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5. citoquinas cytokine

6. convalecientes convalescent

RESUMEN DEL CONTENIDO: (Maximo 250 palabras)

En el presente estudio se propuso determinar la utilidad de la clasificacion 2009 en estudios
inmunoldgicos pediatricos que analizan citoquinas (particularmente, la Interleuquina [IL]-6 e IL-8) en
los diferentes grupos de severidad clinica. Ademas, se busco establecer si existen diferencias en el
patrén de citoquinas proinflamatorias circulantes, en nifios con formas leves a severas de la infeccién
confirmada por DENV, cuando se aplica la clasificacion de la OMS de 1997 y la clasificacion revisada
de 2009.

Para esto, se realizo un estudio ambispectivo con 116 pacientes pediatricos incluidos en el registro
clinico del Programa de Medicina de la Universidad Surcolombiana, el Hospital Universitario de Neiva
y la E.S.E. Carmen Emilia Ospina de Neiva, con infeccién confirmada por DENV y a quienes, en la
fase aguda y de convalecencia, se les tomé muestra de plasma. A todos los nifios incluidos se les
midieron los niveles plasmaticos de interleuquina (IL)-6 e IL-8 usando un ensayo de citometria de
flujo multiplex basado en esferas. La identificacion de los pacientes usando las dos clasificaciones
fue realizada por expertos del departamento de Pediatria de la Universidad Surcolombiana y el
Hospital Universitario de Neiva a partir de los registros médicos existentes. :

Para definir la utilidad de las clasificaciones de dengue en estudios que evallan factores inmunes
como citoquinas, se compararon los patrones de las mismas en cada uno de los grupos obtenidos
con cada clasificacion, y se analizaron con métodos estadisticos no paramétricos. La sensibilidad y
especificidad de cada citoquina para diferenciar las formas severas de la infeccién en cada una de
las dos clasificaciones se obtuvo mediante el analisis de curva ROC.

Aqui se muestra que la IL-6 e IL-8 circulantes se encuentran elevadas durante la fase aguda de la
enfermedad y disminuyeron en la convalecencia. Con la actual clasificacién de 2009 se demostré un
incremento significativo en los niveles de IL-6 e IL-8 en los pacientes Dengue con signos de alarma
y Dengue grave cuando se comparan con el grupo Dengue sin signos de alarma, mientras que con
la clasificacién de 1997 no se obtuvo diferencias entre los grupos. Las dos clasificaciones mostraron
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capacidad comparable para identificar casos de enfermos con respecto a los sanos (convalecientes)
para las dos citoquinas (AUC < 0.76, P < 0.0006). Sin embargo, la clasificacién 2009 fue superior a
la 1997 identificando entre los enfermos, los casos de dengue grave con respecto a cuadros menos
severos usando la IL-8 (AUC: 0.76, P=0.002 Vs AUC: 0.54, P=0.523). Para la IL-6 esta capacidad
de identificacién no fue tan robusta.

Los resultados aqui mostrados contribuyen a fortalecer a la clasificacién actualmente aplicada en
pacientes infectados con DENV al poder ser aplicable a estudios inmunoldgicos que ayudan a un
mejor entendimiento de la fisiopatologia de la infeccion por DENV en pacientes peditricos.

ABSTRACT: (Maximo 250 palabras)

In the present study, it was proposed to determine the usefulness of the 2009 classification
in pediatric immunological studies that analyze cytokines (particularly, Interleukin [IL] -6 and
IL-8) in the different clinical severity groups. In addition, it was sought to establish whether
there are differences in the pattern of circulating proinflammatory cytokines, in children with
mild to severe forms of the infection confirmed by DENV, when the WHO classification of
1997 and the revised classification of 2009 are applied

For this, an ambispective study was conducted with 116 pediatric patients included in the clinical
record of the Medicine Program of the Universidad Surcolombiana, the Neiva University Hospital and
the E.S.E. Carmen Emilia Ospina de Neiva, with infection confirmed by DENV and to whom, in the
acute and convalescence phase, plasma samples were taken. All included children were measured
for interleukin (IL) -6 and IL-8 plasma levels using a spherical multiplex flow cytometry assay. The
identification of the patients using the two classifications was made by experts from the Department
of Pediatrics of the Universidad Surcolombiana and the University Hospital of Neiva from the existing
medical records.

To define the usefulness of dengue classifications in studies evaluating immune factors such as
cytokines, their patterns were compared in each of the groups obtained with each classification, and
analyzed with non-parametric statistical methods. The sensitivity and specificity of each cytokine to
differentiate the severe forms of infection in each of the two classifications was obtained by ROC
curve analysis.

Here it is shown that circulating IL-6 and IL-8 are elevated during the acute phase of the disease and
decreased in convalescence. With the current 2009 classification, a significant increase in the levels
of IL-6 and IL-8 was demonstrated in Dengue patients with alarm signs and severe Dengue when
compared with the Dengue group without alarm signs, while with the classification of 1997 no
differences were obtained between the groups. The two classifications showed comparable capacity
to identify cases of patients with respect to healthy (convalescent) cases for the two cytokines (AUC
<0.76, P <0.0006). However, the 2009 classification was higher than 1997, identifying among the
patients, cases of severe dengue with respect to less severe conditions using IL-8 (AUC: 0.76, P =
0.002 Vs AUC: 0.54, P = 0.523). For IL-6, this identification capacity was not as robust.

The results shown here contribute to strengthening the classification currently applied in
patients infected with DENV by being able to be applicable to immunological studies that help
a better understanding of the pathophysiology of DENV infection in pediatric patients.
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RESUMEN

En el presente estudio se propuso determinar la utilidad de la clasificacion 2009 en
estudios inmunoldgicos pediatricos que analizan citoquinas (particularmente, la
Interleuquina [IL]-6 e IL-8) en los diferentes grupos de severidad clinica. Ademas,
se busco establecer si existen diferencias en el patron de citoquinas proinflamatorias
circulantes, en nifios con formas leves a severas de la infeccién confirmada por
DENV, cuando se aplica la clasificacion de la OMS de 1997 y la clasificacion
revisada de 2009.

Para esto, se realiz6 un estudio ambispectivo con 116 pacientes pediatricos
incluidos en el registro clinico del Programa de Medicina de la Universidad
Surcolombiana, el Hospital Universitario de Neiva y la E.S.E. Carmen Emilia Ospina
de Neiva, con infeccion confirmada por DENV y a quienes, en la fase aguda y de
convalecencia, se les tomé muestra de plasma. A todos los nifios incluidos se les
midieron los niveles plasmaticos de interleuquina (IL)-6 e IL-8 usando un ensayo de
citometria de flujo multiplex basado en esferas. La identificacion de los pacientes
usando las dos clasificaciones fue realizada por expertos del departamento de
Pediatria de la Universidad Surcolombiana y el Hospital Universitario de Neiva a
partir de los registros médicos existentes.

Para definir la utilidad de las clasificaciones de dengue en estudios que evaluan
factores inmunes como citoquinas, se compararon los patrones de las mismas en
cada uno de los grupos obtenidos con cada clasificacion, y se analizaron con
métodos estadisticos no paramétricos. La sensibilidad y especificidad de cada
citoquina para diferenciar las formas severas de la infeccién en cada una de las dos
clasificaciones se obtuvo mediante el analisis de curva ROC.

Aqui se muestra que la IL-6 e IL-8 circulantes se encuentran elevadas durante la
fase aguda de la enfermedad y disminuyeron en la convalecencia. Con la actual
clasificacion de 2009 se demostré un incremento significativo en los niveles de IL-6
e IL-8 en los pacientes Dengue con signos de alarma y Dengue grave cuando se
comparan con el grupo Dengue sin signos de alarma, mientras que con la
clasificacion de 1997 no se obtuvo diferencias entre los grupos. Las dos
clasificaciones mostraron capacidad comparable para identificar casos de enfermos
con respecto a los sanos (convalecientes) para las dos citoquinas (AUC < 0.76, P <
0.0006). Sin embargo, la clasificacién 2009 fue superior a la 1997 identificando entre
los enfermos, los casos de dengue grave con respecto a cuadros menos severos
usando la IL-8 (AUC: 0.76, P=0.002 Vs AUC: 0.54, P=0.523). Para la IL-6 esta
capacidad de identificacion no fue tan robusta.



Los resultados aqui mostrados contribuyen a fortalecer a la clasificacion
actualmente aplicada en pacientes infectados con DENV al poder ser aplicable a
estudios inmunoldgicos que ayudan a un mejor entendimiento de la fisiopatologia
de la infeccion por DENV en pacientes pediatricos.

Palabras claves. Virus dengue, DENV, Interleuquina [IL]-6 e IL-8, pacientes
pediatricos, citoquinas, convalecientes.



SUMMARY

In the present study, it was proposed to determine the usefulness of the 2009
classification in pediatric immunological studies that analyze cytokines (particularly,
Interleukin [IL] -6 and IL-8) in the different clinical severity groups. In addition, it was
sought to establish whether there are differences in the pattern of circulating
proinflammatory cytokines, in children with mild to severe forms of the infection
confirmed by DENV, when the WHO classification of 1997 and the revised
classification of 2009 are applied

For this, an ambispective study was conducted with 116 pediatric patients included
in the clinical record of the Medicine Program of the Universidad Surcolombiana, the
Neiva University Hospital and the E.S.E. Carmen Emilia Ospina de Neiva, with
infection confirmed by DENV and to whom, in the acute and convalescence phase,
plasma samples were taken. All included children were measured for interleukin (IL)
-6 and IL-8 plasma levels using a spherical multiplex flow cytometry assay. The
identification of the patients using the two classifications was made by experts from
the Department of Pediatrics of the Universidad Surcolombiana and the University
Hospital of Neiva from the existing medical records.

To define the usefulness of dengue classifications in studies evaluating immune
factors such as cytokines, their patterns were compared in each of the groups
obtained with each classification, and analyzed with non-parametric statistical
methods. The sensitivity and specificity of each cytokine to differentiate the severe
forms of infection in each of the two classifications was obtained by ROC curve
analysis.

Here it is shown that circulating IL-6 and IL-8 are elevated during the acute phase of
the disease and decreased in convalescence. With the current 2009 classification,
a significant increase in the levels of IL-6 and IL-8 was demonstrated in Dengue
patients with alarm signs and severe Dengue when compared with the Dengue
group without alarm signs, while with the classification of 1997 no differences were
obtained between the groups. The two classifications showed comparable capacity
to identify cases of patients with respect to healthy (convalescent) cases for the two
cytokines (AUC <0.76, P <0.0006). However, the 2009 classification was higher than
1997, identifying among the patients, cases of severe dengue with respect to less
severe conditions using IL-8 (AUC: 0.76, P = 0.002 Vs AUC: 0.54, P = 0.523). For
IL-6, this identification capacity was not as robust.

The results shown here contribute to strengthening the classification currently



applied in patients infected with DENV by being able to be applicable to
immunological studies that help a better understanding of the pathophysiology of
DENV infection in pediatric patients.

Key words. Dengue virus, DENV, Interleukin [IL] -6 and IL-8, pediatric patients,
cytokine, convalescent.



INTRODUCCION

El dengue es un importante problema de Salud Publica, ya que se calculan 390
millones de infecciones anualmente '. Dos tercios de la poblacion mundial esta en
riesgo de contraer la infeccion por este virus transmitido por mosquitos del género
Aedes 2. Localmente, la infeccion con virus dengue (DENV) ha sido responsable de
cerca de 25,000 casos de infeccidon sintomatica desde el 2010 en el Departamento
del Huila, region que de forma regular aparece en las estadisticas como una de las
mayores aportantes de numero de casos y formas severas de la infeccidon
(SIVIGILA, semana 53. 2011 a 2015). Asi la infeccidén es responsable de una alta
carga de morbilidad y mortalidad empeorada ademas, por la carencia de vacuna
localmente disponible o un tratamiento antiviral especifico 3. Actualmente el
departamento del Huila se encuentra en epidemia que inicié6 tempranamente en el
2019, reportandose cerca de 11,238 casos probables de dengue, de los cuales 281
fueron casos de dengue grave. (Boletin epidemioldgico, INS, 2019).

En 1997 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasificd la enfermedad del
dengue en 3 grupos basado en expresiones de procesos fisiopatoldgicos como la
hemorragia y la fuga vascular, asi: fiebre por dengue (DF), fiebre hemorragica por
dengue (DHF) y sindrome de shock por dengue (DSS) 4; La aparicién de nuevos
signos en el espectro clinico como la miocarditis (condicién severa carente de
hemorragia o fuga vascular), las limitaciones predictivas de los casos que
desarrollan formas severas y el incremento regular ciclico de los casos de
infecciones severas y casos fatales globales, motivd a la OMS a través de un
consenso de expertos, a realizar una revision de la guia existente. En el 2009 la
OMS recomienda el uso de una nueva clasificacion, que clinicamente divide a los
casos de dengue en: dengue sin signos de alarma (DSSA), dengue con signos de
alarma (DCSAS) y dengue grave (DG) °. Varios estudios que usaron la guia revisada
han mostrado una alta sensibilidad para identificar tempranamente los casos
severos, y predecir los casos que podrian agravarse %78, siendo por lo tanto, de
utilidad en la practica clinica en las zonas endémicas de paises en vias de
desarrollo, por su facil aplicacién que no se requiere parametros de laboratorio de
alta complejidad, puesto que esta basada principalmente en signos y sintomas
clinicos 1%, Aunque esta clasificacion ha mostrado importantes ventajas, su utilidad
en estudios que analizan aspectos de inmunidad al virus, como la respuesta de
citoquinas en dengue y otros, no es aun clara '8 Por ejemplo, en el grupo de
pacientes clasificados como dengue con signos de alarma, son incluidos individuos
que presentan manifestaciones clinicas fisiopatoldgicamente tan diversas como el
vomito, dolor abdominal, sangrado de mucosas entre otras.
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Debido a que la respuesta inmune esta implicada en la fisiopatologia de la infeccién
y que particularmente, algunas citoquinas séricas como la interleuquina (IL)-6 e IL-
8 ha sido asociada con severidad clinica 12, el preciso conocimiento del patron de
citoquinas inflamatorias en cada una de los estadios del espectro clinico de la
infeccion es critico para entender la patogénesis de la enfermedad y vital para
determinar, por ejemplo, nuevos blancos terapéuticos o correlatos de proteccion
anticuerpo independientes ante la infeccion.

La pregunta que se desea responder es:

¢Es util la clasificacion revisada para dengue 2009 en estudios inmunoldgicos
pediatricos que analizan el papel de citoquinas en los diferentes estadios clinicos
de la infeccion?
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1.JUSTIFICACION

La comprensidén de la historia natural de la infeccién por DENV, no sélo a nivel clinico
sino a nivel celular, es de vital importancia para el descubrimiento de marcadores
predictores de severidad, que permitan la deteccion temprana de casos
potencialmente severos, con el fin de instaurar un tratamiento oportuno y disminuir
la mortalidad y parte de la carga de la enfermedad. La clasificacién revisada del
2009 ha mostrado ser util para esto. Sin embargo, en esta guia aparecen los casos
de dengue con signos de alarma, que incluye a un grupo heterogéneo de pacientes
con signos y sintomas que indican clinicamente que puede evolucionar hacia un
caso severo, aunque su valor o relevancia dentro del estudio de la fisiopatologia de
la infeccién de pacientes que refieren sintomas como dolor abdominal (una gran
fraccidén de nifios con dengue con signos de alarma son clasificados dentro de este
grupo al referir este sintoma), hace necesaria la determinacion de su utilidad en
estudios que evaluan marcadores inmunes comunmente usados como las
citoquinas.

Aunque se han realizado pocos trabajos anteriores que comparan la utilidad clinica
de las dos clasificaciones, hasta el momento no se han realizado estudios
suficientes que busquen determinar si existen ventajas al utilizar la clasificacién de
1997 de la OMS sobre la de 2009 en estudios de marcadores inmunes como las
citoquinas en nifios con dengue . En concordancia con esto, en el afio 2015 se
realizd un nuevo consenso de expertos de los paises miembros de la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS), en la Habana/Cuba con el fin de actualizar las
recomendaciones del 2009 y discutir la evidencia existente de la utilidad de esta
clasificacion en estudios fisiopatolégicos y una de las grandes conclusiones fue la
falta de evidencia de la utilidad de la clasificacidon revisada y sus criterios en este
particular tipo de estudios 8.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la utilidad de la clasificacion revisada para dengue del 2009 en estudios
inmunologicos pediatricos que evaluan citoquinas en los diferentes estados clinicos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar si el patron de citoquinas (IL-6 e IL-8) asociado a los grados de severidad
de la infeccion por DENV es dependiente de la clasificacion usada.

Determinar si hay asociacion entre estas citoquinas y la severidad clinica en los
nifios con dengue clasificados con las dos clasificaciones.

Determinar la utilidad de las citoquinas evaluadas para identificar casos graves de
la infeccion cuando éstos son identificados con una u otra clasificacion.
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3. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

3.1 GENERALIDADES — PATOGENESIS

El DENV es miembro de la familia Flaviviridae y el género Flavivirus, es un virus que
tiene envoltura, genoma ARN simple de polaridad positiva con cuatro serotipos
conocidos (DENV 1-4), los que muestran una alta homologia con otros Flavivirus
como el zika, el virus del Nilo Occidental, la Encefalitis Japonesa y virus de la Fiebre
Amarilla . La infeccion por virus dengue tiene un periodo de incubacion de 4-10
dias en el cuerpo humano. Después del periodo de incubacion la enfermedad
comienza abruptamente y es seguida por las tres fases: febril, critica y recuperacion.

La fase febril se caracteriza por fiebre de alto grado y sintomas inespecificos que
son indistinguibles entre casos de dengue grave y no severo. En la fase critica, la
temperatura disminuye y hay un aumento de la permeabilidad capilar en paralelo
con el aumento de los niveles de hematocrito. La fuga de plasma suele estar
precedida por leucopenia progresiva y una rapida disminucién en el recuento de
plaquetas. En este punto, los pacientes sin un aumento en la permeabilidad capilar
mejoraran, mientras que aquellos con aumento de la permeabilidad capilar pueden
empeorar como resultado de la pérdida de volumen plasmatico .

Cuando se pierde un volumen critico de plasma por fugas, se produce un choque.
Si se prolonga, conducira a la hipoperfusion del 6rgano, causando deterioro
progresivo del 6érgano, acidosis metabdlica y coagulacion intravascular diseminada.
Si el paciente sobrevive a la fase critica de 24-48 horas, se produce una reabsorcién
gradual del liquido del compartimiento extravascular en las siguientes 48-72 horas.

La progresion de la enfermedad a casos graves se ha asociado a particularmente
dos mecanismos dentro de la respuesta inmune, que son la amplificacién
dependiente de anticuerpos y la tormenta de citoquinas '%'7. Probablemente la
respuesta fisiopatolégica de evolucion a casos severos de la infeccidn, no se explica
exclusivamente por las respuestas inflamatorias inducidas por citoquinas, sino
también por patrones moleculares asociados a dafio generados durante el proceso
inflamatorio 8.

Como se menciond, las caracteristicas clinicas de la infeccion se explican
parcialmente por el hecho de que el DENV tiene tropismo por células del sistema
inmune como los monocitos-macroéfagos y el endotelio, causando activacion de las
células como las endoteliales, o que media la fuga plasmatica. La activacién de
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monocitos y células T infectadas, el sistema del complemento y la produccién de
mediadores, citoquinas y receptores solubles también pueden estar implicados en
la disfuncion de las células endoteliales °.

3.2 CITOQUINAS Y DENGUE, PAPEL DE LA IL-6 E IL-8

Las citoquinas son un grupo de pequenas proteinas altamente difundibles, que
sirven como mensajeras y moduladoras de la respuesta inmune. Numerosos
estudios han analizado los perfiles de citoquinas circulantes en pacientes infectados
con DENV vy regularmente se ha reportado un incremento de citoquinas
proinflamatorias durante la infeccion'. De hecho, varios de estos trabajos han
encontrado una asociacién entre el nivel de algunas citoquinas y la severidad de las
manifestaciones clinicas de la infeccion?® 2122,

IL-6 es descrita como una citoquina multifuncional que actua en diferentes células
para inducir una variedad de respuestas biologicas que involucran sefiales de
regulacion y transduccion. Clasicamente se le conoce como una proteina
proinflamatoria secretada por células T, monocito-macréfagos, células naturales
killer y células endoteliales para estimular la respuesta. También se comporta como
pirdgeno y es un potente mediador de fiebre durante la fase aguda de la infeccion.
Adicionalmente, facilita la cascada de la coagulacion junto con otras citoquinas
proinflamatorias.?® Se piensa que existe una relacion cercana entre el incremento
de IL-6 y casos severos debido a que ésta no solo actta como marcador de
activacién de la coagulacion vy fibrindlisis, sino también esta implicada en el inicio y
regulacion de la homeostasis.?*

Su papel en la inmunopatogénesis de la infeccion por DENV es aun motivo de
estudio y la informacion existente es variable. Algunos estudios han encontrado
incrementos de IL-6 en pacientes con dengue grave en comparacion con formas
menos comprometidas clinicamente, mientras que otros no muestran
asociacion.?>26

En un estudio se evaluaron los niveles de IL-6 de pacientes con DENV segun la
clasificacion de la OMS en 2009 y encontraron que la concentracién de dicha
citoquina fue menor en DSSA al compararlos con el grupo DCSA. Mientras que los
niveles fueron mayores en DS en comparacion con los otros grupos, lo que sugiere
mayor severidad.?® En otro estudio basado en la antigua clasificacion, reportaron
que los pacientes infectados con el serotipo 2 que fueron diagnosticados con DHF
tuvieron niveles considerablemente elevados de IL-6 en comparacion con la
infeccidn leve y el grupo control.?’
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Por otra parte, la IL-8 es otra citoquina proinflamatoria involucrada en la
permeabilidad vascular y la activacion del sistema inmune innato. Es producida por
monocitos, células endoteliales y hepatocitos.!” Al tiempo se le describe como
quimiocina y se ha demostrado que induce la liberacion de encimas liticas, factor
activador de plaquetas, leucotrienos y la infiltracién de neutrofilos.?®

En intentos por establecer los mecanismos implicados en la severidad de la
infeccion por DENV previos estudios han reportado la induccién in vitro de IL-8 en
pacientes con dengue grave. En uno de ellos, se utilizaron anticuerpos
neutralizantes contra IL-8 que inhibieron parcialmente los cambios inducidos por el
medio de cultivo, asi como los inducidos por la adicion de IL-8, sugiriendo que la IL-
8 esta implicada en la aparicion de alteraciones en la permeabilidad del endotelio
microvascular y ser un factor responsable de la fuga plasmatica y por lo tanto,
gravedad clinica.?® Otro estudio reportd incremento en los niveles séricos de IL-8 de
pacientes con DHF comparado con controles normales asociandose a un
incremento en la severidad y mortalidad de los pacientes.3°

Basados en la clasificacion de 1997, dos cambios fisiopatoldgicos principales
ocurren en DHF/DSS. Una es una permeabilidad vascular aumentada que da lugar
a la pérdida de plasma del compartimiento vascular. Esto da lugar a su vez a
hemoconcentracion, baja presion de pulso y otros signos de shock, si la pérdida de
plasma se vuelve critica. El segundo cambio ocurre en la hemostasia e implican
trastornos vasculares, trombocitopenia y coagulopatia. Un hallazgo constante en
DHF/DSS es la activacion del sistema del complemento, con caida de los niveles
C3 y C5 3. Los mediadores que aumentan la permeabilidad vascular y los
mecanismos precisos de los fendmenos hemorragicos observados en las
infecciones por dengue aun no han sido completamente identificados, aunque se
piensa que algunas citoquinas juegan un papel critico; en consecuencia, se
necesitan mas estudios que busquen esta asociacion.

Los defectos plaguetarios pueden ser tanto cualitativos como cuantitativos, es decir,
algunas plaquetas circulantes durante la fase aguda del dengue hemorragico
pueden agotarse (incapaces de funcionar normalmente). Por lo tanto, incluso un
paciente con un recuento plaquetario superior a 100,000/mm? puede tener un
tiempo prolongado de sangrado. Un mecanismo que puede contribuir al desarrollo
de DHF/DSS es el aumento en la captacion y replicacion intracelular del virus en
macrofagos debido a la existencia previa de anticuerpos heterotipicos no
neutralizantes o sub-neutralizantes, fenbmeno que en conjunto es llamado
amplificacion dependiente de anticuerpos. De hecho, el 90% de los casos de
dengue severo se presenta en pacientes con evidencia serolégica de exposiciones
previas a serotipos diferentes de DENV. Asi, en infecciones secundarias con un
virus de un serotipo diferente al que causa la infeccion primaria, los anticuerpos de
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reactividad cruzadas que no neutralizan el virus pueden aumentar el nimero de
monocitos infectados a medida que se incorporan a estas células complejos de
anticuerpos contra el virus del dengue. Esto a su vez puede resultar en la activacion
de células T CD4+y CD8+ de reactividad cruzada. La liberacion rapida de citoquinas
y reactantes derivados del oxigeno, causada por la activacion de células T y por la
lisis de monocitos infectados mediados por linfocitos citotéxicos, puede dar como
resultado la fuga de plasma y la hemorragia que se producen en la fiebre dengue
hemorragico 2.

Todo lo anterior soporta la importancia del adecuado andlisis de las citoquinas en
dengue y la necesidad de estudios que identifiguen el papel de estas en las
consecuencias clinicas de la infeccion.

3.3 CLASIFICACION PARA EL PACIENTE CON DENGUE GUIA 1997

La guia de 1997 propone las siguientes categorias:

3.3.1 Fiebre dengue(DF)

Probable: una enfermedad febril aguda con dos o mas de las siguientes
manifestaciones:

- Dolor de cabeza.

- Dolor retro-orbital

- Mialgia

- Artralgia

- Erupcién cutanea

- Manifestaciones hemorragicas
- Leucopenia.

Sumado a:

— Serologia de soporte (un titulo de anticuerpo de inhibicion de la hemaglutinacion
reciproca con titulos mayor o igual a 1,280, un titulo comparable de IgG DENV-
especifica de un ensayo inmunoabsorciéon ligado a enzima o un ensayo de
anticuerpo IgM positivo en una muestra de suero de fase aguda o convaleciente
tardia)
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- Ocurrencia en el mismo lugar y tiempo que otros casos confirmados de dengue.
» Confirmado: un caso confirmado por criterios de laboratorio (ver abajo).

* Reportable: cualquier caso probable o confirmado debe ser reportad.

Los criterios de laboratorio para la confirmacion del dengue son:

+ Aislamiento del DENV en cultivo celular a partir de muestras de suero o autopsia;
O

* Demostracién de un cambio cuadruple o mayor en titulos de anticuerpos IgG o
IgM virus-especificos reciprocos a uno o mas antigenos del virus del dengue en
muestras de suero pareadas.

O

» Demostracion del antigeno del DENV en muestras de tejido de casos fatales,
suero o cerebroespinal mediante inmunohistoquimica, inmunofluorescencia o
ELISA.

o

» Deteccion de secuencias gendmicas del DENV en muestras de suero de tejido
de autopsia o liquido cefalorraquideo mediante retrotranscipcion y reaccion en
cadena de la polimerasa (RT-PCR).

3.4 FIEBRE HEMORRAGICA DEL DENGUE (DHF)

Deben estar presentes todos:

» Fiebre, o historia de fiebre aguda, que dura de 2 a 7 dias, ocasionalmente bifasica.

» Tendencias hemorréagicas, evidenciadas por al menos una de las siguientes: - test
de torniguete positivo - petequias, equimosis o purpura - hemorragia de mucosas,
tracto gastrointestinal, sitios de inyeccion u otros lugares - hematemesis o melena.
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« Trombocitopenia (100,000 células por mm? o menos)

* Evidencia de fuga de plasma debido al aumento de la permeabilidad vascular,
manifestada por al menos uno de los siguientes: aumento del hematocrito igual o
superior al 20% por encima de la media para la edad, el sexo y la poblacién; - una
disminucién del hematocrito después del tratamiento de sustitucion de volumen
igual o superior al 20% de la linea de base; - signos de fuga plasmética como
derrame pleural, ascitis e hipoproteinemia.

3.5 SINDROME DE SHOCK DENGUE (DSS)

Deben estar presentes todos los cuatro criterios anteriores para la FHD, ademas de
evidencia de insuficiencia circulatoria manifestada por:

* Pulso rapido y débil, y

 Presion de pulso estrecha (menor a 20 mmHg [2.7 kPa])
o manifestada por:

* Hipotension por edad,

« Piel fria, hUmeda e inquietud 4

3.6 GUIA DE LA OMS 2009, ACTUALIZADA 2015
3.6.1 Diagnostico presuntivo de dengue

Vive o ha viajado a area endémica. Fiebre y dos de los siguientes:

Anorexia y nauseas

- Rash

Dolor y malestar

Signos de alarma
Leucopenia

Test de torniquete positivo

e Dengue confirmado por laboratorio, con los mismos criterios mencionados
anteriormente.
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3.7 DENGUE CON SIGNOS DE ALARMA

- Dolor abdominal o distension

- Vomito persistente

- Acumulacién clinica de fluidos

- Sangrado de mucosas

- Letargia, inquietud

- Hepatomegalia mayor a 2cm

- Laboratorio: aumento del hematocrito

3.8 DENGUE GRAVE

y

- Fuga plasmatica severa que lleva a shock y acumulacion de liquidos con “distrés’
respiratorio.

- Sangrado severo

- Compromiso de érgano severo: AST o ALT mayor a 1,000 U/L. Sistema nervioso
central: alteracion de la conciencia. Compromiso del corazon u otro érgano.

De notar, la actualizacion de la guia del 2009 realizada en el 2015, retiré como signo
de alarma el descenso rapido en el nimero de plaquetas .

3.9 PRINCIPALES CAMBIOS A LA GUIA DE LA OMS PARA DENGUE

En la guia propuesta por la OMS en 1997, se tienen en cuenta principalmente signos
clinicos determinados por el médico a la hora de clasificar un caso de dengue, bien
sea como DF, DHF, o como DSS; sin embargo, en la actualizacién propuesta en el
2009, se toman en cuenta sintomas referidos por el paciente (dolor abdominal y
vomito persistente); Ademas, se incluye nuevos signos (hepatomegalia,
acumulacién de fluidos, letargia, inquietud). Estos ultimos, fueron obtenidos de
estudios realizados en pacientes de diferentes partes de América Latina y Asia, en
los que se encontraron relacionados a progresion a severidad, siendo agrupado de
una nueva categoria denominada dengue con signos de alarma.

Lo anterior, aumento la sensibilidad de la clasificacién del 2009 para la deteccién
temprana de casos graves 33, estrategia que disminuyo la mortalidad por dengue,
pero a su vez, genero un incremento en las admisiones a los servicios de urgencias
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para el seguimiento cercano de este grupo de pacientes, A pesar de las ventajas
que presenta esta nueva clasificacion, la nueva categoria de nifios con signos de
alarma, supone un reto a la hora de aplicarla en estudios inmunologicos, ya que
este grupo que corresponde a la gran mayoria de individuos sintomaticos esta
conformado por signos y sintomas de diversos origenes fisiopatolégicos, y por
demas inespecificos, obtenidos a partir de analisis estadisticos que soportan su
utilidad en estudios clinicos.

De igual forma, los casos graves de la clasificacion revisada, pueden ser definidos
por 3 entidades clinicas diferentes: fuga plasmatica severa, sangrado intenso y
compromiso severo de 6rgano; que si bien, todos comprometen la vida del paciente
si no son manejados oportunamente, no tiene una fisiopatologia comun. Por lo tanto,
la utilidad de la clasificacion del 2009 en estas situaciones particulares no es
conocida -3¢, En este mismo sentido desde tiempo atras ha sido sugerido que las
nuevas definiciones de caso en DSSA y DG, aunque muy utiles en estudios de
vigilancia y reporte, puede no ser lo de igual manera para el avance en la
identificacion de factores relacionados con la patogénesis de la enfermedad. Por
ejemplo, pacientes con dengue pueden tener un sangrado profuso desde una ulcera
duodenal previa y entrarian en shock. Por otro lado, pacientes con shock
distributivo, tienen disfuncién de 6rganos secundaria a la hipovolemia. Los dos
tienen un origen y mecanismo desencadenante completamente diferente, pero en
la guia revisada 2009, ambos casos serian incluidos dentro de un mismo grupo
(Dengue grave). Por tanto, hay autores defienden la idea de clasificar la severidad
de dengue segun la presencia de hemorragia, fuga vascular y otros (mas que como
una comun categoria agrupada en dengue grave).3®. Esto soporta de nuevo, la
necesidad de datos que evaluen la utilidad de las clasificaciones de dengue en
estudios fisiopatologicos.
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4. METODOLOGIA

4.1 TIPO DE ESTUDIO

Este es un estudio observacional, analitico, ambispectivo, realizado en la Unidad de
Infectologia Pediatrica del Hospital Universitario Hernando Moncaleano Perdomo
de Neiva y la Divisién de Inmunologia de Facultad de Salud, Programa de Medicina
de la Universidad Surcolombiana — Neiva, que tuvo una duracién total de 24 meses.

4.2 POBLACION Y MUESTRA

Los sujetos de este estudio corresponden a 180 pacientes pediatricos, de entre 6
meses y 14 anos de edad, que consultaron al servicio de urgencias del Hospital
Universitario de Neiva y a la E.S.E. Carmen Emilia Ospina, entre enero del 2011 y
diciembre del 2013, por cuadro clinico sospechoso de infecciéon aguda por DENV
(de 2-6 dias desde el inicio de los sintomas, principalmente fiebre) y confirmacion
de la infeccion por deteccion de NS1, IgM DENV-especifica en plasma o deteccion
del genoma viral.

Durante las primeras 24h de visita al servicio de urgencias, una muestra de sangre
total (volumen colectado fue ajustado al peso) en tubo que contenia anticoagulante
(EDTA, Vacutainer, BD, USA) fue tomada. La sangre fue centrifugada a 200 g x 10
minutos y el plasma fue colectado y mantenido a -70°C, hasta que fue descongelado
para su uso. Como grupo control se tomaron muestras de sangre periférica de estos
mismos pacientes en fase de convalecencia que fueron citados un mes posterior al
egreso del centro asistencial y se sometieron al procedimiento ya descrito para su
conservacion y posterior uso.

Durante su hospitalizacién a todos los nifios le fueron tomados cuadro hematico con
recuento de plaquetas y la gran mayoria de ellos, cuentan con tiempos de
coagulacion y enzimas hepaticas. La recoleccion de las muestras de plasma para
uso en investigacion fue aprobada por los acudientes de los nifios y en pacientes
mayores de 6 afos, por los mismos nifios, mediante el diligenciamiento de un
consentimiento y asentimiento informado. El proceso de recoleccion y uso de
muestras de plasma para el fortalecimiento del Biobanco del Grupo de Parasitologia
y Medicina Tropical fue aprobado por el comité de ética en investigacién del Hospital
Universitario Hernando Moncaleano Perdomo de Neiva.
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4.3 DIAGNOSTICO DE LA INFECCION POR DENV

La infeccion por DENV fue confirmada en todos los nifios incluidos por la presencia
de IgM DENV-especifica y/o de la proteina no estructural 1 (NS1), mediante el uso
de un kit comercial de ensayo de inmuno-absorcién ligado a enzima (ELISA, ambos
de Panbio, Australia), siguiendo las instrucciones del fabricante. Retrotranscripcion
y Reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) convencional fue también usado
para el diagnéstico de la infeccion aguda en una fraccion de los casos, mediante un
ampliamente usado protocolo 36.

4.4 DETECCION DE CITOQUINAS

En todos los pacientes se determiné el nivel plasmatico de IL-6 e IL-8 (previamente
relacionadas a la patogénesis de la infeccion con DENV %7). Para la deteccion de
estas citoquinas, La Divisién de Inmunologia cuenta con un Citometro de Flujo
FACS Canto Il. Todas las recomendaciones del fabricante fueron seguidas. Las
concentraciones finales de las citoquinas fueron obtenidas usando el software FCAP
v. 3.0.14 (BD. San José. USA).

4.5 ANALISIS, CLASIFICACION CLINICAY MANEJO DE LA INFORMACION

Se incluyeron muestras de pacientes que ingresaron con sospecha de Dengue de
los cuales 180 tuvieron confirmacién de la infeccion aguda mediante las pruebas
diagnodsticas ELISA IgM/NS1 para Dengue y PCR para la identificacion del serotipo
viral. Como criterios de inclusion en el estudio los nifios debian tener registro médico
con historia clinica completa en el archivo de pediatria del HUHMP. Este criterio fue
cumplido por 116 de los 180 nifos con infeccion confirmada por DENV. Se realizé
un control clinico de seguimiento a los 30 dias del egreso hospitalario en la Unidad
de infectologia pediatrica del Hospital Universitario Hernando Moncaleano Perdomo
obteniéndose una segunda muestra tomada por lo tanto en la fase convalecencia.
De notar, esta segunda muestra en convalecencia simula en gran medida las
condiciones observadas en condiciones basales o nifios sanos (Castafieda DM and
Narvaez CF. Virology. 2017). Los 116 nifos con infeccion confirmada por DENV y
disponibilidad de registros clinicos fueron identificados usando la clasificacién
revisada 2009 (como recomendado por la guia nacional de atencidon de paciente
con dengue del Ministerio de salud 2010), en nifios con DSSA (n=16), DCSA (n=58)
y DG (n=42), por dos pediatras con experiencia en Arbovirosis. Una vez clasificados
a todos los pacientes incluidos se les evalué en plasma los niveles de IL-6 e IL-8.
Posterior a la medicion de las citoquinas, los pacientes fueron reclasificados en
ciego utilizando la guia de 1997 de la OMS por parte de dos pediatras entrenados
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con experiencia en el campo. El disefo del trabajo realizado es mostrado en la
Figura 1.

La informacion clinica y de laboratorio del estudio se obtuvo mediante la revision
documental individual y secuencial de los registros médicos que se consignaron en
un instrumento de recoleccién de informacién (Ver anexo A), que agrupa las
variables del presente estudio en 5 items: caracteristicas clinicas, caracteristicas de
laboratorio, clasificacion segun la guia de la OMS 1997, clasificacion segun la guia
de la OMS 2009 y parametros inmunoldgicos (niveles de citoquinas circulantes). De
alli, a su vez; se construy6 una base de datos en Excel.

Figura 1. Disefio del estudio. Se representa de forma esquematica el estudio
realizado a 116 pacientes pediatricos con diagndstico confirmado de infeccion por
DENV a quienes se les midieron las citoquinas IL-6 e IL-8 y fueron clasificados
segun las guias de la OMS de los afios 1997 y 2009.
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5. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis de datos fue realizado por medio del programa GraphPad Prism® 7.0
software para MAC (GraphPad Software, La Jolla, CA) y STATA v.20, usando
pruebas no paramétricas. A las variables cuantitativas se les aplic6 medidas de
tendencia central y de dispersién, y a las variables cualitativas, analisis de
frecuencias como Chi cuadrado.

Se utilizaron las pruebas de Mann-Whitney (grupos independientes) y Wilcoxon
(grupos pareados) para determinar las diferencias en los niveles de citoquinas
circulantes entre los grupos clinicos | creados usando cada una de las dos
clasificaciones. En todos los casosuna P<0.05 fue considerada como
significativa. Finalmente, para determinar la sensibilidad y especificidad de los
niveles de las citoquinas evaluadas e identificar los casos de dengue severo cuando
son clasificados con una u otra clasificacion, se construyé una curva ROC.
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6. RESULTADOS

6.1 CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS Y CLINICAS DE LOS PACIENTES
INCLUIDOS EN EL ESTUDIO

En el presente estudio se analizaron 116 pacientes que asistieron a alguno de los
dos centros de salud (E.S.E. Carmen Emilia Ospina y Hospital Universitario de
Neiva) y de los cuales se contd con registro médico completo que proporcionara
informacion clinica y epidemioldgica. Cada uno de los sueros de los pacientes fue
analizado para la medicion de las concentraciones de IL-6 e IL-8 mediante el ensayo
ya descrito. Posteriormente, los pacientes fueron clasificados segun los criterios
revisados de la OMS en el 2009 y posteriormente reclasificados en ciego con los
criterios de 1997 para el analisis final.

Cada uno de los 116 pacientes fueron distribuidos teniendo en cuenta los
parametros indicados en la clasificacion de 2009 donde 16 se ubicaron en DSSA,
58 pacientes en DCSAy 42 en DG, como es mostrado en la Tabla 1. Posteriormente,
se realiz6 la reclasificacion con los parametros de 1997 en tres grupos donde 57
pacientes fueron incluidos como DF, 38 como DHF y 21 como DSS, este ultimo
grupo incluy6é 3 pacientes que presentaron choque profundo y que por su baja
frecuencia fueron incluidos en este grupo dentro de la respectiva clasificacion.
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Tabla 1. Caracteristicas epidemioldgicas, clinicas y paraclinicas de los pacientes.

Clasificacién 1997

Clasificacion 2009 actualizada

Parametros DF DHF DSS DSSA | DCSA DG
n=116 n=57 n= 38 n=21 P n=16 | n=58 | n=42 P P
Mujer (n,%) 24 (42%) 21 11 (52%) | 0,0772 | 6 (37%) 29 | 20 (47%) | 00232 | 036112
’ (55%) ' (51%) ’ :
10 28
0, 0 0, 0, 0,
Hombre (n, %) 33(57%) | 18(47%) | 10(47%) | 0530% | (oo | (5000 | 22(52%) | 0676 0,4112
Edad (meses) 72 78 62 b 66 72 72 b b
(Mediana, rango) (12-156) | (5-156) | (4-144) | 99807 | (24132) | (12-156) | (4-156) 0,892 0,605
Dias de fiebre ) ) ) ; 4.5 (2- i i b b
(Mediana, rango) 5 (2-10) | 45(3-6) | 5(2-7) | 0,288 10) 5(3-7) | 5(2-6) 0,796 0,2273
Vomito 0 o o o 42 o
1, %) 35 (61%) | 26 (68%) | 20(95%) | 001512 | 1(6%) | ;500 | 33(78%) | <0,0001% | <0,0001°
Dolor 45
abdominal | 40 (70%) | 18 (47%) | 8(38%) | 0014% | 9(56%) | (goo | 10(23%) | <0,0001 | <0,0001°
(n,%)
Signos y Diarrea 0 0 0 a 0 12 0 a a
Sonosy (0.%) 6(10%) | 12(31%) | 5(23%) | 0036% | 2(12%) | (,yon | 9(21%) 0,711 0,717
Alteracion
ce 1 (2%) 0 1(5%) | 04042 | 1 (6%) 0 1 (2%) 0,2262 0,3832
conciencia
(n,%)
Sa(n:lg[;gdo 5(8%) | 7(18%) | 7(33%) | 0,0312 0 8 (14%) | 10 (23%) | 0,0772 0,1482
Hematocrito
. . 37 38 36 37 37 37
0, b b b
Paraclinicos | % (rl\;re]g:)a;na, (31-56) (27-46) (11-51) 0,366 (33-40) (27-56) (11-43) 0,662 0,742
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Leucocitos x

5

5

10° cell/L 5,6 6,2 ] 5.4 5,6 . X
Mediana, | @1 723 | @aaas | O30 | BT | ases) | as13n | 207 0.377
rango) 5) 3)
Plaquetas x
10° cell/L 93 66 42,4 | <0,0001 | 110 83,5 55 X X
(Mediana, | (14-325) | (9-440) | (12-118) b (30-277) | (14-325) | (9-440) | ~©:0001° | <0,0001
rango)
P
segundos 14 15 17 b o 14 15 b
(Mediana, | (11-24) | (11-23) | (13-28) | %0096 (11-24) | (@123 | ©021° | 0011
rango)
PTT
segundos 40 40 59 o - 39 48 "
(Mediana, | (25-93) | (13-78) | (28-180) | %0002 (20-03) | (13-180) | @.01c | 00002
rango)
AST UIL
. 133 181 58 X o 144 196 .
(Mediana, | »5 506) | (47-657) | (28-205) | :002 (21-657) | (51-616) | ©00% 0,0008
rango)
ALT UL
. 65 73 92 X o 68 76 X
('\fzgé"’ga’ (9-341) | (18-306) | (18-287) | %1062 (9-381) | (18-287) | 0:04%¥ 0.071
CPK-T U/L 370 644 834 496 674
(Mediana, | o 57 (30- (38- 0,652 b * (3- (30- 0,478¢ 0,379 b
rango) ’ 8.500) 8.100) 4.000) 8.500)
CPK-MB U/L
. 48 32 49 b *% 45 37 b
('\fzgé"’ga’ (10-668) | (8-96) | (11-255) | 9699 (8-668) | (10-255) | O718° el
Albumina
mg/dL 34 3,2 2,6 <0,0001 o 34 2,8 .
(Mediana, | (25-42) | (24-4) | (18-3.3) b 2542) | @839 | <0.0001¢ | <0,0001
rango)
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Glicemia

mg/dL 94 (55- 102 93 ) . 95 103 )
(Mediana, 123) | (77-153) | (55-134) | %34 (55-149) | (55-153) | ©00112° | 0078
rango)

@ Chi square test

b Kruskal-wallis test

¢ Mann-Whitney test

p’ Anélisis estadistico entre todos los grupos de las dos clasificaciones. ** Informacién no conocida en dicho grupo de pacientes, TP: Tiempo de protrombina,
PTT: Tiempo de tromboplastina, AST: , ALT: , CPK-T:, CPK-MB: , U/L: Unidades por Litro, mg/dL: Miligramos por decilitro.
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Al clasificar y analizar las variables encontramos que la frecuencia de mujeres fue
inferior en la clasificacion de DSSA en comparacion con los otros grupos mientras
que los hombres se ubicaron de forma similar en cada una de las categorias. En
cuanto a las variables clinicas, aunque el vémito persistente es un signo de alarma
segun la clasificacién de 2009 y no se tiene en cuenta en ningun otro grupo, éste
estuvo presente como episodios aislados en mas del 50% de los pacientes y casi
en la totalidad de los DSS. Sdlo una persona ubicada como DSSA manifesté el
sintoma.

Como era de esperarse, el dolor abdominal fue caracteristico en los pacientes con
DCSAYy curiosamente, cerca del 56% de los nifios clasificados como DSSA refirieron
dicho sintoma. Cuando se reclasifican, la mayoria de pacientes del grupo DF habian
presentado este sintoma, resultado esperado ya que en 1997 la forma mas leve de
la enfermedad incluiria los casos de alarma de 2009, es de anotar que en la
clasificacion de 1997 presenta una p estadisticamente significativa para este
aspecto. La diarrea fue mas frecuente en el grupo DHF (Tabla 1) y el sangrado fue
significativamente mayor en los pacientes ubicados en los grupos de mayor
severidad de cada clasificacion (DSS para 1997 y DG para 2009).

En cuanto a los paraclinicos, aunque el descenso rapido de plaquetas no es
determinante para la clasificacion de los pacientes, se observé una disminucién
importante en el recuento plaquetario de los pacientes clasificados como DSS y DG.
Asi mismo, todos los grupos mostraron tiempos de coagulacién prolongados (PT y
PTT) ubicando los valores mas prolongados en los mismos grupos de severidad
donde la trombocitopenia fue mayor (Tabla 1). Las enzimas hepaticas estuvieron
elevadas en todos los grupos, sin embargo; en la clasificacién de 2009 la AST se
incrementd principalmente en la presentacion mas grave (DG) mientras que en 1997
el mayor incremento se ubicé en el grupo DHF y la ALT tuvo mayor ascenso en los
grupos mas severos de ambas clasificaciones.

En conclusién y como se esperaba, variables como el dolor abdominal, el vémito y
la AST no fueron comparables entre 1997 y 2009 para identificar los casos severos
de las formas leves ya que varia en cada clasificacion. Por el contrario; la
trombocitopenia estuvo presente en los grupos mas graves de ambos afos al igual
que los tiempos de coagulaciéon mas prolongados; por o que se podria replantear
que la clasificacion actual volviera a tener en cuenta una disminucion importante en
el recuento plaquetario como criterio de clasificacion. Estos resultados apoyan la
idea de la adecuada aplicacion de cada una de las clasificaciones durante el estudio.

36



6.2 INFECCION POR DENV EN NINOS, INDUCE EXPRESION DE CITOQUINAS
PROINFLAMATORIAS EN PLASMA

Inicialmente se quiso determinar si la infeccién por DENV induce cambios en los
valores plasmaticos de citoquinas pro inflamatorias circulantes. Para esto, los
niveles de IL-6 e IL-8 fueron evaluados por un ensayo basado en micro esferas y
citometria de flujo. Al clasificar las muestras segun la fase de la enfermedad
obtuvimos que la infeccién con DENV incrementa hasta 5 veces el nivel de ambas
citoquinas durante la fase aguda de la infeccibn cuando es comparada con el
periodo de convalecencia, como se observa en la Grafica 1.

Grafica 1. Niveles plasmaticos de IL-6 (A) e IL-8 (B) obtenidos durante la fase aguda,
son significativamente mayores en comparacion con la fase de convalecencia.
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La linea punteada indica el limite de sensibilidad del ensayo. El asterisco representa
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos (P < 0.0001) con la prueba
Wilcoxon. A= A/C (niveles de incremento los niveles de citoquinas entre la fase
aguda y la convalecencia)
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6.3 PATRON’ DE IL-6 E IL-8 EN PLASMA OBTENIDO CUANDO LA
CLASIFICACION 2009 Y 1997 SON USADAS

Posterior al analisis de las concentraciones en la fase de la infeccién, se pretendio
establecer si el patron y los niveles de estas dos citoquinas variaban dependiendo
de la clasificacion usada y si éstos valores se relacionaban con la severidad clinica
establecida en cada una de las dos clasificaciones de la infeccion. Como mostrado
en la Grafica 2, los niveles tanto de IL-6 como de IL-8 fueron bajos en el grupo sin
signos de alarma de la clasificacion de 2009, mientras que para los grupos Dengue
con signos de alarma y Dengue Grave los niveles fueron significativamente
superiores, lo que permite relacionar estos respectivos biomarcadores con la
severidad de la enfermedad in vivo. Sin embargo, al analizar los niveles de las
citoquinas segun la clasificacién de 1997 no se obtuvieron diferencias, como
mostrado en la Grafica 2. Los anteriores hallazgos indican que la clasificacion de
2009 permitiria relacionar las concentraciones de IL-6 e IL-8 con la severidad del
cuadro clinico.
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Grafica 2. Distribucion de los valores de IL-6 e IL-8 plasmatica en los pacientes
divididos usando las clasificaciones de 1997 y 2009.
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Los niveles de IL-6 e IL-8 fueron evaluados en los mismos pacientes separados
segun la clasificacién clinica de la infeccién por DENV en 2009 y 1997, (a-c) y (b-
d), respectivamente. Para la clasificacion de 2009 se encontraron niveles elevados
de IL-6 e IL-8 en los grupos de mayor severidad (P<0.0001, Kruskal-Wallis test) y
bajas concentraciones en el grupo Dengue sin signos de alarma (P<0.0001,
Kruskal-Wallis test). Mientras que para la clasificacion de 1997 no se encontraron
diferencias (ns).

39



6.4 UTILIDAD DE NIVELES DE IL-6 E IL-8 PARA IDENTIFICAR GRAVEDAD
CLINICA DEPENDIENDO DE LA CLASIFICACION USADA

Luego de evaluar la relacion entre los niveles de las citoquinas con cada una de las
clasificaciones, se decidio establecer la utilidad de ellas en la identificacion de cada
una de las categorias clinicas presentadas por los pacientes. Para esto se usaron
como punto de comparacion los niveles obtenidos en fase de convalecencia en
comparaciéon de los valores de las respectivas citoquinas obtenidas en fase de
aguda para los nifios divididos segun cada una de las clasificaciones y asi construir
una curva ROC.

Inicialmente se observd que los niveles tanto de IL-6 como de IL-8 en plasma
ayudan a discriminar pacientes enfermos en fase aguda de la fase convaleciente
independientemente de la clasificacion usada pues el AUC de cada grupo siempre
fue superior al 70% con diferencias estadisticamente significativas (Grafica 3). Por
lo tanto, como se puede observar en la Grafica 3, los niveles de IL-6 (A-B) e IL-8 (C-
D) permiten identificar con un alto poder, pacientes enfermos divididos usando
ambas clasificaciones.
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Grafica 3. Curva ROC IL 6 e IL 8 clasificacion Dengue 2009y 1997. IL6 e IL-8 como
marcadores de severidad en Dengue segun las clasificaciones de los afos 2009 (A-

C)y 1997 (B-D).
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El area bajo la curva (AUC, en inglés) y los valores de P son mostrados al comparar
cada uno de los grupos vs. la fase convaleciente como indican los colores.
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Posteriormente se determind si estas citoquinas son utiles para discriminar dentro
de los pacientes agudamente infectados, a aquellos con mayor grado de severidad.
Se encontré que la IL-6 e IL-8 ayudan a discriminar pacientes con DSSA de los
pacientes DCSA pues las curvas generadas para cada una muestran AUC de 76%
con P=0.0013 y para IL-8 AUC de 87% y P<0.0001 (Grafica 4). La IL-8 (pero ni la
IL-6) ademas, logro identificar pacientes graves de aquellos sin signos de alarma
cuando la clasificacién 2009 fue usada (AUC: 76%, P=0.002). Sin embargo, los
valores obtenidos con la clasificacion de 1997 entre los diferentes grados de
severidad, no superaron el 54% del AUC para la IL-6 o IL-8 plasmaticas (Grafica 4).
Lo anterior indica que los niveles de IL-6 e IL-8 podrian ser de utilidad clinica
sirviendo como biomarcadores que ayudan a discriminar entre los diferentes grados
de severidad con la clasificacion de 2009, pero no contribuye a diferenciar los casos
mas severos con la clasificacion de 1997.

En definitiva, la medicién de las citoquinas evaluadas en este estudio contribuye de
manera significativa como posible biomacador asociado a severidad al asociarse
con la clasificacion de 2009.
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Grafica 4. Curva ROC IL 6 e IL 8 entre los grupos de las clasificaciones Dengue

2009 y 1997. IL6 e IL-8 como marcadores de severidad en Dengue para la
clasificacion de 2009 (A-C)
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Donde se discrimina el DSSA de los grupos DCSAy DG, mientras que la distribucién
de 1997 no muestra asociacion con la gravedad. El area bajo la curva (AUC, en

inglés) y los valores de P son mostrados al comparar cada uno de los grupos vs. la
fase convaleciente como indican los colores.
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7. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Una de las limitaciones que tenemos en nuestro estudio es el sesgo de informacion
debido a que los datos clinicos obtenidos son fuente subjetiva de la madre frente a
los sintomas del paciente y condicionaria a errores en la clasificacion den dengue.
Se podria incurrir también en sesgos de seleccidon debido a que la misma se basa
a la calidad de la informacion de la historia clinica.

7.1 FONDOS

Este proyecto fue financiado por la Universidad Surcolombiana, convocatoria de
menor cuantia 2019 (Proyecto #3025-2018) y fue aceptado para presentacion en
modalidad de pdster en Pan American Dengue Research Meeting en Lima, Peru
2020.
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8. DISCUSION

La infeccion por el virus del dengue continua siendo una enfermedad de importancia
epidemioldgica ocasionando alrededor de 100 millones de casos de enfermedad
cada afo (OMS). Los principales avances en investigacion estan basados en el
perfil inmunoldgico, desarrollo en vacunas y prevencion, revelando nuevos
conocimientos y permitiendo nuevas intervenciones y enfoques para el control del
dengue.

La clasificacion de dengue de 1997 fue realizada tomando en cuenta el mecanismo
patogénico, sin embargo, debido a su limitada utilidad en la prediccion de los casos
que progresan a formas severas, en 2009, la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) a través de un consenso de expertos, hace una revision y recomienda el uso
de una nueva clasificacion pero su utilidad en estudios que analizan factores
inmunes en la fisiopatologia de la enfermedad no es aun claro; por lo tanto se
aplicaron las 2 clasificaciones en este estudio.

Uno de los principales intereses a nivel mundial es destacar las aplicaciones y el
interés por tener herramientas clinicas utiles para clasificar los pacientes de riesgo
elevado y con criterios de remision que mejoraran las tasas de mortalidad en
dengue. Una publicacién de 2013 sefala las ventajas de la clasificacién revisada:
Primero, enfatiza la enfermedad como trifasica, por los cual los clinicos se ven
obligados a observar a sus pacientes de cerca, dia a dia, por el aparecimiento de
los signos de alarma, hasta que la fase critica haya culminado. Segundo, la guia del
2009 remarca que los pacientes sin signos de alarma pueden desarrollar dengue
grave, lo cual puede ser fulminante e impredecible. Tercero, la clasificacion revisada
ayuda en la vigilancia epidemioldgica.® Cuando se observa la distribucion de los
grupos de riesgo en nuestro trabajo, para la misma poblacién cuando se aplican las
dos clasificaciones el 24% cumplia criterios para FDH comparada con el 40 % con
criterios para dengue con signos de alarma (Tabla 1), aumentando la sensibilidad y
posibilidad de detectar los pacientes que requieren manejo hospitalario.

La comprension de la fisiopatologia de la enfermedad se ha visto limitada debido a
que no existen modelos eficaces que generen una respuesta celular y humoral
similar a la respuesta en el ser humano que ayude a entender la complejidad y las
interacciones entre los factores solubles y la respuesta celular. En nuestros
hallazgos fue posible identificar en los grupos de mayor severidad los recuentos
plaquetarios mas bajos de todos los grupos analizados, asi como prolongacion en
los tiempos de coagulacion. Estos resultados concuerdan con la presentacion de la
enfermedad pues tiene como caracteristicas distintivas de la fisiopatologia en los
casos mas complicados fuga vascular y hemorragia, que se explican en parte por
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un aumento de la expresién sistémica de citoquinas.3®

Los mediadores bioldgicos que han sido implicados en la patogénesis del dengue a
partir de varios estudios han reportado resultados contradictorios. ElI disefio
distintivo del estudio, el momento de la recoleccion de la muestra, el procesamiento
de la muestra y las poblaciones del estudio probablemente contribuyan a estos
resultados contradictorios, pero también se debe considerar la posibilidad de que
diferentes vias puedan producir manifestaciones clinicas similares.3” En nuestro
estudio se tomaron niveles plasmaticos de citoquinas (IL-6, IL-8) en fase aguda y
de convalecencia para evaluar la respuesta inmunoldgica en nifios con infeccién por
DENV en el periodo evaluado observandose una respuesta estadisticamente
significativa (Grafica 1) en sus valores para las dos citoquinas, consistente con lo
reportado en la literatura.*® Otros estudios han evaluado la infeccién por DENV in
vitro utilizando varios tipos de células han aclarado los mecanismos de replicacion
viral y evasion inmune. Estos estudios también han demostrado que la interaccion
entre DENV vy las células hospedera da como resultado la produccion y liberacion
de citoquinas proinflamatorias, pues los macrofagos infectados con DENV vy las
células endoteliales producen IL-8, un efecto mediado por las proteinas DENV NS5
y NS4B.#" Adicionalmente, en modelos murinos se encontré que las células
endoteliales infectadas con DENV también secretaron IL-6, CXCL10, CXCL11 y
RANTES (regulated upon activation normal T cell expressed and secreted).*?

Segun los hallazgos mostrados aqui, el incremento de IL-6 e IL-8 se asocia a los
casos de mayor gravedad (DCSAy DG) diferenciandolos de los casos leves (DSSA)
de la clasificacion de 2009 pero no resultan utiles cuando los pacientes son
clasificados con los criterios de 1997 (Grafica 2), probablemente debido a que el
grupo DF incluye pacientes con criterios que para 2009 son considerados como
graves. Esto es corroborado por un estudio donde reportaron que los niveles séricos
de IL-6 se asocian con la forma mas severa de la clasificacion de 2009 (DG).?®
Aunque algunos estudios han descrito que estas citoquinas también se asocian a
los casos mas severos (DHF y DSS) de la clasificacion de 1997.2443, ningln estudio
ha comparado ambas clasificaciones reclasificando los pacientes, como se hizo en
este estudio, por lo tanto, se considera que al menos, la medicién de IL-6 e IL-8 se
puede relacionar con una mayor patologia usando la clasificacion de 2009 y que
esta clasificacion es util en estudios inmunes que involucran citoquinas.

Encontrar un marcador bioldgico con titulos que guarden una relacion directa con
base en la gravedad del dengue puede proporcionar pistas sobre los mecanismos
de las manifestaciones graves del dengue, especialmente la fuga de plasma vy el
sangrado, pues hasta el momento las manifestaciones clinicas son las unicas
caracteristicas utilizadas para predecir la gravedad de la enfermedad del dengue
(OMS). En nuestro estudio se analizé el rendimiento de los niveles de IL6 e IL8 para
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predecir severidad del dengue de acuerdo a la clasificacion de 1997 y la revisada
de 2009 (Grafica 3) en donde se observo un rendimiento adecuado con AUC
superior a 80% para las dos clasificaciones tomando como punto de comparacién
los niveles de citoquinas de los pacientes en fase de convalecencia. Es decir, es
posible discriminar los casos de Dengue de los controles (Dengue convaleciente).
Asi mismo, encontramos que es posible diferenciar entre los grupos Dengue
clasificacion revisada de 2009 pero no con la de 1997, pues la IL-6 discrimina el
grupo DCSA del DSSA (Grafica 4), mientras que la IL-8 discrimina las dos formas
de mayor severidad (DCSA y DG) de la presentacion mas leve de la enfermedad
(DSSA) (Grafica 4).
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9. CONCLUSIONES

Existe gran interés por comprender de manera clara como interaccionan los factores
inmunoldgicos en los desenlaces clinicos de los pacientes criticos. Para ello, se
plantea un mejor analisis del curso clinico relacionado a los eventos fisiopatologicos
con la clasificacion de OMS de 2009 por lo que se ha utilizado para plantear
hipotesis y realizar los esquemas metodoldgicos en diferentes publicaciones.

Segun los resultados, los niveles de IL-6 e IL-8 se asocian con la severidad de la
infeccion y pueden ser de utilidad clinica para discriminar las formas graves de las
leves usando la clasificacion del 2009. Ademas, la aplicacion clinica de esta
clasificacion ha contribuido positivamente en el manejo oportuno y mortalidad de los
pacientes.

Por el momento continua el interés en determinar y comprender a cabalidad los
eventos tanto clinicos como fisiopatolégicos que pueden modificarse en pro de la
mejoria de la atencion de los pacientes con infeccion por dengue siendo necesarios
mas estudios similares.
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