdo con su
constitucion son de la variedad conocida como epsilon (E), diferentes a las otras 4
variantes de cadena pesada que son la Gamma (G), Alpha (A), Mu (M) y Delta
(D)” (44). Se aclara también que

“Las funciones mas importantes de la IgE se dan en sus extremos: por el
lado de sus dominios variables se une especificamente al Ag mientras que
por el otro extremo, a través del CH4 tiene capacidad para unirse a la
membrana de la célula cebada, esto gracias a un receptor presente en la
superficie de esta célula que tiene gran afinidad para la IgE, receptor que es
conocido como Receptor de alta afinidad para el FceRI de la IgE (44).”

Debido a que “por lo general se lo utiliza como parte del estudio inicial de las
alergias” (44), se encuentra implicada en la alergia (reacciones del tipo | de
hipersensibilidad) y en la respuesta inmune efectiva contra diversos agentes
patdgenos, especialmente parasitos.

Para reconocer si una persona es alérgica a una sustancia en patrticular, se lleva a
cabo un andlisis de sangre de IgE, para identificar el alérgeno especifico. Los
anticuerpos IgE se encuentran principalmente en los pulmones, la piel y las
membranas mucosas. Hacen que los mastocitos (un tipo de célula involucrada en
el proceso de respuesta del sistema inmunolégico del organismo)
liberen/descarguen sustancias quimicas, incluyendo histamina, en el torrente
sanguineo. Son estas sustancias quimicas las que desencadenan muchos de los
sintomas alérgicos que afectan los 0jos, la nariz, la garganta, los pulmones, la piel
y el tracto gastrointestinal de las personas.

Dado que hay un anticuerpo IgE especifico para cada alérgeno (por ejemplo, el
IgE producido como respuesta al polen es diferente del IgE que se genera con una
picadura de abeja) el andlisis de variantes especificas en la sangre suele ayudar a
determinar si se sufre de una determinada alergia:

“La IgE se une a receptores Fc en las membranas de baséfilos sanguineos y
células cebadas de los tejidos. El enlace cruzado por antigeno de moléculas
de IgE unidas al receptor induce a los basofilos y las células cebadas a llevar
sus granulos a la membrana plasmatica y liberar su contenido en un
ambiente extra celular, un proceso que se conoce como degranulacion;
como resultado, se libera una diversidad de mediadores activos desde el
punto de vista farmacoldgicos y aparecen manifestaciones alérgicas (44).”

La manifestacion alérgica se produce en el momento en el que el sistema
inmunoldgico reacciona de forma exagerada ante algo que generalmente esta
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presente en el ambiente y de cierta manera es inocuo para la mayoria de las
personas. Para proteger en determinado momento al individuo de esta ‘supuesta
amenaza’ o alérgeno, lo que hace el sistema inmunolégico de una persona
alérgica es producir anticuerpos denominados ‘IgE’.

Se han realizado estudios para examinar la respuesta de la IgE durante las
temporadas de mosquitos, en Senegal Remoue (8), reconocié el potencial de
utilizar las respuestas de Ab de la saliva, para evaluar la exposicion a los vectores
de Aedes asi como los riesgos de infecciones, es un tema que debe seguir siendo
interesante en el campo epidemioldgico.

5.4.3 IgE y su relacidon con el dengue en nifios. Destacando que “los titulos
normales de IgE aumentan progresivamente desde el nacimiento, conforme el
nifo va recibiendo estimulos antigénicos, hasta los 10 - 12 afios en que se
alcanzan los titulos del adulto” (44), se reconoce que la prueba de total IgE es
“‘una prueba especifica para comprobar suposiciones clinicas de alergia” (44) en
los menores.

“Al determinar los titulos de IgE lo primero que debe considerarse es si nos
referimos a IgE total o a IgE especifica. IgE total es la suma de todas las
moléculas de IgE contra las multiples especificidades antigénicas que tenga
el individuo mientras que IgE especifica es la cantidad de IgE contra un
antigeno determinado (44).”

En San Andrés Islas, en 1999, se evalué el estado seroldgico para la infeccion por
dengue, en 168 pacientes procedentes de diferentes lugares de la Isla; la cual esta
ubicada en zona endémica para dengue (15). En los resultados se encontrd
niveles séricos de IgE total mas elevados en los seropositivos para IgM y para IgG
(15). De esta forma, se identifico que, niveles de IgE son significativamente mas
altos en la poblacion con la infeccién por dengue en fase aguda ya sea primaria o
secundaria.

Por consiguiente, los niveles anormalmente altos de IgE en individuos con la
exposicién actual o pasada al virus del dengue, sugieren que, con una respuesta
inmune balanceada, se puede conducir a la resolucion de la enfermedad (15).
Ademas, el virus del dengue posee la capacidad para inducir la produccion de
interleucina, que participa en la sintesis de IgE en humanos (4). El aumento de los
niveles séricos de IgE durante la fase aguda de la infeccién por dengue, y la
persistencia de niveles altos de IgG después de la recuperacion de la enfermedad
del dengue, puede indicar la presencia de una respuesta especifica de IgE y
posiblemente reflejar la inmunidad (15).

Lo cierto es que “la piedra angular del diagndstico de la alergia a los mosquitos es
la obtencion de una historia clinica y los hallazgos del examen fisico pertinente.

29



Todas las reacciones por picadura de mosquito estan inmunolégicamente
mediadas, incluyendo los mecanismos mediados por IgE (38),” incluso anafilaxias”
(38). En quienes son sensibilizados “con produccién de niveles elevados de IgE e
IgG especificos dirigidos contra proteinas salivares de diferentes especies de
mosquitos, se ha demostrado la adquisicion de tolerancia, como una
desensibilizacion verdadera, después de la exposicion continuada a las picaduras”
(38).

También se ha demostrado que los niveles de IgM se muestran mas elevados en
los casos de dengue que en los casos de fiebre hemorragica del dengue (DHF),
mientras que los niveles de IgG, IgA y de IgE se muestran mas altos en los casos
de dengue hemorragico, con mayor importancia en las infecciones primarias (2).
Se asegura que existe una correlacion significativa de 1gG con el recuento de
plaguetas, que mientras las plaguetas estdn bajas, la IgG se encuentra mas
elevada (2); sin embargo, se asegura que esta correlacion no se da con la IgM (2).

Como resultados de diversas investigaciones que plantean y apoyan la teoria
mejora dependiente de anticuerpos (ADE) como factor contribuyen a la severidad
del dengue (45), sin embargo Syenina et al. (45) no excluye la posibilidad de
mecanismo adicionales de anticuerpos promuevan el dafio vascular durante la
infeccion por dengue. Anticuerpos IgE e IgG tienden a enlazarse a los receptores
Fc en la union con el mastocito y demuestra de firma que mastocitos
sensibilizados con anticuerpos IgE aumentan la degranulacion de este en
respuesta al virus dengue.

Con ello, se plantea la posibilidad de que IgG, IgA y la IgE, cuando se producen en
respuesta a infecciones primarias, pueden estar contribuyendo a la patogénesis,
mientras que la IgM producida en respuesta a infecciones secundarias, puede ser
sefal de la necesidad de proteger al portador del dengue a dengue grave (2).

En razéon a existir la posibilidad de que el dengue grave “se acompaife de
reacciones auto inmunitarias” (36), debido a “la presencia de anticuerpos contra la
proteina viral E y contra la proteina viral NS1 (con reactividad cruzada con algunos
factores de la coagulacion y con las plaquetas, respectivamente)”’ (36), es que se
asegura que “estos anticuerpos pueden desempeiar un papel importante en el
mecanismo patogeénico durante la infeccion secundaria” (36):

“El dengue se encuentra en una coyuntura historica dentro del proceso de
cambio de los patrones de morbimortalidad y en la transicion epidemioldgica,
se lo ubica en el proceso definido como contratransacion debido a su
resurgimiento, cuantos afios antes habian sido eliminado el vector y por lo
tanto, el riesgo de transmision (32).”

30



Figura 2. Correlacion entre anticuerpos IgM y la IgG, y el recuento de plaquetas
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5.4.4 Las respuestas de anticuerpos IgE e IgG4 a Aedes. En vista de diversos
estudios logrados con el objetivo de desarrollar nuevas pruebas diagndsticas para
evaluar los riesgos de alergia inducidos por picaduras de mosquitos y
para la identificacion de proteinas salivales (8), IgE e IgG4, son considerados
“‘isotipos frecuentemente asociados con la alergia” (8). “No se conoce el papel
gque desempefian estos anticuerpos desde el punto de vista de la respuesta
inmunitaria y la patogenia de la enfermedad” (36); sin embargo, se cuenta con
interesantes estudios al respecto, reconociendo que “muchas preguntas sobre su
patogenia siguen sin respuesta” (46).

En ese sentido, se han realizado evaluaciones epidemioldgicas a gran escala en
nifos africanos expuestos al vector del dengue, con las cuales se ha demostrado
que se observa un aumento de los niveles de la produccion de anticuerpos IgE e
IgG4 especificos (8), de acuerdo con los periodos de lluvias (iniciando y
terminando la época), tiempo en el cual la poblacion se encuentra mas vulnerable
a la picadura del mosquito, en nifios en edades entre 1 y 6 afios (8). Estos
resultados apoyan el uso de estos anticuerpos como un indicador potencial de la
exposicién a la picadura del vector. Se aprecia influencia de la edad en la
respuesta anti-saliva dependiente del isotipo, los cuales pueden usarse como
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marcadores de la exposicion al Aedes, sin embargo, se plantea la hipétesis de que
la respuesta anti-saliva IgG4 estaria mejor en nifios de 1 a 3 afios, mientras que la
IgE podria ser un indicador en nifios mayores de 3 afios (11).

Esta informacién podria ser utilizada como una herramienta inmuno-
epidemiologica para el monitoreo de la poblacion en riesgo y para evaluar el riesgo
de enfermedades transmitidas por vectores, también podria incorporarse para
determinar la eficacia de estrategias de intervencion (8).

Cuando una persona es alérgica a una sustancia en particular, el sistema
inmunitario cree, errbneamente, que esta bajo una invasion antigénica por
parasitos, y produce la IgE, en un intento de "proteger" el organismo; de esta
manera, se producen diferentes sefiales de alergia:

“Anticuerpos IgE se fijan a la superficie de las células llamadas mastocitos,
localizadas en la piel y mucosas, y a basofilos circulantes en el torrente
sanguineo. Cuando el paciente vuelve a tener contacto con el alérgeno se
produce una interaccion con la IgE fijada a dichas células y se efectia un
cambio en la superficie de estas células, que liberan una serie de
mediadores pro inflamatorio, responsable de los diferentes sintomas y
signos de las enfermedades alérgicas (44).”

En quienes son sensibilizados “con produccion de niveles elevados de IgE e IgG4
especificos dirigidos contra proteinas salivares de diferentes especies de
mosquitos, se ha demostrado la adquisicion de tolerancia, como una
desensibilizacion verdadera, después de la exposicion continuada a las
picaduras” (38). Por lo tanto, se destaca que los individuos sensibilizados a Aedes
y que mostraban reaccion inmediata, presentaban altos niveles de IgE especifica
e 1gG4, enfatizando a la vez, que “el aumento de las subclases IgG también
puede jugar un papel protector”. En estudios recientes se demuestra que entre el
82% y el 90% de los nifios de Finlandia y México, tienen anticuerpos IgE
especificos; dado el caso, “en Finlandia, el verano va acompafado de un aumento
de los niveles de IgE, IgG1 e IgG4 en la poblacion (4).

Otros acercamientos importante realizados por Cantillo et al. (4), Mencioné el
papel que juega la saliva del vector, al momento de la picadura instaura sustancias
como lisozimas, glucosidasas antibacterianas, anticoagulantes, antiagregantes
plaquetarios y vasodilatadores capaces de inducir una respuesta que se puede
presentar de cuatro formas: 1. Reacciones locales como erupcién, calor, urticaria o
prurito, 2. Reacciones retardadas con formacion de cicatrices, 3. Reacciones
locales exacerbadas y 4. Anafilaxia sistémica.

Cantillo et al. (4), mostré como en un modelo de ratones sensibilizados la picadura

del Aedes indujo la respuesta Th2 y niveles mas altos de IgE e IgG comparado
con ratones que no estaban sensibilizados. También indicé el importante papel
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gue desempefia el mastocito al producir cambios en la permeabilidad vascular y
extravasacion de liquidos y reclutamiento de neutréfilos en el sitio de la picadura
del mosquito, este hallazgo sugiere que la saliva del vector puede ser el
responsable de la respuesta inflamatoria.

5.4.5 Factor de crecimiento de las células endoteliales vasculares (VEGF) y su
relacion con el dengue. Situacion similar se percibe frente al VEGF, cuando se
trata de reconocer los diversos parametros clinicos y paraclinicos alrededor de las
formas graves de la infeccion por dengue, en razén a su papel en la promocion de
la permeabilidad endotelial; estudios recientes confirman la presencia de
biomarcadores predictores, indicando que el VEGF puede contribuir al
reconocimiento de la inflamacién y coagulacion (13), cuando se trata de la
infeccion por dengue. Los acercamientos cientificos sefialan que el nivel endotelial
vascular A (VEGF-A) se registra significativamente en pacientes con fiebre grave
de dengue (12).

Estudios como el de Srikiatkhachorn, et al. (47), sefialan que los niveles elevados
del factor de crecimiento endotelial vascular (VEFG) y la disminucion significativa
de plaquetas y receptor 2 del factor de crecimiento endotelial vascular (VEFGR2),
explican el mecanismo de pérdida de plasma o fuga capilar. Se ha descubierto
que en el dengue grave se produce la aparicion de una “tormenta” de citocinas
que pueden inducir al mal funcionamiento de las células endoteliales, la
permeabilidad vascular y por consiguiente en la fuga vascular (12), que es
caracteristica de estas formas de dengue. Las investigaciones se han realizado
comparando en el plasma, los niveles de VEGF-A y sVEFGR-1 y -2 en pacientes
portadores del virus del dengue, hallando un aumento de VEGF-A y la disminucién
de sVEGFR-2 (13).
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6. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

VARIABLES DEFINICION CATEGORIAS TIPO DE NIVEL DE
VARIABLE MEDICION
Edad Tiempo que ha vivido una persona Afos Cuantitativa Continua
desde el nacimiento hasta el momento Razén
de la consulta
Sexo Condicion organica que distingue al Mujer Cualitativa Nominal
hombre de la mujer Hombre Dicotémica
Dias de fiebre Nidmero de dias con aumento de la Dias Cuantitativa Razén
temperatura por encima de 38 grados
centigrados.
Vomito Sintoma. Expulsion violenta del Si Cualitativa Nominal
contenido del estbmago a través de la No Dicotémica
boca
Dolor abdominal Sintoma. Sensacién desencadenada Si Cualitativa Nominal
por el sistema nervioso que se extiende No Dicotémica
o localiza desde la parte inferior del
pecho hasta la ingle
Diarrea Sistema que consiste evacuaciones Si Cualitativa Nominal
acuosas y blandas No Dicotémica
Sangrado Perdida que sangre, la cual se filtra Si Cualitativa Nominal
desde los vasos sanguineos u érganos No Dicotémica
Diagnéstico Clasificacién de casos de dengue en: Dengue con signos Cualitativa Ordinal
dengue grave, dengue con signos de de alarma
alarmay sin dengue. Dengue grave
Sin dengue
IgE — especifica Cantidad de IgE contra un antigeno oD Cuantitativa Continua
determinado en este caso al Aedes Razén
IgE Total Cantidad de IgE en sangre oD Cuantitativa Continua
Razon
1gG4 — especifica Cantidad de 1gG4 contra un antigeno oD Cuantitativa Continua
determinado en este caso al Aedes Razén
Ascitis Acumulacion de liquido en el espacio Si Cualitativa Nominal
que existe entre el revestimiento del No Dicotémica
abdomen y los 6rganos abdominales.
Hematocrito - HTO Concentraciones de glébulos rojos en Ul/ml Cuantitativa Continua
sangre Razon
Leucocitos Concentraciones de leucocitos en Ul/ml Cuantitativa Continua
sangre Razon
Plaquetas Concentraciones de plaquetas en Ul/ml Cuantitativa Continua
sangre Razon
Factor de necrosis Concentraciones de sTNFR en sangre Ul/ml Cuantitativa Continua
tumoral solubles — Stnfr Razén
Interleucina 2 soluble — Concentraciones de slL2 en sangre Ul/mi Cuantitativa Continua
siL 2 Razon
Factor de crecimiento Concentraciones de VEFG en sangre Ul/ml Cuantitativa Continua
endotelial vascular — Razén
VEGF
VEFGR 2 Concentraciones de VEFGR2 en sangre Ul/mi Cuantitativa Continua
Razén
Interleucina 6, 10y 8 Concentraciones de IL 6, 10y 8 en Ul/ml Cuantitativa Continua
sangre Razén
sST 2 Concentraciones de sST2 en sangre Ul/mi Cuantitativa Continua
Razon
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7. DISENO METODOLOGICO

7.1 TIPO DE ESTUDIO

Se desarrolldé un estudio observacional, de corte transversal — analitico, que
permitidé calcular posibles relaciones entre las variables de niveles de anticuerpos
IgE e 1gG4 especificos anti Aedes con la gravedad del dengue, se utilizaron los
datos de la seroteca perteneciente al grupo de investigacion Parasitologia y
Medicina Tropical de la Universidad Surcolombiana.

7.2 LUGAR

El grupo de investigacion Parasitologia y Medicina Tropical de la Universidad
Surcolombiana, cuenta con una seroteca ubicada en el laboratorio de Inmunologia
e infeccion (I & 1) en el segundo piso de la facultad de salud. Dicha seroteca
almacena muestras de pacientes con diagnostico de dengue, Chikungunya, zika y
enfermedades autoinmunes, atendidos en las unidades pediatricas de urgencias e
infectologia del Hospital Universitario Hernando Moncaleano Perdomo. Ademas,
se incluyen muestras de nifilos sanos de instituciones educativas considerados
como controles.

El procedimiento para la toma de muestras en pacientes con diagnéstico de
dengue en las fases aguda y de convalecencia, cumple con los requerimientos
éticos (consentimiento informado firmado por los padres); e incluye la toma de
muestras en la fase aguda y convalecencia, que es realizada por el personal de
enfermeria de los dos servicios mencionados, de acuerdo con los estandares
técnicos para la toma, transporte, separacion y almacenamiento de muestras. (Ver
anexo A). Previo a la toma de la muestra, se cumple con los requerimientos éticos
de consentimiento informado firmado por los padres. Cada muestra va
acompafada de los datos de la historia clinica, que son registrados en una base
de datos codificada.

7.3 POBLACION

Para este estudio la poblacion estuvo conformada por 293 muestras de la
seroteca, con las siguientes caracteristicas: menores de 15 afios, con diagndstico
de dengue grave (60), dengue con signos de alarma (55), dengue sin signos de
alarma (58) y 120 muestras de nifios de instituciones educativas considerados
como controles.
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7.4 MUESTRA

La muestra fue no probabilistica por conveniencia. De la base de datos codificada
de acuerdo con la clasificacion se tomaron los datos de las muestras que tuvieran
la informacién completa de la medicion de niveles de IgE e IgG4 especifica.
Quedando de la siguiente manera:

Grupo 1: 16 niflos con dengue grave
Grupo 2: 15 nifios con dengue con signos de alarma
Grupo 3: grupo control 26 niflos sanos

7.5 ESTRATEGIAS PARA CONTROLAR SESGOS

El sesgo de informacion, dado que los datos son de fuente secundaria, pero se
garantiza la calidad del dato teniendo en cuenta que el registro de los datos lo
realizan los residentes de la especializacion en pediatria de la Universidad
Surcolombiana de acuerdo con la informacién registrada en la historia clinica y
reportes de laboratorio; ademas se realiz6 depuracién de la base de datos. Otro
tipo de sesgo de informacion detectado es que los padres pueden no tener claro el
tiempo de evolucion de los signos y sintomas, pero estos datos son recolectados
generalmente durante la fase febril, muy cerca de inicio del cuadro clinico, esto
puede asegurar q la informacion sea de mejor calidad.

También se puede identificar el error aleatorio dado por el tamafio de la muestra y
al muestreo por conveniencia.

7.6 TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS PARA LA RECOLECCION DE DATOS
Como técnica para la recoleccion de datos, se utilizé una revision documental que
permite utilizar registros almacenados en una institucion.

El procedimiento

Se solicité permiso al director del grupo de investigacion para obtener el acceso a
la base de datos de la seroteca de los nifios atendidos en el Hospital Universitario
HMP entre enero de 2011 a junio de 2016.

Una vez obtenida la base de datos se dispone hacer la respectiva depuraciéon y
ajustes de la base de datos.

7.7 INSTRUMENTO PARA LA RECOLECCION DE INFORMACION

El instrumento para la recoleccién de informacion fue un formato de base de datos
en Microsoft Excel, el cual comprende datos de caracterizacion sociodemografica,
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de signos clinicos y paraclinicos de los nifios. Para validar la base de datos se
realizé una revision por experto (ver anexo B).

7.8 CODIFICACION Y TABULACION

Las variables de la base de datos se ajustaron con cédigos binarios para facilitar el
andlisis, de la siguiente manera: utilizando el cédigo 1 (uno) igual a Siy O (cero)
igual a No. Las variables cuantitativas se registran tal cual se obtienen. Para el
andlisis de la variable diagnéstico se codificé en 1 (dengue grave), 3 (dengue con
signos de alarma) y O (sin dengue).

7.9 FUENTES DE INFORMACION

La fuente de informacion fue secundaria, ya que los datos pertenecen a la
seroteca del grupo de investigacion de parasitologia y medicina tropical.

7.10 PLAN DE ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Para el analisis de la informacion se utiliz6 el programa STATA® version 14.0 con
licencia numero serial 301406291769. Se realiz6 un analisis descriptivo de las
variables caracteristicas sociodemogréficas, caracteristicas clinicas y paraclinicas.
Para las variables cualitativas se calcularon proporciones y para las variables
cuantitativas se hallaron medianas y rango intercuartilico. Posteriormente se
realizé6 un andlisis bivariado exploratorio calculando X?, Kruskal Wallis y U Mann
Whitney para las variables continuas y para las variables cualitativas se calcularon
OR. Este andlisis permitié identificar las variables que se tuvieron en cuenta para
el analisis multivariado.

Previa realizacion de estas pruebas se comprueba la normalidad de las variables
continuas con la prueba de Shapiro Wilk. Al realizar esta prueba se encontré que
las variables no presentan una distribucion normal. Por lo tanto, se procedid a
aplicar pruebas no paramétricas, para las variables cuantitativas se aplico la
prueba de Kruskal Wallis y U Mann Whitney. Se realiz6 una correlacion de
Spearman para evaluar la tendencia que presentan las variables que fueron
estadisticamente significativas con las variables 1gG4 — especificas, proteina
especifica ST2 soluble (sSt2), VEFG.

7.11 CONSIDERACIONES ETICAS

En este tipo de estudio, la privacidad del participante es el punto mas sensible a
manejo ético. Por esto, se establecido un compromiso de proteger la privacidad de
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los participantes, ademas de garantizar la confidencialidad de los datos que se
utilizaron en el estudio. En la publicacion, los datos son presentados de manera
gue se asegura el anonimato.

El estudio se considerd riesgo minimo para los sujetos participantes (Titulo I,
articulo 11 literal a, Resoluciéon 8430 de 1993, Ministerio de Salud), pues no se
intervino de ninguna manera las variables fisioldgicas de los pacientes, se utilizo la
base de datos de la seroteca. El principio de la beneficencia prima, el
conocimiento que se obtuvo en este estudio beneficiard a la comunidad cientifica
en general, pero especialmente a la regional, ya que los datos permitieron
identificar que la IgG4 probablemente esta relacionada con la disminucion de los
casos de dengue grave. El beneficio para la comunidad en general es que la
identificacion de los marcadores permitird una intervencion oportuna para prevenir
la progresion o limitar la gravedad del dengue. Se solicitdé permiso al Comité de
Etica de la Facultad de Salud de la Universidad Surcolombiana, el cual fue
aprobado por medio del Acta No. 02 del 27 de mayo de 2015.
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8. RESULTADOS

Para el presente andlisis se tuvo en cuenta la revision de la base de datos de la
seroteca del laboratorio de Inmunologia e infeccion (I & I) de la facultad de salud,
se incluyeron un total de 57 registros que cumplieron con los criterios de inclusion:
15 correspondian a casos de dengue grave (DG), 16 a dengue con signos de
alarma (DCSA) y 26 controles.

8.1 CARACTERIZACION SOCIODEMOGRAFICA DE LOS NINOS OBJETO DE
ESTUDIO.

Al analizar las caracteristicas sociodemograficas se encontré un mayor porcentaje
de hombres y en cuanto a edad hay diferencia estadisticamente significativa entre
los tres grupos (Tabla 3).

Tabla 3. Descripcidon de caracteristicas demograficas de los nifios objeto de
estudio.

Variable Sin dengue (n=26) DCSA (n=15) DG (n=16) Kruskal P
Wallis
Edad (Afios) | Mediana: 12 Mediana: 5 Mediana: 6
*RIC: 12 - 14 *RIC:35-9,5 | *RIC: 3-8 31,27 0,0001
Sexo X2
Masculino 77% (20) 60% (9) 69% (11) 132 051
Femenino 23% (6) 40% (6) 31% (5) ' '

*RIC: Rango Intercuartilico

8.2 CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS NINOS CON DENGUE EN FASE
AGUDA.

Para el andlisis de las caracteristicas clinicas se tuvo en cuenta los 31 casos de

dengue en fase aguda, las mas frecuentes fue vomito en el 74% de los pacientes,
dolor abdominal en el 42% y en el 41% cinco dias de fiebre.
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Tabla 4. Caracteristicas clinicas de los nifios con dengue en fase aguda.

Vomito DG (n=16) DCSA (n=15) OR IC — 95%
Si 69% (11) 80% (12) -

No 31% (5) 20% (3) 0,55 0,10 - 2,86
Dolor Abdominal OR C—o5%
S 12% (2) 73% (11) 3

No 88% (14) 27% (4) 0,05 0,0007 — 0,33
Diarrea OR c o5
S 12% (2) 13% 2) -

No 88% (14) 87% (13) 0,92 011-75
Ascitis OR ic o5
N o ) 2,0 0,16 — 24
No 88%(14) 93%(14) ’ 16 -

Al comparar la presencia de estas caracteristicas clinicas entre los dos grupos de
DG y DCSA, no hubo diferencia estadisticamente significativa (mediana 5, RIC 4 —
5) en las medianas de dias de fiebre. Solo el dolor abdominal presenta diferencia
estadisticamente significativa (OR 0,05; 1C-95% (0,0007 — 0,33)). (Tabla 4)

8.3 CARACTERISTICAS PARACLINICAS DE LOS NINOS CON DENGUE EN
FASE AGUDA

Tabla 5. Descripcion de caracteristicas paraclinicas de los nifios con dengue en
fase aguda.

Variable DCSA (n=15) DG (n=16) Whitroy
. Mediana: 38 Mediana: 37,8
Hematocrito *RIC: 35 — 40,3 *RIC: 36,0 — 41,7 0,782
Leucocitos Mediana: 3300 Mediana: 4050,0 0.276
*RIC: 1900 — 5400 *RIC: 2800,0 — 8600,0 ’
Plaguetas Mediana: 58000 Mediana: 35000 0.0002
q *RIC: 48000 — 94000 *RIC: 24250 — 43000 '
Mediana: 7971,4 Mediana: 9624,3
STNFR *RIC: 54925 — 9585,4 *RIC: 4978,7 — 12562,9 0,580
sIL2 Mediana: 3895,3 Mediana: 5050,1 0.812
*RIC: 3224,8 — 5961,3 *RIC: 2998,9 — 6715,6 ’
Mediana: 171,4 Mediana: 53,3
VEGF *RIC: 55,2 — 292,3 *RIC: 45-73,4 0,003
Mediana: 10603,4 Mediana: 10974,7
VEGFR2 *RIC: 6957,8 — 12708,5 *RIC: 7187,3 — 14376,5 0.874
Mediana: 10,0 Mediana: 7,4
IL6 *RIC:6,1-17,8 *RIC: 3,9-9,0 0,080
Mediana: 49,0 Mediana: 32,1
IL10 *RIC: 25,2 —105,1 *RIC: 12,4 -70,2 0.289
Mediana: 21,2 Mediana: 23,4
IL8 *RIC: 19,2 -32,2 *RIC: 17,5 - 28,7 0,649
Mediana: 318,6 Mediana: 2337,3
s5T2 *RIC: 34,3 — 1050,4 *RIC: 985,9 — 3607,7 0,004

*RIC: Rango Intercuartilico
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Se compararon los recuentos plaquetarios entre los grupos de DCSA y DG,
observandose niveles mas altos de plaquetas en el primer grupo (p=0,0002). La
concentracion de VEGF (p=0,003) fue mas elevada en los nifios con DCSA;
mientras que el nivel sST2 fue més alto en el DG (p=0,004). (Tabla 5).

Teniendo en cuenta las diferencias encontradas en plaquetas, VEGF y sST2, se
evaluaron las tendencias entre estos y los niveles de anticuerpos IgE e 1gG4
especificos, a través de la correlacion de Spearman (Tabla 6.). De acuerdo con lo
esperado se observan tendencias positivas en la relacion de VEGF Vs Plaquetas
(p=0,022) y tendencias negativas en sST2 Vs Plaquetas (p=0,035).

Tabla 6. Correlacion de Spearman de los nifios con dengue en fase aguda.

Variables Correlacion de Spearman P

VEGF Vs Plaguetas 0,4082 0,022

sST2 Vs Plaguetas -0,3926 0,035

VEGF Vs sST2 -0,2843 0,1350
IgE-especifica Vs Edad 0,2815 0,1318
IgE-especifica Vs VEGF 0,1460 0,4331
IgE-especifica Vs sST2 0,0096 0,9614
IgE-especifica Vs plaguetas 0,0771 0,6855
IgG4-especifica Vs Edad -0.2151 0, 2451
IgG4-especifica Vs VEGF -0,1425 0,4446
IgG4-especifica Vs sST2 0,0370 0,8490
IgG4-especifica Vs plaguetas -0,2517 0,1719

8.4 RELACION ENTRE NIVELES SERICOS DE IGE TOTAL, IGE E IGG4
ESPECIFICOS ANTI AEDES CON LA GRAVEDAD DEL DENGUE

Buscando una posible relacién entre los niveles séricos de IgE total, IgE e 1gG4
especificos anti Aedes con la gravedad del dengue se dicotomizaron las variables
continuas (inmunoglobulinas) con los siguientes puntos de corte: IgE total 0,150
OD, IgE especifica 0,2 OD e IgG4 especifica 0,5 OD (48). Se consideraron como
negativos valores por debajo de los mencionados.
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Tabla 7. Relacion entre los niveles de IgE total, IgE e IgG4 especificos anti Aedes
con la gravedad del dengue

Dengue con signos de alarma (n=42)
Si (n=16) No (n=26) OR IC 95%
IgE total
Positivo 29% (12) 26% (11) 4,09 0,88 — 21,57
Negativo 9% (9) 36% (36%)
IgE especifica
Positivo 2% (1) 7% (3) 0,511 0,009 — 7,17
Negativo 36% (15) 55% (23)
1gG4 especifica
Positivo 21% (9) 45% (19) 0,47 0,10-2,15
Negativo 17% (7) 17% (7)
Dengue Grave (n=41)
Si (n=15) No (n=26) OR IC 95%
IgE total
Positivo 19% (8) 27% (11) 1,55 0,36 - 6,78
Negativo 17% (7) 37% (15)
IgE especifica
Positivo 2% (1) 7% (3) 0,54 0,009 — 7,17
Negativo 35% (14) 56% (23)
IgG4 especifica
Positivo 12% (5) 46% (19) 0,18 0,036 - 0,879
Negativo 24% (10) 17% (7)

Solo en los niveles séricos de la IgG4 especifica en pacientes con DG vy los
controles se encontrd una posible relacién estadisticamente significativa (Tabla 7).
Teniendo en cuenta esta informacion se realiza una regresion logistica incluyendo
los niveles séricos de IgG4 especificos, IgE especificos e IgE Total y dengue
(Tabla 8). Se obtuvo que la oportunidad que tienen los nifios de tener DG con
niveles séricos de 1gG4 especifica mayores de 0,5 OD es 78% menor (OR - 0,22),
comparado con la oportunidad de tener DG con niveles séricos de 1gG4 especifica
menores de 0,5 OD cuando se ajusta por IgE especifica e IgE total.
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Tabla 8. Relacion de niveles séricos de IgG4 especifica, IgE especifica e IgE total
y la presencia de dengue.

Variables OR 1C95% p
1gG4 especifica 0,22 0,06 — 0,77 0,018
IgE especifica 0,78 0,10 — 5,89 0,814
IgE total 3,42 1,00-11,70 0,050
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9. DISCUSION

Se ha sugerido que existe una relacién entre la concentracion de IgE total y el
dengue toda vez que niveles séricos de IgE se han encontrado mas elevados en el
suero de pacientes que han tenido dengue hemorragico (15). La IgE desencadena
una respuesta de hipersensibilidad inmediata (49), uniéndose al mastocito por
medio del receptor FceRI (50). Por lo cual la interaccion de la IgE con antigenos de
la saliva del mosquito vector el Aedes aegypti podria generar una inflamacion
temprana que influencie la evolucion clinica del dengue en el paciente afectado.
Cantillo JF. et al. (48) Identificé la tropomiosina, proteina de la saliva del mosquito,
como aquella que generaba reactividad de la IgE, de esta manera sefiala que
podria servir para el diagndéstico de la alergia causada por vectores.

En el presente estudio se exploran niveles séricos de IgE e IgG4 especifica a
proteinas del mosquito en relacion con la gravedad del dengue. No se encontrd
una relacion entre los niveles séricos de IgE especifica a proteinas de la saliva del
mosquito (tropomiosina) con los analisis de los OR, pero se encontrd evidencia
estadisticamente significativa para la IgG4 especifica cuando se compara el grupo
de nifios con DG y los nifios control, se encontré que la oportunidad que tienen los
nifios de tener DG con niveles séricos de IgG4 especifica mayores de 0,5 OD es
78% menor (OR — 0,22), comparado con la oportunidad de tener DG con niveles
séricos de 1gG4 especifica menores de 0,5 OD.

La 1gG4 es una subclase de la IgG. La IgG4 es caracteristica de tolerancia al
alérgeno incluso como antagonista de la actividad de la IgE, probablemente
provocado por las células T reguladoras, productoras de TGF(J, IL-10 e IL-35 (51),
(8). La IgG4 en comparacion con IgG (IgG1, IgG2 e IgG3) proporcionan una base
estructural para la menor afinidad de union a receptores de Fcy.(52). James LK. et
al. (52) evidencia dos posibles mecanismos por el cual 1gG4 inhibe la
hipersensibilidad mediada por IgE; el primero, al secuestrar el antigeno 1gG4
puede funcionar como un anticuerpo blogueante, evitando la que la IgE se una al
receptor y la segunda, IgG4 se ha propuesto para co-estimular el receptor de 1gG
inhibidor FcyRIIb, que puede regular negativamente la sefnalizacion de FceRIl y a
su vez inhibir la activacion de células efectoras. El aumento en la sintesis de IgG4
disminuye la fijacion del complemento por la via clasica y por ende la sintesis de
Cbha activadora igualmente del mastocito (53). Al generar tolerancia la 1gG4, podria
verse implicada en la disminucion de sintomas y probablemente desempefiaria
una funcion importante de proteccion, para que no se dé la enfermedad en el
huésped.

Se identificé la gravedad del dengue segun hallazgos paraclinicos en los nifios
diagnosticados con dengue, atendidos en el Hospital Universitario Hernando
Moncaleano Perdomo de la ciudad de Neiva, se evalué la relacion con
biomarcadores presentes en esta enfermedad, encontrdndose diferencias
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estadisticamente significativas con las plaquetas, VEGF y sST2; aqui como el
estudio de Villar et al. (54) Evalla la presencia de biomarcadores predictores de
trombocitopenia, vasodilatacion y fuga capilar caracteristicos del DG. Los
mastocitos son productores de sustancias como histamina, citocinas tales como IL
6, 8 y 10, VEGF, sST2, IFNy, TNFq (23), son blanco del virus dengue el cual
genera su degranulacion, proceso en el cual liberan sustancias mediadoras que
aumentan la permeabilidad vascular.

El VEGF es un factor asociado con la angiogénesis y la permeabilidad vascular,
por lo cual su determinacion en el dengue ha mostrado ser relevante en diversos
estudios. El VEGF se fija a tres receptores VEGFR1, VEGFR2 y VEGFR3, algunos
de estos receptores como el VEGFR1 pueden ser solubles y de ese método
antagonizan la funcion del VEGF. En el DG se ha encontrado aumento en las
concentraciones séricas de VEGFR1 y disminucién de la VEGFR2 (12)

Un estudio realizado en New Delhi — India por Mohit Singla. et al. (55), en 2016,
identific6 que sustancias liberadas por la degranulacion del mastocito se
encuentran presentes en el DG, el andlisis univariado y multivariado muestra que
las caracteristicas predominantes en el DG fue el aumento de la produccién de IL-
6, -8, -10 y VEGF. Tseng et al. (22) en Taiwan tomé 53 pacientes con diagndstico
de dengue, 39 con fiebre de dengue y 14 con fiebre hemorragica de dengue
(segun criterios OMS) y 5 pacientes con enfermedad febril no por dengue y
observd que al igual que en el presente estudio niveles plasméticos medios de
VEGF en pacientes con DG de 54,6 pg ml ™ siendo diferentes estadisticamente
significativos a los casos de fiebre de dengue, este aporte igual contribuye a que el
VEGF toma importancia en la angiogénesis y en la permeabilidad vascular.
También se identifico en el DG niveles mas bajos de VEGF (53,3 Ul/ml) mientras
que el VEGFR2 fue mas alto (10974,7 Ul/ml), lo que es consistente con
Rattanamahaphoom J. et al. (56), quienes evidenciaron que la activacion de
células T especificas en el DG se asocia con la modulacion de la expresion del
VEGFR2 que puede contribuir al aumento de la capacidad de respuesta del VEGF
y asi estimular o conducir a la activacion endotelial y fuga plasmética.

Ademas Guerrero et al. (57) demostraron el aumento del sST2 en el DG, asi
mismo se correlacion6 negativamente con el recuento plaquetario, siendo
compatible con los resultados encontrados en el presente estudio, donde por
medio de la correlacion de Spearman el sST2 y las plaquetas presentan una
correlacion inversamente proporcional la cual fue estadisticamente significativa.
También Villar. et al. (54) en su estudio cuantifica el sST2, y otros citoquinas en la
fase aguda de la enfermedad, encontrando niveles significativamente mas
elevados en el DG. Una vez mas se afirma el papel esencial de la respuesta
inflamatoria y regulacion de las citoquinas de la enfermedad y por lo tanto estos
hallazgos contribuyen a identificar grupos de riesgo para desarrollar formas graves
de la enfermedad.
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Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la edad de los
controles (nifos sanos) y los casos de dengue (DCSA y DG), esto puede ser
explicado porque las madres de nifios de 5 afios dificultan el acceso, ya que son
nifios sanos y no permiten el procedimiento de la toma de la muestra de sangre,
ademas Ramirez Enriquez F. et al. (58) establece valores de referencia de
concentraciones de IgE independientemente del sexo y la edad. De acuerdo a
caracteristicas clinicas la presencia del dolor abdominal fue estadisticamente
significativa en términos de su relacion con el DG, como se puede evidenciar en
otros estudios sobre manifestaciones y caracterizacion clinica en paciente con
dengue realizados en Catamarca Argentina (19) y Cartagena Colombia (42)
identifican el dolor abdominal en cerca del 70% de los pacientes con dengue.

Algunas limitaciones encontradas fue el efecto disefio de la investigacion, ya que
el tipo de estudio transversal no permite establecer relaciones causales; el tamafo
de muestra y el tipo de muestreo por conveniencia puede aumentar el error
aleatorio, un aumento en el nimero de pacientes podria dar mayor claridad en los
resultados.

Otro tipo de sesgo que pudo a ver afectado los resultados es el sesgo de
seleccion, al trabajar con una base de datos del grupo de investigacion de
parasitologia y medicina tropical. En cuanto al sesgo de medicién, no fue posible
conocer la historia de alergias del paciente y su clasificacion, aspecto que se debe
tener en cuenta para indagar en un proximo estudio. También es probable que los
padres puedan no tener claro el tiempo de evolucién de los signos y sintomas,
pero generalmente estos datos son recolectados durante la fase febril, muy cerca
del inicio del cuadro clinico, lo que puede sugerir q la informacion sea de mejor
calidad. Sin embargo, es importante tener en cuenta que los registros dados en la
base de datos provienen de la informacion registrada en la historia clinica por los
residentes de la especialidad en pediatria y los reportes del laboratorio de | & | de
la Universidad Surcolombiana.

Para tener mayor certeza podria tomarse una cohorte de individuos alérgicos al

mosquito y hacerles seguimiento para saber si en caso de ser infectados con el
virus dengue presentan formas graves de la enfermedad.
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10. CONCLUSIONES

En cumplimiento del desarrollo de los objetivos podemos concluir que de acuerdo
con las caracteristicas clinicas el dolor abdominal predomin6é en mayor proporcion
en los pacientes que presentaron dengue con signos de alarma. En cuanto a las
caracteristicas paraclinicas se obtuvo que niveles mas elevados de plaqueta y el
VEFG en los pacientes que presentaron dengue con signos de alarma y el
biomarcador sST2 mas alto en el grupo de pacientes que presentaron dengue
grave.

En cuanto a los niveles de anticuerpos IgE especificos no se pudo encontrar una
relacion estadisticamente significativa con los casos de dengue estudiados, sin
embargo, niveles de IgG4 especificos fueron estadisticamente significativos al
incluir el grupo de controles en el analisis de los datos. La mayoria de los estudios
descritos en la presente investigacion reportan la necesidad de continuar
indagando sobre la intervencién de los anticuerpos IgG4 especificos.

En definitivas, se puede concluir, que tras el objetivo general de establecer la
relacion entre los niveles de anticuerpos IgE e IgG4 especificos anti Aedes con la
gravedad del dengue en nifios atendidos en el Hospital Universitario Hernando
Moncaleano Perdomo de Neiva entre enero de 2011 a junio de 2016, como se
menciond anteriormente no se puede concluir en la relacion existente entre los
niveles de anticuerpos IgE especificos y la gravedad del dengue. Es preciso
aumentar el tamafo de la muestra de los grupos estudiados.
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11. RECOMENDACIONES

En razén a que el virus dengue, es una enfermedad relevante para la salud
publica, se recomienda contar con la historia de alergia del paciente infectado y su
clasificacion asi mismo comorbilidades, ya que estudios en Brasil reportan alergias
en piel, hipertension arterial y diabetes con factores de riesgo para desarrollar
dengue grave, asi propone mantener pacientes con dengue vigilados en las
unidades de salud para controlar la progresion y proporcionar una intervencion
temprana, lo cual permite reducir la mortalidad por esta enfermedad.

Se sugiere continuar indagando sobre la intervencion de anticuerpos IgE e 1gG4
especificos, puesto que como se pudo destacar en este estudio, existe poca
evidencia sobre la accién de estos anticuerpos en la infeccion por dengue,
también desarrollar una investigacion con un tipo de estudio epidemiolégico mas
fuerte, como los analiticos, donde se pueda hacer seguimiento a los pacientes y
se puedan establecer relaciones causales.
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ANEXOS



Anexo A. Protocolo técnico para la toma, transporte, separacion y almacenamiento
de muestras. Laboratorio | & I.

PROTOCOLO TECNICO PARA LA TOMA, TRANSPORTE, SEPARACION Y

ALMACENAMIENTO DE MUESTRAS
LABORATORIO DE INMUNOLOGIA E INFECTOLOGIA (1 & 1)

OBJETIVO

Describir el procedimiento de inclusion en los proyectos, recoleccion separacion y
almacenamiento de muestras ingresadas a la seroteca del laboratorio de infeccion
e inmunidad de la universidad Surcolombiana.

¢ QUE PACIENTES SON INCLUIDOS EN EL PROYECTO DE SEROTECA?

En la seroteca se almacenan muestras de todos los pacientes que son incluidos
en proyectos de investigacién y segun criterio medico cumplen con los requisitos
de cada proyecto.

Procedimiento:

Una vez el medico segun su criterio decide que el paciente cumple los requisitos
para ser ingresado al proyecto:

Debe hablar con los papas del paciente si es menor y/o con el paciente y su
acudiente, para explicarles en que consiste el proyecto, que tipo de
muestras se van a tomar y cuantas veces.

Si el paciente y/o los papas aceptan que su hijo sea incluido en el proyecto
se abre un paquete que contiene: consentimiento informado, resumen de
historia clinica y dos tubos tapa lila

Se debe pedir al paciente y/o a los papas que firmen el consentimiento
informado, que es el documento en que esta por escrito lo que el medico
les ha dicho previamente y que mediante su firma quedan informados y se
esta autorizando la toma y almacenamiento de muestras.

Una vez el paciente es incluido en el proyecto, se debe diligenciar los
documentos de historia clinica incluidos en el paquete y pasar los tubos a
enfermeria para que, al momento de tomar las muestras para los examenes
solicitados por el médico, se tome también la primera muestra para el
proyecto; el tubo debe ser marcado con nombre completo del paciente,
documento de identificacion y fecha de toma de muestra.

La muestra tomada debe ser llevada al servicio de infecto — pediatria y
almacenada en la nevera de la oficina, donde es recogida por el personal
encargado.

La segunda muestra se debe tomar dos dias después y el procedimiento
para esta toma es igual que con la toma del primer tubo.
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e El paciente debe citarse a control y ese dia a parte de la consulta se toma
una muestra de sangre.
TOMA DE MUESTRA

El personal auxiliar de enfermeria del servicio de urgencias y/o de infectologia
pediatrica es el encargado de tomar la muestra en los tubos tapa lila
proporcionados para el proyecto y que se encuentran en el paquete asignado al
paciente. Estos tubos deben marcarse con el nombre del paciente, numero de
documento de identidad y fecha de toma de muestra.

Una vez tomada la muestra se debe almacenarse a 4°C en la nevera de la oficina
de infectologia pediatrica.

TRANSPORTE DE MUESTRA:

De lunes a viernes en la mafiana y en la tarde la persona encargada de recolectar
las muestras pasa por Urgencias pediatria e infectologia pediatrica del hospital y
en una nevera de icopor colecta las muestras que encuentre y las traslada al
laboratorio de infeccion e inmunidad para su separacion.

Una vez llegan las muestras al laboratorio son registradas en el cuaderno, se les
asignan un cédigo consecutivo, con el cual también se marca el tubo.

SEPARACION DE MUESTRAS

Las muestras se centrifugan a 2500 rpm por 10 minutos

Por cada muestra se marca dos eppendorf estériles de 1.5 ml asi:

En la tapa se marca el codigo de la muestra y la tercera que indica si es primera
muestra a, segunda muestra b, tercera muestra c, y convalecencia d14.

El cuerpo del tubo se marca con el nombre del paciente y la fecha de toma de
muestra.

Los tubos centrifugados se llevan a la camara de flujo laminar donde se destapan
y el plasma obtenido es dividido en volimenes iguales usando puntas azules
estériles, en los dos eppendorf marcados previamente,

El tubo con las células se tapa y se deja en la mesa auxiliar de la camara para la
obtencion de mononucleares.

ALMACENAMIENTO

Las muestras recién separadas y alicuotadas se almacenan en el Ultracongelador
a -70°C en la caja del proyecto correspondiente.
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Anexo B. Instrumento de recoleccion de datos.
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Anexo C. Modelo administrativo.

MODELO ADMINISTRATIVOS

Cronograma

Actividades

Junio

Julio

Agosto

Septiembre

Octubre

Noviembre

Diciembre

Anteproyecto

Revision
bibliografica

Analisis de
resultados

Evento regional
con resultados
parciales

Elaboracion de
informe final y
sometimiento de
articulo para
publicacion

Presentacion
final de trabajo
de grado
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PRESUPUESTO

Presupuesto global de la propuesta fuentes de financiacion (en miles de $).

RUBROS TOTAL
Personal 15.000.000
Equipos
Software 3.828.000
Materiales 1.000.000
Salidas De Campo
Material Bibliografico 3.000.000
Publicaciones Y Patentes
Servicios Técnicos
Viaje Evento Nacional 400.000
Construcciones
Mantenimiento
Administracion
TOTAL 23.228.000

Descripcion de los gastos de personal (en miles de $).

Nomk_)re del Formacion Funcion en el DEDICACION
Investigador / Académica rovecto TOTAL
Experto/ Auxiliar proy (Horas/semana)
Jairo Antonio
Rodriguez Médico MSc PhD | Asesor cientifico | 2 H/S
Rodriguez
Dolly Castro Enfermera jefe Asesor 2 H/S
Betancourt MSc metodolégico
; Fisioterapeuta
Claud|,a Lor.ena Investigador 8 H/S
Garcia Rojas

TOTAL
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Descripcion de software que desea adquirir (en miles de $)

EQUIPO JUSTIFICACION RECURSO

STATA version 14.0 Para la realizacion del 3.828.000
analisis estadistico

Total 3.828.000

Descripcion y justificacion de los viajes (en miles de $)

Lugar /No. Justificacion Pasajes Estadia Total Recursos
de Viajes %) (%) dias
Universidad Participacion en
Nacional de pacio 200.000 100.000 | 2dias 400.000
. evento nacional
Colombia
TOTAL 400.000
Bibliografia (en miles de $)
ftem Justificacion Valor

Journal Allergy and Clinical

Immunology

bibliograficos

Busqueda de recursos

$1.000.000,00

Journal of Allergy

bibliograficos

Busqueda de recursos

$1.000.000,00

New England Journal of

Medicine

bibliograficos

Busqueda de recursos

$1.000.000,00

TOTAL

$3.000.000,00
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Anexo D. Correlacion de Spearman

Correlacion de Spearman de los nifios con dengue en fase aguda.

Variables Correlacién de Spearman p

VEFG Vs Plaguetas 0,4082 0,022
sST2 Vs Plaquetas -0,3926 0,035
VEFG Vs sST2 -0,2843 0,1350
IgE-especifica Vs Edad 0,2815 0,1318
IgE-especifica Vs VEFG 0,1460 0,4331
IgE-especifica Vs sSt2 0,0096 0,9614
IgE-especifica Vs plaguetas 0,0771 0,6855
IgG4-especifica Vs Edad -0.2151 0, 2451
lgG4-especifica Vs VEFG -0,1425 0,4446
IgG4-especifica Vs sSt2 0,0370 0,8490
IgG4-especifica Vs plaguetas -0,2517 0,1719

60




