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RESUMEN

La enfermedad por virus dengue (DENV) tiene una presentacion clinica espectral
gue va desde el dengue sin signos de alarma hasta la fiebre hemorragica dengue.
Los nifios son los mas afectados en el Huila, con una mortalidad global del 1%,
donde la miocarditis dengue (MD) es la principal causa de muerte (60%) (Salgado
et al, Infectio, 2008). Se ha demostrado la participacibn de mediadores
inflamatorios solubles en la patogénesis y severidad de la enfermedad. El ST2
soluble (ST2s), un factor involucrado en la permeabilidad vascular, se ha
encontrado incrementado en los pacientes con las formas severas de la infeccién
(Becerra et al. 2008). La IL-33, una citoquina que ha sido asociada con cardio
proteccién, es el ligando natural del ST2s, la union a el ST2s inhibe la accién
protectora de la IL-33 en modelos murinos (Sanada et al, 2007). El objetivo de
este estudio es determinar la relacion entre los niveles de ST2s e IL-33 en el suero
de los pacientes con MD.

La cuantificacion de st2s e IL-33 se realizo a través de ELISA sandwich en las
muestras de los pacientes menores de 13 afios de edad con MD, atendidos en el
Hospital Hernando Moncaleano Perdomo. Los pacientes infectados con DENV
tuvieron niveles séricos significativamente aumentados de ST2s, pero no
mostraron cambios significativos en los niveles séricos de IL-33. No se encontr6
correlacion entre la concentracion de estas proteinas, sugiriendo que los niveles
de ST2s no modifican los niveles de IL-33. Se hallo una buena correlacion no
significativa entre los niveles de ST2s y CK-MB.

Palabras claves: Dengue, Miocarditis, Miocarditis dengue, ST2s, IL-33.



ABSTRACT

Dengue virus (DENV) disease has a clinical spectral presentation, since dengue
without warning signals to severe dengue hemorrhagic fever. Children are the most
affected in Huila, with 1% of average fatality, with myocarditis dengue (MD) as the
leading cause of death (60%) (Salgado et al, Infectio, 2008). It has been shown the
participation of soluble inflammatory mediators in the pathogenesis and severity of
the disease. Soluble ST2 (ST2s), a factor involved in the vascular permeability, has
been found increased in patients with severe forms of infection (Becerra et al.
2008). IL-33, a cytokine that has been associated with cardio protection, is the
natural ligand of ST2s, binding to ST2s inhibits the protective action of IL-33 in
murine model (Sanada et al, 2007). The aim of this study was to determine the
relationship between levels of ST2s and IL-33 in sera from patients with Dengue
myocarditis (MD).

Quantification of ST2s and IL-33 was performed by sandwich ELISA in samples of
patients under 13 years old with MD, treated at the Hernando Moncaleano
Perdomo Hospital. The DENV infected patients have significantly increased serum
levels of ST2s, but don’t show significant changes in serum levels of IL-33. We
don’t found correlation between the concentration of these proteins, suggesting
that levels of ST2s don’t change levels of IL-33. We found a good, not significant
correlation between levels of ST2s and CK-MB.

Key Words: Dengue, Myocarditis, Dengue Myocarditis, ST2s, IL-33.



INTRODUCCION

Multiples son las teorias acerca de la patogénesis de Fiebre Dengue
hemorragico (FDH), pero la mas aceptada indica que la enfermedad es
producto de la respuesta inmune del huésped. Existe bastante informacién
sobre el papel que desempefan los anticuerpos de baja afinidad durante las
reinfecciones y se propone que las células infectadas, producen una gran
explosion de mediadores inflamatorios, como IFN-y, IL-2 y TNF-a que dan
como resultado una amplia cadena de eventos que inducen la disfuncion
celular produciendo un desbalance en los procesos coagulatorios que
conducen a fuga plasmatica, hemorragia y choque; caracterizando el cuadro
clinico y la fisiopatologia de la Infeccién por Dengue® 2.

Sin embargo aun no es claro, como esta gran estimulacion inflamatoria con
la produccién de los mediadores interactia de manera plena para hacer
evidente el espectro clinico de la enfermedad donde solamente 2.5% de los
pacientes que desarrollan Fiebre dengue hemorragico y Sindrome de choque
dengue (SCD) las formas mas graves, fallecen. Adicionalmente en la
actualidad la severidad alcanzada por dicho cuadro viral incluye formas
atipicas potencialmente letales para el ser humano como la encefalopatia y
la Miocarditis; de las cuales la mas frecuente en nuestro medio es la
miocarditis.

En su estudio de mortalidad por dengue hemorragico en nifios en Colombia,
Salgado y colaboradores reportan una tasa de letalidad promedio de 1.03%,
en un estudio realizado con 338 pacientes con diagnostico de FDH, que
requirieron ingreso a la unidad de cuidados intensivos pediatricos. Este
estudio reporta la miocarditis aguda (caracterizada por pobre respuesta a la
reanimacion con liquidos intravenosos, con choque persistente, fendmenos
arritmicos y aumento de las enzimas cardiacas), como la mayor causa de
mortalidad, en un 60% del total de fallecimientos®.

'GREEN, S y ROTHMAN A. Immunopathological mechanisms in dengue and dengue hemorrhagic fever. En: Curr
Opin Infect Dis. 2006. vol. 19, N° 5, p. 429-36.

’KURANE, |. Dengue hemorrhagic fever with special emphasis on immunopathogenesis. En: Comp Immunol
Microbiol Infect Dis. 2007. vol. 30, p. 329-340.

3SALGADO, D, et al. Mortalidad por dengue hemorragico en nifios en Colombia: mas allad del choque. En: Infectio.
2008. vol. 12, No 1, p. 249-255.
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La IL-33 y el ST2s son moléculas relativamente jovenes que han demostrado
tener un importante papel en reacciones inmunolégicas en diferentes
modelos experimentales. Llama la atencion el papel descrito en la
inmunopatogénesis de la infeccién por DENV y los modelos experimentales
de miocarditis viral.

Todo este conocimiento acerca de estas dos moléculas y de su posible
relacion con la funcién cardiaca en diferentes procesos patolégicos, ha
despertado nuestro interés en conocer los niveles de ST2s e IL-33 en la
complicacion mas frecuente y mortal del Dengue en nuestro medio, la
miocarditis Dengue; y con estos valores poder aportar al conocimiento en el
posible papel cardioprotector de la IL-33; asi como la posibilidad que niveles
elevados de ST2s sean un marcador biomolecular de severidad en la
miocarditis Dengue; y con esto abrir un camino en que permita emplear estas
dos moléculas y su dinamica en la miocarditis Dengue como posible factor
prondstico y/o diagnéstico en esta complicacién de la infeccién por DENV.

Conocer el comportamiento de la IL-33 y ST2s en miocarditis por virus
dengue permitiria ampliar el conocimiento de la fisiopatologia de esta
manifestacion clinica atipica de la enfermedad causada por virus dengue,
siendo esto un paso inicial en la posible utilizacion de estas como
marcadores que permitan prever el desarrollo de esta complicacion en los
pacientes con FDH, llevando asi a una intervencién temprana y adecuada.
Un conocimiento mayor, podria permitir largo plazo que estas se puedan
utilizar como terapia farmacologica.

14



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

2.1 ANTECEDENTES DEL PROBLEMA

En su estudio de mortalidad por dengue hemorragico en nifios en Colombia,
Salgado y colaboradores reportan una tasa de letalidad promedio de 1.03%,
en un estudio realizado con 338 pacientes con diagnostico de FDH, que
requirieron ingreso a la unidad de cuidados intensivos pediatricos. Este
estudio reporta la miocarditis aguda (caracterizada por pobre respuesta a la
reanimacion con liquidos intravenosos, con choque persistente, fendmenos
arritmicos y aumento de las enzimas cardiacas), como la mayor causa de
mortalidad, en un 60% del total de fallecimientos®.

Kabra y colaboradores, en un estudio prospectivo con 54 niflos menores de
12 afios admitidos en todos los Institutos de Ciencias Médicas de la India en
Nueva Delhi después del 15 de octubre de 1996 y en diferentes estadios de
la enfermedad, en el cual se emplearon como métodos diagndsticos
Ecocardiografia Doppler color en 2 dimensiones y modo M; para todos los
pacientes fue calculada la fraccién de eyeccion y la fraccion de acortamiento,
encontrando que la fraccién de eyeccion se encontraba disminuida (<50%)
en 9 de los 54 pacientes correspondiendo al 16.7%".

Por otra parte, en Tailandia el estudio de Khongphatthanayothin y
colaboradores, con el objetivo de determinar la depresion miocardica y su
efecto en la severidad en la infeccion por DENV; fue realizado con 91
pacientes pediatricos quienes presentaban infeccion por Virus Dengue
evidenciada mediante serologia o PCR; determind que la fraccion de
eyeccion fue menor al 50% en 6.7%, 13.8% y 36% de pacientes con Fiebre
Dengue (FD), FDH y SCD respectivamente. Este estudio concluyé que la
disfuncién cardiaca en la infeccion por DENV es una complicacién no
infrecuente y que contribuye a la severidad clinica del SSD®.

En cuanto al papel de ST2 en la infeccion por DENV el estudio de Houghton,
midio la expresion de dos isoformas de este gen (receptor soluble y anclado

“Ibid., p. 13.

*KABRA SK, et al. Myocardial dysfunction in children with dengue haemorrhagic fever. En: National Medical Journal
of India. 1998. vol.11, No. 2, p. 59-61.

*KHONGPHATTHANAYOTHIN, A, et al. Myocardial depression in dengue hemorrhagic fever: Prevalence and
clinical description. En: Pediatric Critic Care Med. 2007. vol. 8, No. 6, p. 524-539.
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a membrana T1/ST2s y T1/ST2L respectivamente) en 21 pacientes con FD y
17 con FDH. Realiz6 medicién de estas dos isoformas en los diferentes
estadios de la infeccion por DENV usando PCR, ELISA y cultivo de células
endoteliales. Datos in vitro podrian indicar que TNFa y otras moléculas
solubles presentes en el suero de los pacientes con Dengue, podrian regular
la expresion de T1/ST2 en las células endoteliales. T1/ST2s podria ser
incluido como un marcador de severidad y probablemente contribuya a la
regulacién negativa de la respuesta inflamatoria durante la enfermedad
severa y pueda ser parte de un mecanismo de retroalimentacion y control’.

En cuanto a la IL-33, es una molécula relativamente joven descrita en 2005
por Jochen Schmitz dentro de la familia de IL-1, la cual segun este autor es
el ligando especifico de las dos isoformas del ST2, y que por medio de la
isoforma anclada a membrana (ST2L), utiliza esta via de sefalizacion por
medio de la familia de MAP-quinasas y la activacion de NF-kB, sugiriendo
una posible funciéon inmunomoduladora[7]. Adicionalmente Shoji Sanada en
un estudio realizado en ratas sometidas a sobrecarga de presién mediante
TAC (Transverse Aortic Constriction) y en las cuales se midieron niveles de
ST2 e IL-33 luego de un tiempo; concluyd que la sefializacién por la via de
IL-33/ST2, cumple una funcién protectora del miocardio bajo estrés y que la
IL-33 posee propiedades antiinflamatorias y antifibréticas en el miocardio®.

2.2 DESCRIPCION DEL PROBLEMA

La enfermedad causada por la Infeccion con el virus Dengue es una
patologia prevalente propia de zonas tropicales en las cuales se encuentra
un gran numero de paises y una proporcién importante de la poblacién
mundial, por tal razén los seres humanos que habitan dichas zonas se
encuentran frecuentemente expuestos a la infeccion por dicho virus.
Colombia ademas de ser un pais ubicado en la zona tropical, reine muchas
de las caracteristicas ambientales necesarias para la supervivencia y
proliferaciéon del vector Aedes aegypti. Algunas de ellas son la variedad de
regiones ubicadas bajo los 2200 msnm y los altos indices de pluviosidad
entre otros. Aunado a la presencia del vector que garantiza la
transmisibilidad, en Colombia se cuenta con la presencia de los cuatro
serotipos de virus Dengue, exponiendo a la poblacibn a una mayor

"THOUGHTON, N. et al. Levels of soluble ST2 in serum associate with severity of dengue due to TNF-a stimulation.
En: Journal of General Virology. 2009. Paper in press.

8SCHMITZ, J, et al. IL-33, an Interleukin-1-like Cytokine that Signals via the IL-1 Receptor-Related Protein ST2 and
Induces T Helper Type 2-Associated Cytokines. En: Immunity. 2005. vol. 23; p. 479-490.
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probabilidad de infeccion, reinfeccién y a las complicaciones derivadas de la
enfermedad.

Se estima que ocurren entre 50 y 100 millones de casos de Fiebre dengue
anualmente en todo el mundo, de los cuales aproximadamente 500.000 son
formas agresivas de la enfermedad: fiebre dengue hemorragico y sindrome
de shock dengue, con una mortalidad entre el 1 y el 4.5%. En Colombia, el
Huila es una region de gran endemicidad para FD y FDH. En el afio de 1997
hubo una gran epidemia y en el afio 2004 se alcanz6 una tasa de 60 por 100
000 habitantes, mientras el promedio nacional fue de 12 por 100 000
habitantes®

Neiva posee una alta prevalencia de la enfermedad causada por el virus
dengue, y gran parte de la poblacién afectada es la pediatrica. En este grupo
poblacional se presentan complicaciones de forma frecuente, entre ellas, las
hemorragias especialmente gastrointestinal o del sistema nervioso central, la
encefalitis, la hepatitis y la miocarditis, estas tres Uultimas Illamadas
“manifestaciones clinicas atipicas”. Estas Ultimas fueron la principal causa de
muerte en una serie de casos reportados en un estudio realizado en el
Hospital Universitario de Neiva. La miocarditis fue entre este grupo la
principal causa de muerte

2.3 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es la relacion entre los niveles séricos de ST2s y la IL-33 y la
miocarditis en pacientes con infeccion por virus dengue, asi como en la
severidad clinica y para clinica de dicha complicacion?

°SALGADO, D, et al. Clinical and epidemiological characterisation of dengue haemorrhagic fever in Neiva,
Colombia, 2004. En: Revista de Salud Publica. 2007. vol. p. 53-63.
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3. JUSTIFICACION

El estudio de la miocarditis ha permitido dilucidar el rol de ciertas moléculas
en la fisiopatologia de las miocarditis virales. El Factor de Necrosis Tumoral
alfa (TNF a) se ha reconocido como una citoquina proinflamatoria importante
en el inicio y continuacion del proceso inflamatorio de los cardiomiocitos,
relacionando sus altos niveles con mayor depresion de la funcion
miocardica’®.El TNF-a se expresa marcadamente en la FDH y es un
importante inductor de la expresién de St2 en ensayos de células tratadas
con sueros de pacientes con FDH (Houghton et al, 2008). El St2s actia
como antagonista de la IL-33 sobre el st2L que se encuentra en la membrana
de las células. Se sabe que esta IL-33 actila como una citoquina
cardi(l)lprotectora en los modelos de compromiso miocardico biomecénico en
ratas .

Conocer el comportamiento de la IL-33 y ST2s en miocarditis por virus
dengue permitiria ampliar el conocimiento de la fisiopatologia de esta
manifestacion clinica atipica de la enfermedad causada por virus dengue,
siendo esto un paso inicial en la posible utilizacion de estas como
marcadores que permitan prever el desarrollo de esta complicacion en los
pacientes con FDH, llevando asi a una intervencién temprana y adecuada.
Un conocimiento mayor, podria permitir largo plazo que estas se puedan
utilizar como terapia farmacologica.

YCALABRESE, F, et al. Overexpression of tumor necrosis factor (TNF)a and TNFa receptor | in human viral
myocarditis: clinicopathologic correlations. En: Modern Pathology. 2004. vol 17, p. 1108-1118.

“SANADA, S, et al. IL-33 and ST2 comprise a critical biomechanically induced and cardioprotective signaling
system. En: The Journal of Clinical Investigation. 2007. vol. 6; p. 117.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la relacion existente entre los niveles de ST2s e IL-33 en sueros
de pacientes con infeccion por virus dengue y el desarrollo de miocarditis, asi
como la correspondencia entre dichos niveles de interleuquinas y la
severidad del compromiso miocéardico evaluado clinica y paraclinicamente

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Cuantificar la concentracion de la molécula ST2s en suero de los pacientes
incluidos en el estudio.

e Cuantificar la concentracion de la molécula IL-33 en suero de los
pacientes incluidos en el estudio.

e Relacionar los niveles de ST2s e IL-33 con la presencia de miocarditis en
la infeccién por DENV.

e Relacionar los niveles de ST2s e IL-33 con el grado de severidad de la
miocarditis, en los pacientes con ese diagndstico.

19



5. MARCO TEORICO

Multiples son las teorias acerca de la patogénesis del Dengue, pero la mas
aceptada indica que la enfermedad es producto de la respuesta inmune del
huésped. Existe bastante informacién sobre el papel que desempefian los
anticuerpos de baja afinidad durante las reinfecciones y se propone que las
células infectadas, producen una gran explosibn de mediadores
inflamatorios, como IFN-y, IL-2 y TNF-a que dan como resultado una amplia
cadena de eventos que induce la disfuncion celular produciendo fuga
plasmatica, hemorragia y choque; caracterizando el cuadro clinico y la
fisiopatologia de la Infeccién por Dengue ***3.

Sin embargo aun no es claro, como esta gran estimulacion inflamatoria con
la produccién de los mediadores interactia de manera plena para hacer
evidente el espectro clinico de la enfermedad donde solamente 2.5% de los
pacientes que desarrollan FHD/SCD las formas mas graves, fallecen.
Adicionalmente en la actualidad la severidad alcanzada por dicho cuadro
viral incluye formas atipicas potencialmente letales para el ser humano como
la encefalopatia y la Miocarditis. Teniendo en cuenta la importancia de
Miocarditis por Dengue en nuestro medio por su representatividad, se hace
evidente de conocer la fisiopatologia global vinculando la dinamica a nivel de
este organo blanco. Algunos estudios han detectado mediadores con
funciones de inmunoregulacién e inmunosupresoras, como IL-10 e IL4; que
eventualmente podrian regular la respuesta inmune de los pacientes, aunque
los mecanismos sigan siendo desconocidos.

De otro lado, trabajos recientes han demostrado la sobre-regulacion de la
molécula ST2 y la regulacion a la baja de la IL-33 en sueros de pacientes con
Fiebre por Dengue®, molécula que ha sido sefialada como un importante
regulador negativo de la respuesta inflamatoria, asi como mediador y
regulador importante de la funcién efectora de la IL-33.

Basados en este conocimiento, es valido estudiar la dinamica de expresion
de ST2 durante la infeccidén natural por virus dengue asi como de IL-33 y su
regulacién en pacientes y/o sueros de pacientes en los cuales se documento
la infeccion por el virus, sumado a los pocos estudios de la dinAmica del ST2
en el Dengue y aun mas en la Miocarditis por Dengue; de esta manera se

“GREEN, Op.cit., p.13

*KURANE, Op.cit., p. 13

Y BECERRA, A, et al. Elevated levels of soluble ST2 protein in dengue virus infected patients. En: Cytokine. 2008.
vol. 41, p. 114-120.
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hace valido ahondar en su papel durante la enfermedad y especificamente
en la Miocarditis como morbilidad asociada a la enfermedad, con la idea que
esta informacion permita ofrecer una nueva interpretacion de la patogenia y
sea de utilidad para adoptar nuevas conductas en el manejo de la infeccion y
de la complicacion a nivel cardiaco.

5.1 GENERALIDADES SOBRE DENGUE

El dengue es una importante enfermedad viral transmitida por vector a los
seres humanos con una presentacion clinica variada, abarcando desde
casos asintomaticos hasta aquellos que conllevan a la muerte.

Se estima que ocurren entre 50 y 100 millones de casos de Fiebre dengue
anualmente en todo el mundo, de los cuales aproximadamente 500.000 son
formas agresivas de la enfermedad: fiebre dengue hemorragico y sindrome
de shock dengue, con una mortalidad entre el 1 y el 4.5%. En Colombia, el
Huila es una region de gran endemicidad para FD y FDH. En el afio de 1997
hubo una gran epidemia y en el afio 2004 se alcanz6 una tasa de 60 por 100
000 habitantes, mientras el promedio nacional fue de 12 por 100 000
habitantes™.

Esta patologia infecciosa es causada por el virus dengue (DVEN), transmitido
por el mosquito Aedes aegypti. El virus dengue hace parte de la familia
flaviviridae, que se caracteriza por tener su informacion genética en una
cadena sencilla de RNA que se transcribe con polaridad positiva. Se conocen
cuatro serotipos, de los cuales el serotipo 2 esta asociado mas
frecuentemente con las formas severas de la enfermedad®®.

Clinicamente se caracteriza por ser de curso febril y producir compromiso del
estado general, cefalea, dolor retro-ocular, osteomuscular, abdominal y otros.
En las formas complicadas se presenta diatesis hemorragica, fuga
plasmatica y “atipicamente” manifestaciones como hepatitis, miocarditis y
encefalitis'’’ (Salgado Doris 2008). La OMS (WHO, 2001) ha establecido
criterios para clasificar las formas severas del Dengue en cuatro grados:

Grado I: Fiebre con sintomas inespecificos, con prueba de torniquete positiva
Grado lI: Las manifestaciones anteriores, mas hemorragias espontaneas.
Grado llI: Lo anterior mas signos de falla circulatoria.

Grado IV: Choque profundo.

SALGADO, Op.cit., p. 17
*HOUGHTON, Op.cit., p. 16
YSALGADO, Op.cit., p. 13
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Esta clasificaciébn no reconoce otros componentes que demarcan severidad
en la enfermedad e incluso el orden en severidad no siempre sigue la
secuencia planteada por esta graduacion.

5.2 MARCADORES DE SEVERIDAD EN DENGUE

Como ya es conocido, la severidad de la enfermedad por virus dengue esta
directamente relacionada con la respuesta inmune del hospedero. Por lo
tanto se han realizado diferentes investigaciones que permitan conocer cO6mo
actian los mediadores inmunoldgicos y su papel en la respuesta a la
infeccion por DENV; buscando poder determinar cuél de estos mediadores
se puede utilizar como marcador de severidad en la infeccion por DENV y
permita una intervencién mas temprana en la enfermedad y disminuir de esta
forma la mortalidad.

Diferentes investigaciones han demostrado el aumento de varias citoquinas
en la infeccion por DENV. Dentro de estos se ha encontrado que niveles
séricos elevados de marcadores de activacion de LT como el receptor
soluble de TNF-a, IL-2, CD8 soluble e IFN-y y han encontrado correlacion
con la severidad de la enfermedad en pacientes con FDH'®. Ademas, niveles
aumentados de citoquinas vasoactivas como TNF-q, IL-6, IL-8 y Molécula de
Adhesion Vascular Soluble 1 (sVCAM-1) han sido reportados en pacientes
infectados con DENV 1%,

De esta forma se plantea que las citoquinas tienen un papel fundamental en
el desarrollo de las diferentes presentaciones clinicas de la infeccién por
DENV; y que la severidad de estas presentaciones clinicas esta directamente
relacionada con el aumento en el nivel de algunas citoquinas. Las principales
citoquinas encontradas en pacientes con FDH son TNF-q, IL-2, IL-6, IL-8, IL-
10, IL-12 e IFN-y #?2. Estas citoquinas parecen ser producidas tanto por
Macréfagos como por células endoteliales®.

®KURANE, |, et al. Activation of T lymphocytes in dengue virus infections. High levels of soluble interleukin 2
receptor, soluble CD4, soluble CD8, interleukin 2, and interferon-gamma in sera of children with dengue. En: J Clin
Invest. 1991. vol. 88, p. 1473-1480

“HOBER, D, et al. Serum levels of tumor necrosis factor-alpha (TNF-alpha), interleukin-6 (IL-6), and interleukin-1
beta (IL-1 beta) in dengue-infected patients. En: Am J Trop Med Hyg. 1993. vol. 48, p. 324-331.

“MURGUE, B, CASSAR, O y DEPARIS, X. Plasma concentrations of SVCAM-1 and severity of dengue infections.
En: J Med Virol. 2001. vol. 65, p. 97-104

“'KURANE, Op.cit., p. 22

HOBER, O.cit., p. 22

ZAVIRUTNAN, P, et al. Dengue virus infection of human endothelial cells leads to chemokine production,
complement activation, and apoptosis. En: J Immunol. 1998. vol. 161, p. 6338-6346

22



De todas las citoquinas que se han estudiado, se ha propuesto que el papel
fundamental lo desempefia el TNF-q, ya que participa en los mecanismos de
fuga vascular y dafio celular. Recientemente se han descrito nuevas
moléculas que pueden desempefiar un papel fundamental en diferentes
enfermedades, como en el dengue, dentro las que se encuentran ST2 y IL-
33.

5.3 IL-33

La IL-33 fue descrita en 2005 como miembro de la familia de IL-1. Es una
proteina de 18kDa en su forma madura y su gen se encuentra localizado en
el cromosoma 9q 24.1. La IL-33 es expresada en muchos tejidos, pero su
expresion es mas restringida al tipo celular, encontrdndose una expresion
constitutiva en células del musculo liso humano entre otras células.

Se han descrito varias funciones de la IL-33 dentro del sistema inmune
relacionadas principalmente a su unidon con la molécula ST2 en sus
diferentes isoformas (ST2L/ST2s). La IL-33 tiene la capacidad por la via de
ST2L de activar la cascada de las MAP quinasas y finalmente activar el factor
nuclear kB (NF-kB); siendo este el principal mecanismo relacionado con la
funcién inmunomoduladora que se le otorga a la IL-33%.

Otros estudios han reportado un importante roll de la IL-33 como
cardioprotector ya que disminuye la respuesta hipertréfica y de fibrosis del
musculo cardiaco a estimulos como la sobrecarga de presién®.

Aunque la lI-33 es una molécula relativamente joven ha demostrado tener un
importante papel en reacciones inmunolégicas en diferentes modelos
experimentales por lo cual es importante estudiar el papel que juega en la
inmunopatogénesis de la infeccion por DENV y de la miocarditis dengue
como comorbilidad asociada mas severa a dicha infeccion.

5.4 ST2

ST2 es una proteina miembro de la familia de citoquinas IL-1. Esta proteina
con multiples asociaciones a la fisiologia de diferentes procesos patoldgicos
y no patoldgicos que tienen lugar en modelos humanos, como en modelos
animales experimentales, conduce a que esta proteina sea descrita como un
biomarcador en diferentes enfermedades.

24schmitz, Op.cit., p. 16
BSANADA, Op.cit., p. 18
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Inicialmente descrita como un gen de respuesta primaria en fibroblastos de
modelos murinos, y como un gen de respuesta a oncogenes; la proteina ST2
es producto del empalme alternativo de diferentes genes implicados en su
transcripcion, generando de tal manera tres moléculas de RNAm las cuales
codifican para tres formas del ST2. La primera es el ST2L, una forma de
mayor tamafio anclada a la membrana celular; la segunda es ST2s, una
forma mas corta, soluble, liberada por las células en las cuales se ha
detectado dicha molécula; la tercera es ST2v, una variante anclada a la
membrana. En la actualidad no se conocen los mecanismos que estimulan o
inhiben la replicacion y posterior expresion de esta proteina.

La expresion de estas tres formas se ha detectado en multiples tejidos y tipos
celulares humanas, incluyendo las células hematopoyéticas y células
endoteliales, como respuesta a multiples estimulos inflamatorios como el
lipopolisacarido, IL-18, TNFa y la IL-6. En la actualidad es poco el
conocimiento acerca del papel de las diferentes formas de ST2 en los
procesos tanto fisiolégicos como patoldgicos, de tal manera que en los
resultados de algunos modelos de investigacion se vincule ST2 como
molécula protectora o reguladora de la respuesta inmune 2°% y por el
contrario otras investigaciones lo proponen como molécula que juega un
papel importante en los mecanismos inmunopatoldgicos y que se relaciona
directamente con la severidad de diferentes enfermedades®*.

5.5 MIOCARDITIS EN DENGUE

La miocarditis se define como la inflamacién del masculo miocardio. Tiene
una amplia gama de etiologias, desde infecciosas (el virus dengue un
representante de esto), téxicas y mediadas por el sistema inmune. La
Miocarditis hace parte de las llamadas manifestaciones atipicas de la
enfermedad causada por dengue®, pero no por esto deja de tener un
importante impacto en la poblacion afectada, principalmente la pediatrica.

Aunqgue no se conoce con certeza como el virus dengue afecta el miocardio,
se han disefiado modelos experimentales para miocarditis viral,
principalmente con virus cocksakie y es a partir de estos modelos de donde
se ha obtenido la mayor parte del conocimiento sobre fisiopatologia en esta

WALZL, G, et al. Inhibition of T1/ST2 during respiratory syncytial virus infection prevents T helper cell type 2 (Th2)-
but not Thl-driven immunopathology. En: J Exp Med. 2001. vol. 193, p. 785-792

7OSHIKAWA, K, et al. ST2 protein induced by inflammatory stimuli can modulate acute lung inflammation. En:
Biochem Biophys Res Commun. 2002. vol. 299, p. 18-24

BRINT, E.K, et al. ST2 is an inhibitor of interleukin 1 receptor and Toll-like receptor 4 signaling and maintains
endotoxin tolerance. En: Nat Immunol. 2004. vol. 5, p. 373-379

®HOUGHTON, Op.cit., p. 16

®SANADA, Op.cit., p. 18

$'SALGADO, Op.cit., p. 13
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enfermedad®. La fase inicial, MIOCARDITIS AGUDA, es paralela a la
viremia y se caracteriza por invasiéon y muerte de la célula miocardica,
activacion de los macrofagos que liberan citoquinas como Interleukina-1,
Interleukina-2, factor de necrosis tumoral alfa e interferbn gamma. Después
de cuatro dias inicia el aclaramiento viral e infiltracion del miocardio por parte
de mononucleares como Linfocitos T citotéxicos, Linfocitos B activados y
Natural Killer gue aumentan la muerte de los miocardiocitos. Después de los
14 dias hay ausencia de virus en la sangre y es en esta tercera etapa,
MIOCARDITIS CRONICA, que se hacen notables consecuencias como falla
cardiaca, cardiomiopatia dilatada y fibrosis.

Las manifestaciones clinicas de las miocarditis virales en general son muy
variadas y pueden ir desde aquellas asintomaticas hasta la muerte. Estas se
han clasificado en las formas fulminante, que es precedida de prédromos,
hay falla cardiaca y termina en muerte o supervivencia con funcion
miocéardica normal. La forma subaguda o cronica presenta prédromos,
disfunciéon ventricular, aumento del indice cardiotoracico, ademas puede
progresar a cardiomiopatia dilatada y la forma de cardiomiopatia dilatada que
se caracteriza por presentar falla cardiaca, con una supervivencia del 60% a
los 5 afios.® *°. Vale la pena resaltar que las nuevas técnicas de biologia
molecular han permitido encontrar una correlacion importante entre ciertas
moléculas como el Factor de Necrosis tumoral Alfa y la evolucion clinica, de
manera que a mayor expresion de este, hay mayor depresiéon de la funcién
miocéardica, ademas es mas expresado en aquellas miocarditis que son de
etiologia viral en comparacion de aquellas por etiologia diferente *.

En el diagnostico de esta enfermedad no existe un método ideal, siendo esta
situacion reconocida aun en importantes articulos de revisiéon®’. La mejor
forma de llegar al diagnostico es a través de una valoracion integral que
incluya una adecuada historia clinica, un buen examen fisico y un amplio
arsenal de paraclinicos segun la disposicion con que se cuente. Es necesario
excluir primero otras condiciones patoldgicas como alteraciones cardiacas
estructurales, arritmias cardiacas, enfermedades sistémicas, etc.

La biopsia endomiocérdica ha sido considerada como el mejor pardmetro
para el diagndstico de miocarditis. Para su interpretacion se tienen en cuenta
los Criterios de Dallas de 1986. Schmaltz et al, encontré que la biopsia era

2 OPEZ, | y HERRERA, H. Miocarditis viral. En: Medigraphic Artenisa. 2006. vol. 13, No 3, p. 122-128.

®FELDMAN, A y McNAMARA, D. Myocarditis. En: New England Journal of Medicine. 2000. vol 343, N° 19; p. 1388-

LOPEZ, Op.cit., p. 24

®SHEKERDEMIAN, L y BOHN D. Acute viral myocarditis: Epidemiology and pathophysiology. En: Pediatric Critic
Care Medicine. 2006. vol. 7, No. 6, p. S2-S7.

*CALABRESE, Op.cit., p. 18

S"CHECCHIA, P y KULIK, T. Acute viral myocarditis: Diagnosis. En: Pediatric Critical Care Medicine. 2006. vol 7, N°
6, p. S8-S11.
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diagnéstica en el 11% de los casos, Util en el 71% y no util en el 16%. Los
métodos de biologia molecular adicionales como PCR, hibridizacion de &cido
ribonucleico, aumentan la sensibilidad y especificidad en el diagnostico.
Martin et al usando PCR en 38 muestras de miocardio en sospecha de
miocarditis, tom6 17 controles y detectd genoma viral en 68% de las
muestras para miocarditis mas no en los controles. Calabrese et al
encontraron que a pesar de esto no es el método perfecto por cuanto es un
procedimiento invasivo expuesto a complicaciones, es dependiente del
evaluador, el resultado puede variar de acuerdo al sitio del que se tome la
muestra del miocardio.

La electrocardiografia es una herramienta facilmente disponible, econdmica,
no invasiva y de alta utilidad para la evaluacion de un caso en el cual se
sospeche miocarditis. Aunque los ritmos son variables, los mas comunes son
la taquicardia sinusal, complejos QRS de bajo voltaje, inversion o
aplanamiento de la onda T (Keith et al: 31 de 45 casos con aplanamiento o
inversion de T) *. Puede haber elevacién marcada del segmento ST,
arritmias como Taquicardia Supraventricular, Taquicardia ectdpica atrial,
extrasistole ventricular, Fibrilacion Ventricular, etc “°.

La radiografia de torax en realidad es de poca utilidad en el diagndstico de
miocarditis viral, se limita a mostrar los signos de falla cardiaca®.

La ecocardiografia es una herramienta de extremo valor en el estudio de esta
enfermedad. Muestra ventriculos aumentados de tamafio, en diastole y fin de
sistole, fraccion de eyeccion y de acortamiento disminuidas, regurgitacion
atrio ventricular. Otros hallazgos son anormalidades regionales en
movimientos de pared, sin disfuncién global o dilatacién ventricular e
hipertensién pulmonar (por aumento de presion en auricula izquierda.

Las enzimas cardiacas han sido evaluadas y se ha encontrado una mejor
sensibilidad y especificidad de las troponinas con respecto a la CPK-MB.
Soongswang et al evalu6 la troponina T como marcador no invasivo de
miocarditis en una poblacion pediatrica, tomando un grupo control vy
utilizando los criterios de Dallas como Gold Standard, encontré que un nivel
de 0.052ng/ml es un buen punto de corte para hacer el diagnéstico de
miocarditis viral.

Entre los inconvenientes que se han encontrado esta la falta de una
adecuada correlacion entre los niveles de las troponinas y los hallazgos en la
biopsia endomiocardica.

38 .
Ibid., p. 25
*KEITH, J, ROWE R, VLAD P. Heart Disease in Infancy and Childhood. 1978. p. 928-931
““CHECCHIA, Op.cit., p. 25
“ILOPEZ, Op.cit., p. 24

26



Actualmente se evalGan la utilidad de nuevas ayudas diagnésticas como lo
son la Resonancia Magnética Nuclear Cardiovascular y la Gammagrafia
antimiosina, las cuales son utiles para evaluar la extension de la inflamacion
en el miocardio. El uso de la Resonancia ayuda a direccionar la
interpretacion de la biopsia. Sin embargo aun no se sabe cudl es la mejor
variable en estos estudios para la evaluacion de la miocarditis*.

5.6 ST2 EN DENGUE

La infeccién por virus Dengue es un proceso infeccioso agudo que envuelve
la sobre produccién de moléculas proinflamatorias acorde a esto se han
encontrado niveles elevados de ST2 en pacientes con fiebre dengue en los
dias febriles tardios de la enfermedad, asi como también se ha observado
gue los niveles de ST2 hallados en pacientes con infecciones secundarias
por virus dengue son mucho mas elevados que en aquellos con una
infeccidn primaria, relacionando la severidad de la enfermedad y los niveles
de ST2, pudiendo llegar a ser un marcador diferencial para prever los
diferen}ses estadios de la enfermedad y el probable curso clinico de la
misma™.

Basados en los resultados de los estudios citados nos proponemos estudiar
los niveles de algunas citoquinas en suero humano como lo son la IL-33 y
ST2s en infeccién por DENV y su correlacion con el desarrollo de miocarditis
dengue como complicacion mas severa de dicho cuadro infeccioso, llegando
a usarlos como biomarcador de severidad en la enfermedad por DENV.

“2CHECCHIA, Op.cit., p. 25
“SBECERRA, Op.cit., p. 20

27



6. METODOLOGIA

6.1 TIPO DE INVESTIGACION

Se realizo un estudio observacional y descriptivo en el cual se llevo a cabo la
recoleccion de la informacion de forma retrospectiva. Para tal efectos se
utilizo la informacién clinica correspondiente a los pacientes a los cuales
pertenecian las muestras de suero de los menores de 13 afios atendidos en
el Hospital Universitario Hernando Moncaleano de Neiva con diagnéstico de
miocarditis de Enero de 2005 a Diciembre de 2006, existentes en la seroteca
de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Surcolombiana. A
partir de dichas muestras se realizo la cuantificacion de las citoquinas en
estudio, ST2s e IL-33 para obtener la informacién propuesta.

De igual manera se utilizo la informacion clinica y las muestras almacenadas
correspondientes al periodo comprendido entre Octubre de 2008 hasta
Septiembre de 2009, en el cual se incluyeron los pacientes menores de 13
afios atendidos en el servicio de Pediatria del Hospital Universitario
Hernando Moncaleano Perdomo de Neiva con diagnostico de miocarditis por
dengue, asignando los controles respectivos con pacientes quienes tuvieran
el diagnéstico de FDH, asi por cada caso de miocarditis se asigno un caso
de FDH. Finalmente se conto con la participacién de 3 voluntarios sanos
como punto de referencia.

6.2 POBLACION Y MUESTRA

La poblacion a estudio fueron los pacientes menores de 13 afios admitidos
en el Hospital Universitario Hernando Moncaleano Perdomo de la Ciudad de
Neiva para los periodos mencionados. Del total de pacientes atendidos se
selecciono para participar en el estudio los pacientes que cumplieran los
criterios de inclusion para el grupo A (abajo explicado) dentro del periodo de
tiempo establecido. Se conformo un segundo grupo (grupo B) cuyo nimero
de participantes fue asignado en una proporciéon 1:1 respecto al grupo A
segun los criterios mencionados abajo. Las caracteristicas de los grupos son:

- Grupo A: Pacientes con Miocarditis. Se incluyeron los pacientes que
cumplian con los criterios para miocarditis Dengue segun el protocolo
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vigente en el Hospital Universitario Hernando Moncaleano Perdomo de la

Ciudad de Neiva.

- Grupo B o Grupo Control: Pacientes con FDH. Se incluyeron los
pacientes que cumplian los criterios de la OMS para FDH.

La seleccion de la muestra (n) se llevo a cabo de manera no aleatoria,
incluyendo pacientes que cumplan con los parametros establecidos en el
estudio. Este método es conocido como muestreo por conveniencia.

6.3 CRITERIOS DE INCLUSION

Los criterios de inclusién, para los

dos grupos de pacientes (Fiebre

Hemorragica por Dengue y Miocarditis Dengue) fueron los siguientes:

Tabla 1 Criterios de inclusion
Fiebre dengue hemorrégico
Fiebre de 3 a 7 dias

Evidencia de sangrados

Evidencia de fuga vascular (derrames
serosos y/o aumento del hematocrito).

Trombocitopenia menor a 100.000/ ml

IgM positiva para virus dengue

Fuente: Pediatr Crit Care Med 2006 Vol. 7, N° 6 (Suppl.)
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Miocarditis
Sospecha clinica

Evidencia de alteraciones cardiacas
en rayos x de tdérax ,electro o
ecocardiograma, gammagrafia
cardiaca (cuando sea posible)

Alteraciones bioquimicas

Demostracion de enfermedad viral.

Biopsia endomiocardica (si es
posible su realizacion)



A su vez la miocarditis se clasifico clinicamente en:

Tabla 2 Clasificacién clinica de miocarditis

Miocarditis Miocarditis subagudao  Miocardiopatia dilatada
fulminante cronica:
Curso viral corto Prédromo viral Falla cardiaca congestiva
Choque cardiogénico  Falla cardiaca Cardiomegalia en los rayos
X de torax
Arritmia ventricular Cardiomegalia en rayos x Disfuncion ventriculo
izquierdo
Muerte subita Disfuncion ventricular Historia familiar
izquierda
Tamaifo cardiaco
normal

Disfunciéon ventricular
izquierda

Fuente: Pediatr Crit Care Med 2006 Vol. 7, N° 6 (Suppl.)
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6.4 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Tabla 3 Operacionalizacion de las variables

Variable

Definicion

Subvariables

Categorias

Nivel de
medicion

Indice

Sociodemogréfica

Son
caracteristicas
generales  de
los participantes
que de alguna u
otra forma
pueden  tener
una implicaciéon
en las
condiciones
clinicas.

Edad

Meses

Razon

Promedio
0 mediana

Sexo

Masculino o
femenino

Nominal

Porcentaje

Clinica

Son  aquellas
que se
determinan por
medio de una
evaluacion
médica integral
y que pueden
ser
cuantificadas o
caracterizadas
por medio de
paraclinicos.

Hipotensién
arterial

Mediana

Nominal

Porcentaje

Frecuencia
cardiaca

Mediana

Ordinal

Porcentaje

CPK-MB

Mediana

Nominal

Porcentaje

Troponina |

Mediana

Nominal

Porcentaje

Inmunologica

Hace referencia
al
comportamiento
de la respuesta
del sistema
inmunolégico a
un agente
extrafio

ST2s

Niveles
séricos

Razon

Promedio
0 mediana

IL33

Niveles
séricos

Razén

Promedio
0 mediana

6.5 TECNICAS PARA LA RECOLECCION DE DATOS Y TRABAJO DE

LABORATORIO

Para la recoleccion de datos se realizd una revisidn documental que incluyo:

31




e Revisiéon de la base de datos correspondiente a las muestras de pacientes
con miocarditis almacenadas en la seroteca de la facultad de salud de la
universidad Surcolombiana.

e La seleccién de los pacientes pertenecientes a los Grupos de la muestra
se realizara acorde al cumplimiento de los criterios ya mencionados para
cada grupo.

e Se llevo a cabo la revision de los datos obtenidos a partir de la aplicacion
del instrumento a los pacientes seleccionados para el estudio acorde a la
seleccién de la muestra planteada con anterioridad.

Para la determinacion de la concentracion de las moléculas ST2s e IL-33 se
utilizaron kits comerciales de ELISA ***, que ya habia sido usado por otros
autores*. Se siguieron las recomendaciones del fabricante.

Los autores recibieron capacitacion teérica acerca de los fundamentos de la
técnica de ELISA, y posteriormente un periodo de entrenamiento de un mes
en el laboratorio. Durante este tiempo, se realizaron 4 ensayos de ELISA
para detectar IgG humana total en muestras de voluntarios sanos.

En la realizacion de los ensayos de ST2 e IL-33 se establecié un control
negativo con el fin de aumentar la confiabilidad de los resultados obtenidos,
gue contenia todos los reactivos necesarios para el desarrollo de la prueba,
excepto la muestra (suero de paciente o estandar). El valor de la absorbancia
obtenida en este se multiplicd por dos, y este resultado se tomé como limite
inferior de deteccién. Los valores por debajo de este limite se consideraron
como no detectables y se les asigno un valor arbitrario correspondiente a la
mitad del dltimo valor de la curva estandar para cada molécula (ST2= 15,6
pg/mL; IL-33=11,7 pg/mL)

Con el fin de disminuir la posibilidad de sesgos en la realizacion de los
experimentos, los mismos fueron hechos en ciego, mediante la asignacién de
un codigo a cada muestra que no fue conocido por las personas encargadas
de realizar el trabajo de laboratorio. Luego de culminar todos los
experimentos se rompid el ciego.

44Biotinylated Anti-human  IL-33  Antibody. [Sitio en internetl R&D Systems. Disponible en
http://www.rndsystems.com/pdf/BAF3625. Acceso el 10 de septiembre 2008.

“Human IL-1 R4/ST2. [Sitio en internet] R&D Systems. Disponible en http://www.rndsystems.com/pdf/dy523.
Acceso el 10 de septiembre 2008.

“HOUGHTON, Op.cit., p. 16
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6.6 PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION Y PLAN DE ANALISIS

Para el analisis de los resultados, los datos fueron divididos segun la
condicion clinica del paciente del cual procedian, de esta forma se
clasificaron en tres grupos: Voluntarios Sanos con una n=3, Fiebre Dengue
Hemorragico con una n=13 y Miocarditis dengue con una n=13, para el
analisis estadistico estos datos fueron presentados utilizando la mediana
como medida de tendencia central. Posterior a esto, los datos referentes a
las concentraciones de las moléculas objeto de estudio, obtenidos a través
de la realizacién de los ELISA tipo sandwich se analizaron por medio del
programa GraphPad Prism 5. Para tal efecto se usaron pruebas no
paramétricas y para la comparacion de muestras independientes la prueba
de Mann-Whitney. Las correlaciones se analizaron por el test de Spearman y
se aceptd como estadisticamente significativo un valor de p<0,05.

6.7 ASPECTOS ETICOS

La presente investigacion ha sido ideada y disefiada atendiendo a lo
estipulado por la LEY 23 DE 1981 y por la RESOLUCION No. 8430 de 1993,
por la cual se establecen las normas académicas, técnicas y administrativas
para la investigacion en salud, atendiendo a lo planteado en el TITULO i
relacionado con LA INVESTIGACION EN SERES HUMANOS, en su
CAPITULO I, sobre LOS ASPECTOS ETICOS DE LA INVESTIGACION EN
SERES HUMANOS:

La metodologia de este trabajo se desarrolla bajo las disposiciones legales
vigentes en el pais (Art. 54 Ley 23/81); con las condiciones y requerimientos
necesarios para conservar la dignidad, la proteccion de los derechos y el
bienestar de los participantes (Art. 5 Res. 8430/93). Conforme a esta
investigacion, el dengue es una enfermedad con una alta prevalencia a nivel
mundial, asi como en nuestro pais y en la region surcolombiana, a la cual
pertenecemos. Es una enfermedad con un amplio espectro de presentacion,
dentro de las cuales, las formas severas pueden llegar a ser mortales, con
cifras reportadas para nuestra regiéon entre el 1 y el 4.5% por la doctora Doris
Salgado et al; siendo la presentacion mas severa y frecuente la miocarditis
por dengue.

En los ultimos afios se han dado grandes avances en el conocimiento de la
fisiopatologia de esta enfermedad, que permiten comprender mejor su
relacion con el huésped y de esta forma buscar diferentes alternativas para
su manejo. La IL-33 y el ST2 surgen como potenciales mediadores en el

33



desarrollo de esta enfermedad, y pueden tener una implicacion especial en la
miocarditis por dengue como complicacion.

Con el fin de conocer mejor la relacion de estas dos moléculas en dicha
patologia, se plantea su medicion en suero de pacientes con este
diagnostico.

Por ser desarrollada en seres humanos, esta investigacién cumple con los
requisitos expuestos en el articulo 6° de la Resolucién 8430/93 en cuanto:

- Se justifica en principios cientificos y éticos.
- Prevalece la seguridad de los participantes.

- Cuenta con la autorizacién por escrito para la utilizacion de las muestras
obtenidas por el grupo de investigacion.

- Sera realizado bajo la supervision estricta de profesionales de la salud con
conocimiento y experiencia tanto en areas clinicas, como en el area
investigativa; vinculados como docentes a la facultad de salud de la
Universidad Surcolombiana, y como personal asistencial al Hospital
Universitario Hernando Moncaleano Perdomo.

- La seguridad que no se identificard al sujeto y que se mantendra la
confidencialidad de la informacién relacionada con su privacidad.

En cuanto al riesgo de los participantes en este estudio, segun lo planteado
en el articulo 11 del Resolucion 8430/93, este estudio puede clasificarse en
sin riesgo porque la metodologia es retrospectiva, ya que se utilizaran
técnicas y procedimientos a muestras que ya han sido recogidas por el grupo
de investigacion de PARASITOLOGIA Y MEDICINA TROPICAL de la
facultad de salud, del cual forma parte el semillero SINEDIR, al cual se
encuentra vinculado este proyecto; y una revision documental retrospectiva.
Por lo tanto no existe ninguna intervencion directa sobre los participantes, o
gue impliquen algun riesgo.

Es importante aclarar que en el momento de la toma de la muestra, los
tutores de los pacientes firmaron una autorizacion para el uso de la muestra
en estudios posteriores (Anexo A).

34



7. RESULTADOS

Tras el proceso de captacion, registro y seguimiento de los pacientes, se
incluyeron 45 pacientes hospitalizados en la Unidad de Cuidado Intensivo del
Hospital Universitario Hernando Moncaleano Perdomo, luego de aplicar los
criterios de inclusibn mencionados en la tabla 2, la muestra se redujo a 13
pacientes con miocarditis. Para cada caso positivo de miocarditis se asigno el
control respectivo, para la asignaciéon de cada control se tomaron como
criterios la edad y el género de los pacientes con miocarditis, posteriormente
se captaron 3 voluntarios sanos que se tomaron como control negativo. Para
analizar la comparatividad de los grupos de pacientes se utilizaron medidas
de tendencia central aplicadas a la informacion sociodemografica, clinica y
paraclinica de los pacientes con miocarditis y sus controles, para el periodo
mencionado.

Asi, la informacion fue organizada en la tabla 4 donde se aprecia de manera
clara la comparatividad sociodemogréfica de los dos grupos de pacientes
(FDH y MD) al analizar las variables en cuestién y su medida de tendencia
central.

Tabla 4 Variables sociodemograficas y variables clinicas

FDH (n = 13) MD (n = 13)

%/Mediana (Rango) | (n)

%/Mediana (Rango) | (n)

Variables sociodemogréficas

Edad (meses) 72 (7-144)| 13,0 72 (7-144)| 13,0
Genero Masculino 46,2%| 6,0 46,2%| 6,0

Femenino 53,8%| 7,0 53,8%| 7,0
Peso (kg) 20 (7,5-39)| 13,0 22,5(7,5-40,5)| 13,0

Prueba confirmatoria
Serologia positiva 92,3| 12,0| 92,3| 12,0
Variables clinicas

Dias de fiebre 5(1-5)| 13,0 4(3-8)]13,0

Normal 84,6% 11 92,3% 12
Estado de conciencia Alterado 15,4% 2 7,7% 1
Temperatura (°C) 36,5(355-37,6)| 13 36,8(36-39)| 13
Tension arterial sistélica (mmHg) 95(79-118)| 13 100 (76 -118)| 13
Tension arterial diastélica (mmHg) 62(49-82)| 13 63 (45-83)| 13
Tension arterial media (mmHg) 73(59-92)| 13 74 (55-85)| 13
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Frecuencia cardiaca (Lpm) 118 (70-179)| 13 102 (56 -190)| 13
Frecuencia respiratoria (Respm) 26 (28-48)| 13 22 (16-70)| 13
Hemoglobina (mg/dL) 13(7,3-22,7)| 13 11,8(9-15)| 13
Hematocrito (%) 37,6 (20,3 - 45,61) 13 33,7 (4,7 - 44,7) 13
Plaquetas (*10°/mm?®) 62 (20-99)| 13 64 (11-151)| 13
CPK (UI/L) 203 (36 - 726) 9 86,5 (45 - 2528) 6
CPK-MB (UI/L) 16 (9-42)| 8 28 (4-685)| 8
Troponina (ng/ml) 0,0055 (0,001 - 0,01) 2 0,02 (0,001 - 0,21) 7

Normal 50,0% 2 12,5% 1
Electrocardiograma Alterado 50,0% 2 87,5% 7

Normal 100,0% 1 66,7% 6
Ecocardiograma Alterado 0,0% 0 33,3% 3
indice de efusion pleural (%) 13 (0 - 40) 8 20(0-40)| 10

Si 15,4% 2 38,5% 5
Uso de dobutamina No 84,6% 11 61,5% 8

Si 23,1% 3 46,2% 6
Uso de dopamina No 76,9% 10 53,8% 7

Si 7,7% 1 23,1% 3
Uso de noradrenalina No 92,3% 12 76,9% 10

Si 15,4% 2 30,8% 4
Uso de milrinone No 84,6% 11 69,2% 9

De los 13 pacientes incluidos en cada grupo todos tenian prueba
confirmatoria para DEN y cumplian criterios clinicos para ser clasificados en
uno u otro grupo.

Se aprecia una homogeneidad en los dos grupos en cuanto a la edad con
una medida de tendencia central de 72 meses, y para el género, donde el
porcentaje de distribucién fue de 46,2% para hombres y 53,8% para mujeres,
lo anterior fue el resultado de la aplicacion de los criterios de asignaciéon de
controles orientado a minimizar variaciones o la intervencion de variables
confundentes que pudieran alterar la diferencia real en la cuantificacion de
las moléculas en cuestién para cada grupo. Asi mismo el no existian mucha
variacion en la medida de tendencia central del peso para cada grupo siendo
respectivamente de 20 Kg para el grupo FDH y 22,5 Kg para el grupo de MD.

Al analizar la variables clinicas se aprecia como los pacientes con FDH al
momento de consultar al servicio de urgencias llevan una mayor numero de
dias de fiebre (5 dias) en comparacion con el grupo de MD los cuales
presentan un menor numero de dias de fiebre, esto podria ser el significado
de la mayor urgencia o gravedad del cuadro clinico de los pacientes con MD
(4 dias) que los obliga a consultar en los servicios de urgencia mas
tempranamente. Curiosamente cuando se analiza la variable referente a el
estado de conciencia al momento del ingreso se aprecia que una alteracion
de esta se presenta mayoritariamente en el grupo FDH (15,4%) comparado
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con el grupo de MD (7,7%), lo cual podria ser indicativos que los cuadros de
FDH, son cuadros que por su naturaleza llevan al paciente a consultar de
manera tardia y asi alcanzar cuadros con un compromiso clinico avanzado
que se reflejan en la alteracion del estado de conciencia de los pacientes, por
el contrario para los pacientes con MD quienes debido a la severidad del
cuadro clinico se ven obligados a consultar tempranamente en el servicio de
urgencias, el hallazgo de un estado de conciencia alterado es menos
frecuente.

Exceptuando la frecuencia cardiaca (FDH=118 Ipm (70-179), MD=102 Ipm
(56-90)), la frecuencia respiratoria (FDH=26 respm (28-48), MD=22 respm
(16-70)), la hemoglobina (FDH=13 mg/dL (7,3-22,7), MD=11,8 mg/dL (9-15))
y el hematocrito (FDH=36,7% (20,3-45,61), MD=33,7% (4,7-44,7)) donde se
evidencia una medida de tendencia central mayor en el grupo FDH; en las
variables clinicas y/o paraclinicas como lo son la temperatura (FDH=36,5°
(35,5-37,6), MD=36,8° (36-39)), tensioén arterial sistélica (FDH=95 mmHg (79-
118), MD=100 mmHg (76-118)), tension arterial diastolica (FDH=62 mmHg
(49-82), MD=63 mmHg (45-83)), tension arterial media (FDH=73 mmHg (59-
92), MD=74 mmHg (55-85)) y plaquetas (FDH=62*10°/mm?*® (20-99),
MD=64*10%/mm? (11-151)), se evidencia que la medida de tendencia central
(mediana) en estos casos es mayor en el grupo de MD con respecto al grupo
FDH.

En cuanto a los marcadores de lesion cardiaca como son la CPK (FDH=203
UI/L (36-726), MD=86,5 UI/L (45-2528)) y la CPK-MB (FDH=16 UI/L (9-42),
MD=28 UI/L (4-685)), se obtuvo una medida de tendencia central para la
CPK mayor en el grupo de FDH respecto al grupo de MD; por el contrario
para la CPK-MB se obtuvo una medida de tendencia central mayor en el
grupo de MD respecto al grupo de FDH, donde la mediana se encontraba por
encima del valor minimo de diagnostico para lesion cardiaca que es de 25
UI/L. Al analizar la medida de tendencia central de la Troponina
(FDH=0,0055 ng/ml (0,001-0,01), MD=0,02 ng/ml (0,001-0,21)), se evidencia
un valor mayor para el grupo de MD respecto al grupo de FDH. Es importante
expresar que de los 13 pacientes que conforman cada grupo solo 6
pacientes en el grupo de MD y 9 pacientes en el grupo de FDH contaban con
el reporte de CPK, de igual manera solo 8 pacientes en el grupo de MD y 8
pacientes en el grupo de FDH contaban con el reporte de CPK-MB, para la
Troponina | solo 7 pacientes en el grupo de MD y 2 pacientes en el grupo de
FDH contaban con el reporte respectivo.

Para el grupo de MD y de FDH cuyo numero de pacientes es de 13, solo 8
paciente para MD y 4 pacientes para FDH contaban con un trazado
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electrocardiografico, asi en el grupo de MD el 87,5% (7 pacientes)
presentaron alteracion en el trazado electrocardiografico y tan solo un 12,5%
(1 paciente) presento un trazado electrocardiografico normal, hallazgos que
son acordes a la clinica de compromiso miocardio de los pacientes incluidos
en este grupo. Por el contrario en el grupo de FDH el 50% (2 pacientes)
presentaron alteraciones en el trazado electrocardiogréafico y el restante 50%
(2 pacientes) no presentaron ninguna alteracion en dicho trazado. Para el
grupo de MD a 9 pacientes se le realizo ecocardiograma y en el 66,7% (6
pacientes) de estos el resultado del ecocardiograma no evidencio
alteraciones ecocardiograficas compatibles con disfuncién miocardica, por el
contrario solo en el 33,3% (3 pacientes) el resultado del ecocardiograma
evidencio alteraciones ecocardiograficas compatibles con disfuncion
miocéardica; de igual manera para el grupo de FDH se le realizo
ecocardiograma solo a 1 paciente (100%) en el cual el resultado del
ecocardiograma no evidenci6é alteraciones ecocardiograficas de disfuncion
miocardica.

Respecto al indice de efusién pleural como predictor de severidad de la fuga
vascular, la medida de tendencia central (mediana) para el grupo de MD fue
mayor respecto al grupo de FDH (MD=20% (0-40), FDH=13% (0-40)).

Al analizar el requerimiento de soporte inotrépico para los pacientes de cada
grupo, se observa frecuencia de uso de inotrépicos mayor en el grupo de MD
(23,1% - 46,2%) respecto al grupo de FDH (7,7% - 23,1%) para los diferentes
inotropicos mencionados. Es significativo resaltar que en el caso de los
pacientes del grupo de MD que requirieron uso de inotropia, la mayoria
(30,76%) necesito de mas de un inotrdpico, caso contrario para el grupo de
FDH donde solo el 23,07% de los pacientes requirieron soporte con mas de
un inotrépico.

7.1 PACIENTES CON INFECCION POR DENV PRESENTAN NIVELES
AUMENTADOS DE ST2S

Para comprobar que los pacientes con infeccion por DENV presentan unos
niveles elevados de ST2s, se realizo un ensayo de ELISA Sandwich en
muestras de pacientes con infeccién por virus dengue (n=26) y en controles
sanos (n=13). Los pacientes con infeccibn por DENV presentan niveles
séricos significativamente aumentados de ST2s (P<0,0001). La mediana de
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la concentracion de ST2s en los voluntarios sanos fue 182 pg/mL y en el
grupo de enfermos fue de 2035 pg/mL (fig. 1A).

Con el fin de evaluar si existe una relacién entre los niveles séricos de ST2s
y la severidad clinica de la infeccion por DENV, se analizaron los niveles de
ST2s subdividiendo el grupo de enfermos en 2 subgrupos; pacientes con
Fiebre dengue hemorragico (FDH) y pacientes con Miocarditis dengue. En el
grupo FDH la mediana fue de 1779 pg/mL y en el grupo Miocarditis de 2663
pg/mL. Se encontr6 diferencia entre estos valores, que no es
estadisticamente significativa, con un valor de p=0,1998 (Figura 2A). Se
encontro diferencia significativa entre los niveles de ST2s de los voluntarios
Sanos y FDH (p<0,0001) y entre voluntarios Sanos y Miocarditis (p=0,0001)
(Figura 2A).

Figura 1 Niveles de ST2 e IL-33 en
pacientes con infeccion por DENV
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Comparacion de los niveles de ST2s e IL-33 entre pacientes con infeccion
por DENV y controles sanos. Las barras horizontales indican el valor de la
mediana en cada grupo. A: Determinacién de niveles de ST2s en muestras
de pacientes sanos (n=13) y pacientes con infecciébn por DENV (n=26)
mediante la realizacion de un ELISA Sandwich. Existe una diferencia
estadisticamente significativa entre los dos grupos. * P< 0.000.1. B:
Determinacion de niveles de IL-33 en los grupos anteriores, mediante la
realizacion de un ELISA Séandwich. No se encontr6 ninguna diferencia
significativa entre los dos grupos.
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7.2 NIVELES DE IL-33 NO SE ELEVAN EN PACIENTES CON INFECCION
POR DENV

Para evaluar si los niveles de IL-33 se elevan en los pacientes con infeccién
por DENV, se realizo un ensayo de ELISA Sa&ndwich en pacientes que
cursan con infeccion por DENV (n=26) y en voluntarios sanos (n=13). Los
pacientes con infeccion por DENV no presentan modificaciones significativas
en los niveles séricos de IL-33 (P=0,87). La mediana de la concentracion de
IL-33 en los voluntarios sanos fue 11,7 pg/mL y en el grupo de enfermos de
11,7 pg/mL (Fig. 1B).

Con el fin de evaluar la existencia de modificaciones en los niveles séricos de
IL-33 segun la presentacion clinica de la infeccion por DENV (formas
severas=FDH y formas atipicas=Miocarditis), se analizaron los niveles de IL-
33 subdividiendo el grupo de enfermos en 2 subgrupos; pacientes con Fiebre
dengue hemorréagico (FDH) y pacientes con Miocarditis dengue. En el grupo
FDH la mediana fue 11,7 pg/mL y en miocarditis 11,7 pg/mL, sin diferencia
significativa (p=0,57) (Figura 2B). No se encontro diferencia significativa entre
voluntarios sanos y FDH (p=0,9) ni entre voluntarios sanos y Miocarditis
(p=0,64) (Figura 2B).

Figura 2 Niveles de ST2 e IL-33 en pacientes con miocarditis dengue
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Comparacion de los niveles de ST2s e IL-33 entre pacientes con FDH, con
Miocarditis dengue y controles sanos. Las barras horizontales indican el valor
de la media en cada grupo A: Determinacion de niveles séricos de ST2s en
pacientes con FDH (n=13), pacientes con Miocarditis dengue (n=13) y
voluntarios sanos (n=13), mediante un ensayo de ELISA Sandwich. Existe
diferencia significativa entre voluntarios sanos y FDH, *P<0,0001; y entre

40



voluntarios sanos y Miocarditis, **P=0,001. No hubo diferencia significativa
entre FDH y Miocarditis (P=.0,1998) B: Se realiz6 el mismo procedimiento
descrito anteriormente para el analisis de los niveles de IL-33. No se hallaron
diferencias significativas entre voluntarios sanos y FDH (P<0,9); y entre
voluntarios sanos y Miocarditis, (P=0,64). No hubo diferencia significativa
entre FDH y Miocarditis (P=0,57).

7.3 NIVELES DE IL-33 NO SE CORRELACIONAN CON NIVELES DE ST2S

Una vez determinados los niveles de las moléculas IL-33 y ST2s en suero de
los pacientes con miocarditis (n=13), se correlaciond sus valores para
evaluar si la concentracién de la IL-33 guardaba alguna relacién con la
concentracion de ST2s. Para ello se aplicé el test de Spearman. Hubo una
leve tendencia a la correlacion negativa (r=-0,3). Se encontrdé que entre las
muestras estudiadas el aumento del ST2s no modifico los niveles de IL-33 de
forma significativa (p=0,34).

Figura 3 Correlacion de los niveles de ST2s e IL-33
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Se correlacionaron los niveles de ST2s e IL-33 en los pacientes con
miocarditis (n=13). Hubo una leve tendencia a la correlacion negativa (r=-
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0,3). El aumento de la concentracion de ST2s no modificé el nivel de IL-33 de
forma significativa (p=0,34).

7.4 NIVELES DE ST2S Y CK-MB RELACIONADOS CON LA SEVERIDAD
CLINICA DE LA INFECCION POR DENV

De los 39 pacientes con FDH incluidos en el estudio, 15 contaban con
registro en sus historias clinicas de la medicién de los niveles de CK-MB.

De acuerdo a publicaciones anteriores para la evaluacion de pacientes que
se presentan con patologias cardiacas*’, se tomé como valor positivo para
CK-MB un nivel > 25 UI/L. Se dividié los 15 pacientes en 2 grupos, de la
siguiente forma:

- Pacientes con CK-MB negativa: Valores de CK-MB menores de 25 UI/L.
Un total de 10 pacientes, 7 con diagndstico de FDH y 3 con diagndstico de
Miocarditis.

- Pacientes con CK-MB positiva: Valores de CK-MB mayores de 25 UI/L. Un
total de 5 pacientes, 4 con diagnéstico de Miocarditis y 1 con diagnéstico
de FDH.

Posteriormente se comparé la concentracion de ST2s en estos dos grupos.

La media de la concentracion de ST2 en el grupo CK-MB (-) fue de 2384

pg/mL y en el grupo CK-MB (+) fue de 2629 pg/mL (Figura 3). No se encontro

una diferencia estadisticamente significativa entre los 2 grupos, con un valor
de P=0,2.

Figura 4 Niveles de ST2s y CK-MB relacionados con la severidad de la
infeccién por DENV
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“"ERANGINI, P, et al. Dolor toracico y alteracion del segmento ST en pacientes con vias accesorias auriculo-
ventriculares. En: Revista médica de Chile. 2005. vol. 133, p. 570-574

42



Se tomaron los pacientes con reporte de niveles de CK-MB (n=15). Se tomo
como valor de referencia de positividad para injuria cardiaca un valor mayor
de 25 UI/L, dividiéndolos en dos grupos: CK-MB positivo (n=5) y CK-MB
negativo (n=10). Se relacionaron los valores de ST2s en ambos grupos,
encontrdndose una mediana para el grupo CK-MB (+) de 2629 pg/mL y de
2384 pg/mL en el CK-MB (-). No hubo diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos (p=0,2).

7.5 CORRELACION DE LOS NIVELES DE ST2S Y CK-MB EN PACIENTES
CON VALORES DE CK-MB (+) PARA INJURIA CARDIACA

Para determinar si existe una relacién entre los niveles séricos de ST2s y
CK-MB en pacientes en quienes se presenta una injuria cardiaca (reportada
como valor de CK-MB> 25 UI/L), se realiz6 una correlacion de sus valores.
Se obtuvo el valor de la p mediante el test de Spearman, con una P= 0,23 y
el indice de correlacién lineal R*= 0,51.

Figura 5 Correlacion entre niveles de ST2s y CK-MB
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Correlacion de los valores de CK-MB y ST2s en pacientes con injuria
cardiaca (CK-MB<25 UI/L, n=5). Se encontré un indice de correlacién (R?) de
0,51, con una P= 0,23 por el test de Spearman.
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8. DISCUSION

Para determinar la relacion existente entre los niveles de ST2s e IL-33 y el
desarrollo de MD en pacientes con infeccion por virus dengue, nosotros
conducimos un estudio para determinar la concentracion de estas moléculas
en dos grupos de pacientes con infeccion por DENV (FDH y MD) y un grupo
control de voluntarios sanos. Encontramos una diferencia significativa en los
niveles de ST2s entre los voluntarios sanos y el grupo de enfermos, y entre
cada grupo por separado y los voluntarios sanos. No encontramos una
diferencia estadisticamente significativa en los valores de ST2s entre los
grupos FDH y MD. En cuanto a los niveles de IL-33, no hallamos diferencia
significativa entre los voluntarios sanos y los pacientes con infeccién por
DENV, ni entre los grupos FDH y MD. Este es el primer estudio que
determina los niveles de esta citoquina y de ST2s en procesos de injuria
miocéardica secundaria a infeccion por un agente viral. Consideramos que
debido al limitado numero de casos de MD, nuestros resultados fueron no
significativos estadisticamente para encontrar una diferencia de ST2s entre
FDH y MD, por lo que se requieren realizar estudios con una muestra mayor
de pacientes.

Un estudio con pacientes adultos venezolanos reportod niveles elevados de
ST2s en pacientes con FDH en comparacion con otras enfermedades
febriles, hallandose un pico del nivel de esta molécula en los dias de
defervescencia y el anterior a éste*. De igual manera en un estudio
realizado en pacientes huilenses con diagndstico de FDH, de los cuales el
70,4% tenian menos de 5 afios, se encontrd niveles aumentados de ST2s en
comparaciéon con los grupos de dengue clasico y voluntarios sanos,
encontrandose estos en un rango similar a nuestros resultados™.

El ST2s es una proteina miembro de la familia de la IL-1. Es codificado por
un gen que por un proceso de maduracion diferencial da como resultado tres
proteinas: ST2s, ST2 ligando y ST2v. El ST2 ligando actia como el receptor
para la IL-33°°. Esta molécula se expresa constitutivamente en el misculo
liso y por medio de su via de sefializacion activa el NF-kB. En un modelo

“BECERRA, Op.cit., p. 20
“*HOUGHTON, Op.cit., p. 16
% schmitz, Op.cit., p. 16
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murino se describié un papel cardioprotector contra hipertrofia de la IL-33 en
estados de estrés miocardico por sobrecarga de presion®’. Nuestro estudio
no encontrd diferencia de los niveles de esta citoquina entre los diferentes
grupos, por lo cual no es posible determinar si la IL-33 actia como factor
protector en los pacientes con infeccion por VDEN para el no desarrollo de
MD.

Nosotros encontramos que en cinco pacientes con un reporte positivo de CK-
MB, cuatro tenian una correlacion positiva entre los niveles de ST2s y CK-
MB. Aunque esto no fue significativo estadisticamente tal vez debido al bajo
namero de muestras, creemos que es un hallazgo importante que
correlaciona los niveles de una molécula reconocida como marcador de
injuria cardiaca con una citoquina que tiene niveles aumentados en pacientes
con FDH y cuyo mecanismo de accion es la inhibicién de la funcién de la IL-
33, cardioprotectora en modelos animales.

*LSANADA, Op.cit., p. 18
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9. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los pacientes con formas severas de la infeccién por DENV presentan un
aumento en los niveles de ST2s y niveles similares de IL-33 en
comparacién con voluntarios sanos.

Los pacientes con MD no presentan una correlacion entre los niveles de
ST2s e IL-33.

Los pacientes con formas severas de la infeccion por DENV presentan
una relacién no significativa entre los niveles aumentados de ST2s y CK-
MB.

Se recomienda ampliar el nimero de pacientes con MD, con el fin de
conocer si la relacion encontrada en este estudio entre ST2s y CK-MB es
significativa.

Se recomienda incluir un grupo de pacientes con Dengue sin signos de
alarma, como grupo de comparacion.
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ANEXOS



Anexo A AUTORIZACION PARA EL USO DE LAS MUESTRAS
OBTENIDAS EN ESTUDIOS POSTERIORES

El uso de la muestra en estudio posteriores nos podra ayudar en el futuro a
entender las causas o comportamiento de la enfermedad mencionada, es
decir del dengue. Se puede dar el caso en donde usted no se beneficie
directamente del estudio pero tanto su familia como otros individuos que
puedan ser afectados si podran beneficiarse. Por lo tanto por favor marque
su decisién con respecto al almacenamiento de la muestra y su uso en
estudios de investigacion posteriores:

1. Autorizo conservar la muestra de sangre extraida con la posibilidad de
emplearla junto con el resultado del estudio en las situaciones
sefialadas a continuacion:

a. En estudios de investigacion especificos para el dengue
siempre y cuando se conserven en anonimato los datos de
identificacion del nifio. Si No .

b. En estudios de investigacion de enfermedades de diagnostico
diferencial de enfermedades febriles hemorragicas siempre y
cuando se conserve en anonimato los datos de identificacidon
del nifio. Si___ No ___ .

c. En estudios de investigacion colaborativos con otras
instituciones nacionales o internacionales, siempre y cuando
exista acuerdo internacional previo, con aprobacion del comité
de ética y se conserve en anonimato los datos de identificacion
del nifio. Si___ No ___ .

2. Deseo que las muestra extraidas a mi hijo sean desechadas una vez
completado el estudio.

Nombre y Firma de la Persona que Acepta el Consentimiento

Ciudad y Fecha:
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Anexo B INSTRUMENTO DE MEDICION

NIVELES DE ST2s E IL-33 EN LA POBLACION PEDIATRICA CON
MIOCARDITIS DENGUE.

Nombres y apellidos:
Edad:Afos: _ Meses: __ Dias: ___ Fecha nacimiento: Afo: __ Mes:
Dia:

Lugar de procedencia:

e Diagnostico:
e Método usado para el diagndstico:
e Sospecha clinica: Hipotensiéon: No: __ SI: ¢ Cuéanto?
Frecuencia cardiaca:
Otros:
e Electrocardiografia:

e Ecocardiografia:

e RXx térax:

e Enzimas cardiacas: CPK-MB: TROPONINA
l:

e Gamagrafia cardiaca:

e Biopsia endomiocardica:

Clasificacion clinica de la miocarditis

Miocarditis fulminante:
Miocarditis subaguda o cronica:
Miocardiopatia dilatada:

[L-33: ST2s:
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Anexo C COSTOS

El presupuesto contemplado a continuacion incluye los costos directos
relacionados al desarrollo del presente proyecto investigativo.

Kits y reactivos

Elemento Descripcion | Referencia | Distribuidor | Cantidad Valor
Kit IL-33 Human IL-33 | DY3625 R&D 1 $ 645 USD.
duoSet systems
Kit ST2/IL-1 | Human ST2/IL- | DY523 R&D 1 $ 645 USD.
R4 1 R4 duoSet systems
Suero Fetal | - - - - Disponible en
Bovino el laboratorio
Buffer de | - - - - Disponible en
lavado el laboratorio
Reactivo - - - - Disponible en
diluente el laboratorio
Solucion - - - - Disponible en
sustrato el laboratorio
Soluciéon de | - - - - Disponible en
frenado el laboratorio
Materiales, maquinaria y equipos
Lector de ELX 800 BIO-TEK - Disponible en
ELISA instruments el laboratorio.
Inc.
Auto strip ELX 50 BIO-TEK - Disponible en
washer instruments el laboratorio.
Inc.
Centrifuga Centrifuga BD-0225 Analytical - Disponible en
clay adams | 3200 rpm scientific el laboratorio.
o brand marca clay Ltd.
adams o brand
Pipetas Pipetas - brand - Disponible en
autométicas | autométicas el laboratorio.
brand de 100 a
1000 pl.
Pipetas Pipetas - jencons - Disponible en
autométicas | autométicas el laboratorio.
jencons de 2 a
20 pl.
Puntas de | 702315 brand 1 31.60 EUR.
pipeta
palatizadas,
plastibrand,
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marca brand.
amarillas de 2

Puntas de |@ 200 pl sin
pipeta esterilizar.
desechables | paquete  por

960 puntas.

Puntas de | 702320 brand 31.60 EUR.

pipeta

palatizadas,

plastibrand,

marca brand.

azules de 50 a

1000 pl  sin

esterilizar.

paquete  por

960 puntas.
Tubos de | Tubos de | - - Disponible en
Ensayo ensayo Secos. el

Laboratorio.

Tubos Tubos - - Disponible en
Eppendorf Eppendorf de el

1.5 ml. Laboratorio.
Impresora Impresora de | LX-300 EPSON Disponible en
Epson resultados del el

lector de Laboratorio.

ELISA.
Total - - - $
costos 2.869.681,84

Pesos

colombianos
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Anexo D CRONOGRAMA

Afo | Mes Actividades
S T I ———————
Febrero e Revision de literatura.
Marzo e Revision de literatura.
Abril e Reuvision de literatura.
Mayo e Seleccion del tema de investigacion.
10 1o oot ——
2008 | julio ¢ Inicio de elaboracion del anteproyecto.
Agosto e Elaboracion del anteproyecto.
Septiembre e Finalizacién de la elaboracion del anteproyecto.
e Presentacion a convocatorias para semilleros de
investigacion Universidad Surcolombiana.
Octubre e Definicion de fondos y recoleccion de recursos para
desarrollo del proyecto.
Noviembre e Inicio de recoleccién de datos.
Diciembre ¢ Inicio de recoleccion de datos.
Enero e |Inicio de recoleccién de datos.
Febrero e |Inicio de recoleccién de datos.
Marzo e |Inicio de recoleccién de datos.
Abril ¢ Inicio de recoleccion de datos.
Mayo e |Inicio de recoleccién de datos.
2009 JUQiO e |Inicio de recoleccién de datos.
Julio e Inicio de recoleccién de datos.
Agosto e |Inicio de recoleccién de datos.
Septiembre e |Inicio de recoleccién de datos.
Octubre e Inicio de recoleccién de datos.
Noviembre e Organizacion, tabulacion, andlisis de datos vy
publicacion de resultados.
Diciembre e Organizacion, tabulacion, andlisis de datos y

publicacion de resultados.
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