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RESUMEN DEL CONTENIDO: (Maximo 250 palabras)

Antecedentes. El dengue es la arbovirosis de mayor impacto mundial y, en Colombia, presenta
ciclos epidémicos recientes con alta carga en departamentos como el Huila. Una caracteristica
distintiva de la infeccidon por virus del dengue (DENV) es la trombocitopenia acompafiada de
alteracion funcional plaquetaria; sin embargo, los mecanismos que vinculan la interaccion virus—
plagueta con la severidad clinica en poblacion pediatrica no estdn completamente dilucidados.

Objetivo. Determinar el efecto del DENV sobre las plaquetas de nifios naturalmente infectados y
evaluar su asociacion con la gravedad clinica.

Métodos. Estudio longitudinal, analitico y observacional en 65 nifios (1-14 afios) con dengue
confirmado atendidos en el Hospital Universitario Hernando Moncaleano Perdomo de Neiva y de
estos, 10 nifios en fase de convalecencia entre marzo de 2023 y junio de 2024. Se aisld y purifico la
fraccidon plaquetaria o se evaluaron las plaquetas en sangre total para: (1) la deteccién de NS1 por
ELISA y de RNA viral por RT-gPCR; (2) el andlisis fenotipico y funcional por citometria de flujo
(marcadores CD62P, CD107a, CD40L) en condiciones basales y tras estimulacién ex vivo. La
antigenemia y la viremia también se evaluaron en plasma. En una fraccion de pacientes, los
resultados se compararon entre las fases aguda y convaleciente y se correlacionaron con
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parametros clinicos y el recuento plaquetario.

Resultados. En fase aguda, las plaquetas mostraron un aumento de marcadores de activacion
(CD62P, CD1070a, CD40L) y una menor capacidad de respuesta tras la estimulacién ex vivo, hallazgo
que se normalizd en convalecencia, compatible con un estado de agotamiento funcional
durante la fase aguda. La presencia de la proteina viral NS1 en las plaguetas se asocid
significativamente con una mayor activacién plaquetaria; en contraste, la deteccién de RNA viral en
las plaquetas no se correlaciond con el patrén de activacién. La carga de NS1 plaquetaria se
correlaciond moderadamente con recuentos plaquetarios bajos, lo que sugiere un papel de NS1 en
el consumo/”clearance” plaquetario. No se observaron diferencias claras en la activacion basal al
estratificar segun la severidad clinica.

Conclusioén. En nifios con dengue, la proteina viral NS1 asociada a las plaquetas parece ser un
determinante clave de la activacién y del posible consumo plaquetario, mientras que la presencia
de RNA viral no explica la activacién observada. El hallazgo de activacién simultanea al agotamiento
funcional ofrece un marco fisiopatolégico que contribuye a la trombocitopenia y podria orientar
estrategias terapéuticas dirigidas a NS1 o a la preservacién de la funcion plaquetaria.

ABSTRACT: (Maximo 250 palabras)

Objective. To determine the effect of DENV on platelets from naturally infected children and to assess its
association with clinical severity.

Methods. A Longitudinal, analytical, and observational study in 65 children (1-14 years old) with confirmed
dengue treated at the Hernando Moncaleano Perdomo University Hospital in Neiva, and among these, 10
children in the convalescent phase between March 2023 and June 2024. Platelets were isolated and purified
for: (1) detection of NS1 by ELISA and viral RNA by RT-qPCR in platelet and plasma fractions; (2) phenotypic
and functional evaluation by flow cytometry (CD62P, CD107a, CD40L) under basal conditions and after ex
vivo stimulation with PMA. Results were compared between acute and convalescent phases and correlated
with clinical parameters and platelet counts.

Results. During the acute phase, platelets exhibited increased activation markers (CD62P, CD107a, CD40L)
and reduced responsiveness to stimulation, which normalized during convalescence—consistent with
functional exhaustion during active infection. Platelet-associated NS1 protein was significantly associated
with greater activation, whereas detection of viral RNA in platelets did not correlate with activation profiles.
Higher NS1 levels in platelets showed a moderate correlation with lower platelet counts, suggesting a role
for NS1 in platelet consumption/clearance. No clear differences in basal activation were observed when the
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patients were stratified by clinical severity.

Conclusion. In children with dengue, the NS1 protein associated with platelets appears to be a key
determinant of platelet activation and potential consumption. In contrast, viral RNA does not account for the
observed activation pattern. The simultaneous presence of activation and functional exhaustion provides a
pathophysiological framework that may contribute to thrombocytopenia and could guide therapeutic
strategies targeting NS1 or preserving platelet function.
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Resumen

Antecedentes. El dengue es la arbovirosis de mayor impacto mundial y, en Colombia,
presenta ciclos epidémicos recientes con alta carga en departamentos como el Huila. Una
caracteristica distintiva de la infeccion por virus del dengue (DENV) es la trombocitopenia
acompafada de alteracion funcional plaquetaria; sin embargo, los mecanismos que vinculan la
interaccion virus—plaqueta con la severidad clinica en poblacién pediatrica no estan
completamente dilucidados.

Objetivo. Determinar el efecto del DENV sobre las plaquetas de nifios naturalmente
infectados y evaluar su asociacion con la gravedad clinica.

Métodos. Estudio longitudinal, analitico y observacional en 65 nifios (1-14 afios) con
dengue confirmado atendidos en el Hospital Universitario Hernando Moncaleano Perdomo de
Neiva y de estos, 10 nifios en fase de convalecencia entre marzo de 2023 y junio de 2024. Se
aislé y purifico la fraccion plaquetaria o se evaluaron las plaquetas en sangre total para: (1) la
deteccion de NS1 por ELISA 'y de RNA viral por RT-qPCR; (2) el analisis fenotipico y funcional
por citometria de flujo (marcadores CD62P, CD107a, CD40L) en condiciones basales y tras
estimulacion ex vivo. La antigenemia y la viremia también se evaluaron en plasma. En una
fraccion de pacientes, los resultados se compararon entre las fases aguda y convaleciente y se
correlacionaron con parametros clinicos y el recuento plaquetario.

Resultados. En fase aguda, las plaquetas mostraron un aumento de marcadores de
activacion (CD62P, CD107a, CD40L) y una menor capacidad de respuesta tras la estimulacion
ex vivo, hallazgo que se normaliz6 en convalecencia, compatible con un estado de agotamiento

funcional durante la fase aguda. La presencia de la proteina viral NS1 en las plaquetas se asocio
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significativamente con una mayor activacion plaquetaria; en contraste, la deteccién de RNA viral
en las plaquetas no se correlaciond con el patrén de activacion. La carga de NS1 plaquetaria se
correlacion6 moderadamente con recuentos plaquetarios bajos, lo que sugiere un papel de NS1
en el consumo/”’clearance” plaquetario. No se observaron diferencias claras en la activacion
basal al estratificar segun la severidad clinica.

Conclusion. En nifios con dengue, la proteina viral NS1 asociada a las plaquetas parece
ser un determinante clave de la activacion y del posible consumo plaquetario, mientras que la
presencia de RNA viral no explica la activacién observada. El hallazgo de activacion simultanea
al agotamiento funcional ofrece un marco fisiopatoldgico que contribuye a la trombocitopenia y
podria orientar estrategias terapéuticas dirigidas a NS1 o a la preservacion de la funcion
plaquetaria.

Palabras clave: dengue, dengue grave, plaqueta, progresién de la enfermedad.
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Abstract

Objective. To determine the effect of DENV on platelets from naturally infected children
and to assess its association with clinical severity.

Methods. A Longitudinal, analytical, and observational study in 65 children (1-14 years
old) with confirmed dengue treated at the Hernando Moncaleano Perdomo University Hospital in
Neiva, and among these, 10 children in the convalescent phase between March 2023 and June
2024. Platelets were isolated and purified for: (1) detection of NS1 by ELISA and viral RNA by
RT-gPCR in platelet and plasma fractions; (2) phenotypic and functional evaluation by flow
cytometry (CD62P, CD107a, CD40L) under basal conditions and after ex vivo stimulation with
PMA. Results were compared between acute and convalescent phases and correlated with
clinical parameters and platelet counts.

Results. During the acute phase, platelets exhibited increased activation markers (CD62P,
CD107a, CD40L) and reduced responsiveness to stimulation, which normalized during
convalescence—consistent with functional exhaustion during active infection. Platelet-associated
NS1 protein was significantly associated with greater activation, whereas detection of viral RNA
in platelets did not correlate with activation profiles. Higher NS1 levels in platelets showed a
moderate correlation with lower platelet counts, suggesting a role for NS1 in platelet
consumption/clearance. No clear differences in basal activation were observed when the patients
were stratified by clinical severity.

Conclusion. In children with dengue, the NS1 protein associated with platelets appears to
be a key determinant of platelet activation and potential consumption. In contrast, viral RNA

does not account for the observed activation pattern. The simultaneous presence of activation and



functional exhaustion provides a pathophysiological framework that may contribute to
thrombocytopenia and could guide therapeutic strategies targeting NS1 or preserving platelet
function.

Keywords (MeSH): Dengue, Severe Dengue, Platelet, Disease Progression.
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1. Justificacién

El dengue representa una de las principales causas de consulta, hospitalizacion y
complicaciones graves en la poblacion pediatrica de regiones endémicas como el departamento
del Huila. A pesar de su elevada carga, los mecanismos que explican la aparicion de
trombocitopenia y disfuncion plaquetaria (5) —hallazgos centrales en la fisiopatologia del
dengue— no se encuentran completamente dilucidados en nifios. Esta brecha de conocimiento
limita la identificacion temprana de casos de enfermedad activa desde el punto de vista celular y
restringe el desarrollo de intervenciones dirigidas.

Las plaquetas, tradicionalmente consideradas elementos hemostaticos, hoy se reconocen
como componentes inmunes activos capaces de interactuar con patégenos virales (6). En la
infeccion por el DENV, mdltiples estudios (2)(7) sugieren que las plaquetas pueden activarse,
expresar marcadores de degranulacion, internalizar componentes virales o unirse a proteinas del
virus, fenémenos que podrian contribuir a su consumo, disfuncion y a su clearance acelerado.
Sin embargo, existe poca evidencia directa derivada de poblacion pediatrica y, menos adn,
proveniente de nifios infectados de forma natural, en los que los determinantes virolgicos y la
respuesta inmunolégica pueden diferir de los observados en adultos o en modelos
experimentales.

Una de las interrogantes fisiopatologicas clave es aclarar si la activacion plaquetaria se
debe a la presencia de RNA viral dentro de las plaquetas, a la union de la proteina viral NS1, o0 a
mecanismos inmunitarios indirectos. Asimismo, es necesario establecer si la activacion inicial se
acompafia de un estado de agotamiento funcional, lo cual podria explicar tanto la disminucion de

la capacidad de respuesta como la rapida caida de los conteos plaquetarios durante la fase aguda
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del dengue. Conocer la relevancia de estos fendmenos permitiria comprender mejor la transicion
hacia formas graves, caracterizadas por extravasacion plasmatica, choque y hemorragias.

En Colombia no existen estudios que analicen simultaneamente la presencia de NS1y de
RNA viral en plaquetas purificadas de nifios con dengue, ni su relacion con marcadores de
activacion, de funcion plaquetaria y de gravedad clinica. Este vacio es particularmente relevante
en un departamento hiperendémico como el Huila, donde la carga de enfermedad es alta y la
poblacion infantil constituye uno de los grupos mas afectados.

Generar evidencia local, basada en muestras de pacientes y evaluada mediante técnicas
avanzadas, como la citometria de flujo y la biologia molecular, permitird comprender mejor la
fisiopatologia de la enfermedad, fortalecer la capacidad diagnostica y orientar futuras estrategias
terapéuticas o la seleccion de biomarcadores de severidad. Los resultados de este estudio
ofreceran informacion original y necesaria para el contexto colombiano y contribuiran al

entendimiento global del papel de las plaquetas en el dengue pediéatrico.
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2. Planteamiento del Problema

El dengue continta siendo la enfermedad arboviral de mayor impacto en salud publica a
nivel mundial y constituye una causa frecuente de hospitalizacion pediatrica en regiones
endémicas como el departamento del Huila. Aunque la mayoria de los nifios cursan con formas
clinicas no graves, un porcentaje desarrolla complicaciones severas caracterizadas por
extravasacion plasmatica, choque y hemorragia (1)(2). Entre los hallazgos hematolégicos, la
trombocitopenia es uno de los signos mas tempranos y consistentes, y su aparicion se ha
asociado con un mayor riesgo de dengue grave (2). Sin embargo, la fisiopatologia que explica la
disminucion del recuento plaquetario y la disfuncién de estas células no ha sido completamente
elucidada, especialmente en la poblacion pediéatrica.

Las plaguetas cumplen un papel fundamental en la hemostasia, pero también acttan
como células inmunes capaces de reconocer patdgenos, secretar mediadores y modular la
respuesta inflamatoria (2). En la infeccion por el virus del dengue (DENV) se ha descrito
activacion plaquetaria, aumento de marcadores de desgranulacién y alteracién de la capacidad
funcional(3). No obstante, en nifios infectados naturalmente se desconoce si la proteina
viral NS1 o el RNA viral—circulante o unido a la plaqueta— es el principal responsable del
estimulo activador, o si los cambios observados corresponden a un estado de activacidn excesiva
seguido de agotamiento funcional, lo que podria contribuir a su rapido consumo o remocion.

La mayoria de los estudios previos se han realizado en adultos o en modelos in vitro, con
escasos analisis directos en plaguetas primarias de nifios naturalmente infectados con DENV/(4),
pese a que las manifestaciones clinicas y la respuesta inmune pediatrica presentan

particularidades propias. En Colombia no existen investigaciones que evallen simultdneamente
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la presencia de NS1y de RNA viral en plaquetas de nifios con dengue, ni que determinen cdmo
estos factores se relacionan con marcadores de activacion plaquetaria y con la gravedad clinica.
Esta falta de evidencia genera un vacio importante en la comprension de la fisiopatologia
del dengue pediatrico y limita la identificacion de posibles biomarcadores tempranos de
severidad. Por ello, es necesario estudiar directamente las plaquetas de nifios naturalmente
infectados para determinar si la activacion plaquetaria est4 asociada a NS1, al RNA viral 0 a
mecanismos inmunoldgicos alternos, y si estos procesos contribuyen a la severidad del cuadro

clinico y al grado de trombocitopenia observado.

2.1. Pregunta de Investigacion.

¢Cudles son los efectos de la infeccion natural por DENV en las plaquetas de nifios y

cémo se relacionan estos efectos con la gravedad clinica?
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3. Marco Tedrico

3.1.Dengue

El dengue es reconocido como una de las arbovirosis de mayor impacto a nivel mundial,
con etiologia asociada a la infeccidn por uno de los cuatro serotipos del virus del dengue
(DENV-1 a DENV-4). Su principal vector de transmision son las hembras del género Aedes, con
especial protagonismo de Aedes aegypti y, en menor medida, de Aedes albopictus (8). La
enfermedad ha encontrado un medio favorable en las regiones tropicales y subtropicales, donde
se ha establecido de forma endémica, representando un importante problema de salud publica

(9,10)

3.2. La infeccién por Orthoflavivirus

Las similitudes genéticas y estructurales, asi como la capacidad de cocirculacion, gracias
a que comparten el mismo vector, hacen que el DENV presente reaccién cruzada a nivel humoral
y celular (11). Paraddjicamente, la inmunidad preexistente contra DENV es, en la actualidad, el
mayor factor de riesgo inmune para desarrollar dengue grave, ya que existen 4 serotipos que
difieren en los niveles de antigenicidad e inmunidad. Asi, el paciente permanece vulnerable a
reinfecciones heterotipicas (12).

El principal blanco de la respuesta de anticuerpos contra DENV es la proteina estructural
de envoltura (E)(13). La amplificacién dependiente de anticuerpos (ADE, por sus siglas en
inglés) ocurre cuando un paciente presenta preexistencia de anticuerpos de reactividad cruzada

entre los serotipos. Estos anticuerpos promueven el ingreso del virus a las células blanco por
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medio de la union de complejos anticuerpo-virus a través de los receptores FcyR, incrementando
la carga viral, activacion celular, liberacion de mediadores inflamatorios y otros (14).

El tropismo celular determinado en modelos humanos y maridos muestra que las células
del linaje monocito/macrofago y las células dendriticas son los mayores blancos de infeccién por
DENV en dérganos como la piel, higado y tejido linfoide; sin embargo, los mecanismos

involucrados en la trombocitopenia no se han establecido claramente (15).

3.3. Los Orthoflavivirus y las plaquetas

Los mecanismos involucrados en la trombocitopenia y el sangrado durante la infeccion
por DENV no estan completamente entendidos. Varias hipotesis han sido sugeridas para explicar
los posibles mecanismos involucrados: disminucion de la produccién, incremento del consumo o
lisis mediado por complejos inmunes. En este contexto, DENV podria directa o indirectamente
afectar las células progenitoras en la médula 6sea, ocasionando una reduccién en la capacidad
proliferativa de las células hematopoyeéticas (16). De hecho, hay evidencia de que el DENV
puede inducir hipoplasia de la médula 6sea durante la fase aguda de la enfermedad (17).

Por otro lado, esta descrito que la infeccién por DENV induce el consumo de plaquetas
debido a la coagulacion intravascular diseminada (CID), destruccion plaquetaria debido al
incremento de la apoptosis, lisis mediada por el sistema de complemento y por la presencia de
anticuerpos antiplaquetarios (6).

De igual manera, se ha documentado que la secrecién de I1L-10 requiere la interaccion
entre plaquetas apoptéticas con monocitos y las respuestas especificas de citoquinas podrian

contribuir al bajo recuento plaquetario (18).
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El efecto de DENV-2 en la morfologia y el perfil de activacion ha sido medido en
plaquetas humanas aisladas de voluntarios sanos. Sus resultados mostraron que DENV-2 activa
las plaquetas, con un incremento en la expresion de CD62P y en la union al fibrindgeno.
Adicionalmente, los cambios morfoldgicos relacionados con la activacion, como la alteracion de
la arquitectura de la membrana, desgranulacion, presencia de filopodios y dilatacion en el
sistema canalicular abierto en las plaquetas expuestas a la infeccidn, pero no en los controles

(19).

3.4. Epidemiologia

Colombia ha experimentado desde el afio 2007 un comportamiento epidemiologico
variable, documentando ciclos epidémicos aproximadamente cada tres afios (2010, 2013, 2016,
2019 y durante el brote de 2024 se registro la incidencia mas alta de dengue a nivel nacional con
un indicador de 969,3 casos por 100,000 habitantes, aunque con la menor tasa de letalidad al
compararla con epidemias previas (ver Tabla 1) (20).

Durante el 2025 (corte a la semana epidemiolégica 12) (20), la incidencia de dengue a
nivel nacional es de 142.6 casos por 100 000 habitantes. Las entidades territoriales de Vichada,
Putumayo, Cartagena de Indias D.T., Guaviare, Meta, Cundinamarca, Caqueta, Vaupés, Arauca,
Amazonas y Huila presentan las mayores incidencias, registrando tasas superiores a 200 casos
por 100,000 habitantes.

Asi mismo, en 2024 la letalidad por dengue fue de 0,08 % con la confirmacion de 270
muertes notificadas al Sistema de Vigilancia en Salud Publica — SIVIGILA, indicador que es

inferior a la meta establecida a nivel nacional en el Plan Decenal de Salud Pablica (PDSP) 2022-
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2031 del 0,1 % son: Guainia, Risaralda, Arauca, Cartagena de Indias D.T., Sucre, Putumayo,

Caldas y Quindio.

Tabla 1.

Ciclos epidémicos de dengue en Colombia, 2007-2025p

- q = Semanas de Casos E== Letalidad L= Serotipos
Epidemias Anos e dengue = por dengue L
duracign totales = general (%) . circulantes
grave grave %)
79 295 0,15 2.0

2010 2008-2010 191 208 14 988 DENY-1-2-3-4
2012-2014 63 155 086 3853 232 0,15 6.0 DENY -1-2-3-4
2013
2014-2015 13 38531 17 65 0,17 71 DENY - 1-2-3-4
2016 2015-2016 34 gga7s8 1078 132 015 122 DENV-1-2-3-4
2019 2018-2020 56 150 563 1 589 127 0,08 79 DENV -1-2-3-4
2023 2023-2025p 126 458 622 5213 365 o0.07 71 DENY -1-2-3-4

Fuente: SIVIGILA, Instituto Nacional de Salud, Colombia, 2007-2025.

3.4.1. Papel de la plaqueta en la severidad del dengue
3.4.1.1. Trombocitopenia en la infeccién por dengue

Las plaguetas son fragmentos de células producidos por los megacariocitos durante la
trombopoyesis. El recuento normal de plaquetas varia entre 150.000 y 450.000 por microlitro de
sangre, aunque, debido a su pequefio tamafio, representan sélo una pequefia fraccion del volumen
sanguineo. No obstante, son metabdlicamente activas y contienen diversos organulos
funcionales, como el reticulo endoplasmico, el aparato de Golgi y las mitocondrias (21).
Tambien poseen una amplia gama de receptores en su superficie, moléculas de adhesion y
granulos (22). Asi, se ha descrito que la trombocitopenia es uno de los factores que podrian
servir como marcadores de actividad y predictivos independientes del dengue grave (3). Por ello,

tanto la cantidad de plaquetas, como su estado de activacion, desempefian un papel clave en la
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evolucion de la enfermedad, y las alteraciones en los parametros plaquetarios podrian estar
asociadas con el incremento en el riesgo de desarrollar dengue grave.
3.4.1.2. Mecanismos de la trombocitopenia en la infeccién por dengue

La infeccion por DENV puede afectar la produccion de plaquetas en la médula 6sea y/o
incrementar su eliminacion, lo que conduce a trombocitopenia. Se han descrito en la literatura los
efectos de la infeccion por dengue sobre la megacariopoyesis y la trombopoyesis, asi como sobre
la activacion y la depuracion plaquetaria (21), los cuales describiremos a continuacion.

3.4.1.3. La infeccidn por virus del dengue y la reduccion de la produccion de
plaquetas

La megacariopoyesis comienza con las células madre hematopoyéticas (HSC) que se
diferencian en progenitores mieloides comunes (CMP). Los CMP luego se diferenciaran en
progenitores megacariocito-eritrocitos (MEP). Los MEP continuaran diferenciandose a lo largo
del linaje megacariocitico para producir progenitores de megacariocitos (MKP) y eventualmente
formaran megacariocitos maduros para producir plaquetas(23).

El DENV provoca una reduccién de plaquetas en los pacientes, mediante la infeccion
directa y eficaz de lineas celulares de megacariocitos, especialmente relacionado con el
compromiso de la linea célular MEG-01, comprometiendo la via PI3BK/AKT/mTOR que es
esencial en la supervivencia y maduracion de los megacariocitos causando asi la muerte celular
significativa y reprimiendo la expresion de factores de transcripcion relacionados con la
megacariopoyesis, a saber, GATA-1, GATA-2 y NF-E2 (24).

Otro mecanismo potencial implica al receptor de esfingosina-1-fosfato (S1pr). En
particular, el subtipo S1prl ha sido investigado en el contexto de la infeccion por DENV, aunque

principalmente por su papel en la regulacion de la permeabilidad vascular(25). En este sentido,
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se ha observado que los niveles de esfingosina-1-fosfato (S1P) estan significativamente
disminuidos en pacientes con dengue.

A su vez, se ha destacado el papel de la proteasa NS3 del DENV, al desempefiar un papel
en la escision del homologo 1 de la proteina GrpE (GrpEL1), una cochaperona de la proteina de
choque térmico mitocondrial 70 (mtHSP-70). La reduccion de GrpEL1 compromete la vida y la
funcion mitocondrial, lo que conduce a trombocitopenia (26). En resumen, el DENV puede
infectar a los megacariocitos en diferentes etapas de diferenciacion celular y perjudicar la
produccion de plaquetas, lo que lleva a una reduccion en la liberacion medular de plaquetas.

3.4.1.4. El dengue aumenta la activacion y la depuracion plaquetaria

Los patdgenos invasores, incluidos bacterias, parasitos y virus, inducen la activacion de
las plaquetas mediante receptores de reconocimiento de patrones, como los receptores tipo Toll
(TLR) y los receptores de lectina tipo C (CLR). Ademas, participan otros receptores como los
FcR de las inmunoglobulinas, los CR del complemento, el complejo principal de
histocompatibilidad de clase I, entre otros (27).

Entre los mecanismos fisiopatolégicos de la infeccion por DENV se encuentra el uso de
la maquinaria de traduccion para producir nuevas proteinas virales, como la proteina no
estructural 1 (NS1) del DENV, y nuevos viriones. La unién de NS1 a TLR4 en plaquetas
humanas primarias incrementa la activacion plaquetaria, marcada por una mayor expresion de P-
selectina, lo que provoca apoptosis plaquetaria (28) y la liberacion de quimiocinas almacenadas
en granulos, como RANTES, factor inhibidor de la migracion de macrofagos (MIF) y PF4 (21).

El aumento de la expresion de P-selectina en las plaquetas activadas por NS1 promueve
la adherencia de las plaquetas a las células endoteliales y los macréfagos, comprometiendo la

permeabilidad endotelial y aumentando la fagocitosis plaquetaria, respectivamente (28). De igual
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manera, la proteina NS1 también amplifica las respuestas tromboinflamatorias e induce la
sintesis de pro-IL-1B, pero no su secrecion, ya que la secrecion de IL-1p por las plaquetas
activadas por NS1 es mediada por nucleétidos (26).

Se describe, a su vez, que en pacientes con dengue durante las fases febril y
defervescencia, se observa una activacion plaquetaria excesiva y apoptosis, determinadas por
niveles elevados de P-selectina y anexina V, lo que provoca trombocitopenia en estos pacientes
en comparacion con controles sanos, pacientes febriles sin dengue y pacientes con dengue no

trombocitopénicos (2).

3.5. Manifestaciones Clinicas y de Laboratorio

La infeccion por dengue presenta un amplio espectro clinico, que va desde una forma
asintomatica hasta manifestaciones graves. Se estima que entre el 75% y el 80% de las personas
infectadas no presentan sintomas(29). Sin embargo, alrededor del 5% si puede experimentar
complicaciones mas serias. A pesar de esta clasificacion, en la préctica clinica estas fases no
siempre son tan claras (30).

Cuando los pacientes no presentan un incremento significativo de la permeabilidad
capilar, tienden a recuperarse rapidamente (31). Ademas de los sintomas hemodinamicos, el
dengue puede afectar maltiples érganos desde las etapas iniciales de la infeccidn, que incluyen
encefalitis, hepatitis, miocarditis y nefritis, lo que evidencia el impacto multisistémico y
multifacético de la infeccion (31).

La fase de convalecencia se caracteriza por la reabsorcion progresiva del liquido

extravasado previamente, lo que se traduce en una mejora clinica evidente (32). No obstante,
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algunos pacientes pueden presentar una erupcion cutanea caracteristica que provoca un intenso
prurito(32). Esta erupcion, a menudo descrita como "islas blancas en un mar rojo", se debe a la

liberacion de histamina por los mastocitos.

Figura 1.
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Tomado de: Organizacion Panamericana de la Salud. Dengue: guias para la atencién de

enfermos en la Region de las Américas. 2.ed. Washington, DC: OPS, 2016.

3.6. Clasificacién segun la gravedad

En el afio 2009 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) presentd un nuevo sistema
de clasificacion para los casos de dengue, Tabla 2, abandonando los términos tradicionales de
"fiebre hemorragica del dengue™ y "sindrome de choque del dengue™ y reemplazarlos por dengue

con o sin signos de alarma (33) y dengue grave.



Tabla 2.

Clasificacion modificada de la gravedad del dengue, OPS/OMS (33)
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Dengue sin signos de

Dengue con signos de

Dengue grave - DG

alarma - DSSA alarma - DCSA
Persona que vive o ha | Todo caso de dengue que Todo caso de dengue que
viajado en los ultimos cerca de y tiene una o mas de las
14 dias a zonas con preferentemente siguientes manifestaciones:

transmision de dengue
y presenta fiebre
habitualmente de 2a 7
dias de evolucion y 2
0 mas de las siguientes
manifestaciones:

1. Nauseas / vémitos
2. Exantema

3. Cefalea / dolor
retroorbitario

4. Mialgia / artralgia
5. Petequias 0 prueba

del
torniquete (+)
6. Leucopenia
También puede
considerarse caso todo
nifio proveniente o
residente en zona con
transmision de
dengue,
con cuadro febril
agudo,

usualmente entre 2 a 7
dias y sin foco
aparente.

a la caida de la fiebre

presenta uno o mas de
los

siguientes signos:

1. Dolor abdominal

intenso o dolor a

la palpacion del

abdomen

2. Vomitos
persistentes

3. Acumulacién de

liquidos (ascitis,
derrame

pleural, derrame

pericardico)

4. Sangrado de
mucosas

5. Letargo /
irritabilidad

6. Hipotension
postural

(lipotimia)

7. Hepatomegalia >2
cm

8. Aumento progresivo
del

hematocrito

1. Choque o dificultad
respiratoria debido a
extravasacion grave
de plasma. Choque
evidenciado por: pulso
débil o indetectable,
taquicardia,
extremidades frias y
llenado capilar >2
segundos, presién de
pulso <20 mm Hg:
hipotension en fase
tardia.

2. Sangrado grave:
segun la evaluacion
del médico tratante
(ejemplo: hematemesis,
melena, metrorragia

sangrado del sistema nervioso

central (SNC)

3. Compromiso grave
de 6rganos, como
dafio hepatico (AST
o ALT >1000 UI),
SNC (alteracion de
conciencia), corazén
(miocarditis) u otros
organos

Tomado de: Organizacion Panamericana de la Salud. Dengue: guias para la atencién de

enfermos en la Region de las Américas. 2.ed. Washington, DC: OPS, 2016.
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3.7. Enfoque diagnostico

3.7.1. Diagndstico especifico

El diagnostico de esta infeccion viral requiere pruebas especializadas que varian segun la
etapa clinica en la que se encuentre el paciente. Durante los primeros 5 dias de enfermedad,
correspondientes a la fase febril inicial, las pruebas orientadas a detectar la presencia del virus,
su RNA, o sus antigenos especificos son las mas adecuadas.

Uno de estos antigenos, la proteina viral NS1, puede identificarse en el suero del paciente
hasta el noveno dia de sintomas en el caso de una infeccion primaria y hasta el séptimo dia en el
caso de una infeccién secundaria (Ver figura 2) (34), con una especificidad que ronda entre el
90% y el 100% y una sensibilidad que, aunque varia segun la prueba comercial utilizado, suele

oscilar entre el 60% y el 90% (34)(35).



Figura 2.
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Cinética del virus del dengue, la proteina NS1 y los anticuerpos IgM e IgG en muestras
de suero en infecciones primarias y secundarias
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Fuente: Adaptada de Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades. Dengue Clinical
Case Management (DCCM) course. Atlanta: CDC; 2018.

Métodos relevantes en el diagnéstico temprano del dengue es la amplificacién directa de

acido nucleico en muestras bioldgicas que permite detectar el ARN del virus del dengue (DENV)

incluso 24 a 48 horas antes de la aparicion de sintomas, como la reaccion en cadena de la

polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR), la RT-PCR en tiempo real, y otros métodos de

amplificacion isotérmica (36). Estos tests son altamente sensibles (80-100%) y especificos (99-
100%).

3.8. Tratamiento.

El tratamiento del dengue es principalmente de soporte y el objetivo es manejar y reducir
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los sintomas del paciente, asi como prevenir complicaciones graves. No hay tratamiento antiviral

especifico para el dengue.

3.8.1. Atencidn de Soporte

La piedra angular del tratamiento del dengue es la atencion de apoyo Yy el reconocimiento
temprano de los signos de alarma.

Los farmacos preferibles para controlar la temperatura son el paracetamol, debido a su
perfil de seguridad. Se deben evitar los antiinflamatorios no esteroideos y el acido acetilsalicilico

debido a su riesgo de hemorragia gastrointestinal y sindrome de Reye (9).

3.9.Vacunacion en Dengue.

El desarrollo de vacunas contra dengue ha estado condicionado por la compleja
inmunopatogenia del virus y el fendmeno de potenciacidon dependiente de anticuerpos (ADE),
que explica la mayor eficacia en individuos con inmunidad previa. Dengvaxia®, vacuna viva
atenuada tetravalente de tres dosis, indicada a partir de los 9 afios de edad, con previa
confirmacion seroldgica positiva para dengue, ha demostrado alta eficacia para prevenir dengue
sintomatico, hospitalizacion y formas graves en nifios seropositivos. Sin embargo, en individuos
seronegativos se asocio a mayor riesgo de enfermedad grave posterior (37).

Qdenga® (TAK-003) es una vacuna viva atenuada tetravalente de dos dosis, aprobada a
partir de los 4 afios de edad, ha mostrado eficacia tanto en individuos seropositivos como
seronegativos, especialmente en la prevencion de hospitalizacion y dengue grave. No obstante,

su efectividad varia segun el serotipo, con menor proteccién frente a DENV-3 y DENV-4 en



poblacion seronegativa. Su aprobacidn por agencias regulatorias internacionales y la
recomendacion de la OMS para su uso en &reas de alta transmision, como Colombia, respaldan

su potencial impacto en la reduccion de desenlaces graves en la poblacion pediétrica (37).

32
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4. Objetivos

4.1. Objetivo General

Determinar el efecto del DENV sobre las plaquetas de nifios naturalmente infectados y su

asociacion con la gravedad clinica.

4.2. Objetivos especificos.

e Caracterizar clinica y epidemiol6gicamente a los pacientes con dengue durante el

periodo del estudio.

e Identificar cambios fenotipicos y funcionales de las plaquetas primarias de nifios
naturalmente infectados con DENV.
e Determinar el efecto de NS1 y RNA viral sobre la plagueta de nifios con dengue.

e Conocer la relacion entre los cambios plaquetarios y la severidad clinica

pediatrica en el dengue.
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5. Metodologia Propuesta

5.1. Tipo de estudio

El presente estudio es de tipo longitudinal, analitico y observacional, se desarroll6 en el
Hospital Universitario Hernando Moncaleano Perdomo (HUHMP) y en la Divisién de
Inmunologia de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Surcolombiana, donde se
realizaron las pruebas y técnicas especializadas para la evaluacion de los efectos de la infeccién
de plaquetas primarias aisladas de nifios infectados naturalmente con DENV que consultaron al
departamento de pediatria del HUHMP que es centro de referencia para el manejo del dengue

pediatrico en la region.

5.2. Periodo de Estudio.

El estudio fue llevado a cabo en el HUHMP, institucion puablica de tercer nivel,
descentralizada, que presta servicios de salud de alta complejidad, ubicada en la ciudad de Neiva,

capital del Huila, zona sur de Colombia, durante el periodo de marzo de 2023 a junio de 2024.

5.3. Poblacion y muestra.

Los pacientes incluidos fueron nifios de 1 a 14 afios, admitidos al servicio de pediatria del

HUHMP, con diagnostico de dengue con signos de alarma o grave.

Las muestras de sangre total fueron recolectadas por personal entrenado de enfermeria



35

siguiendo los protocolos de venopuncion en tubos al vacio Improvacuter con EDTA K™ (Ref:
682041202, IMPROVE, Guangzhou, China). El volumen de sangre se ajustd en cada caso segln
la edad y el peso del participante, aunque el volumen requerido estuvo entre 1 y 3 mL de sangre
venosa total. Cada tubo fue rotulado con un cédigo, la fecha y la hora de toma de la muestra, y el
responsable del procedimiento. Posteriormente, las muestras fueron trasladadas a la Division de
Inmunologia siguiendo el protocolo de transporte de muestras bioldgicas.

Una segunda muestra se obtuvo durante la fase de convalecencia (15-30 dias posteriores
al egreso hospitalario) inicamente en los pacientes que asistieron de manera voluntaria a la visita
de control ambulatorio. El control fue realizado por personal médico especializado del servicio
de pediatria. Esta muestra fue tomada bajo las mismas condiciones de riesgo minimo y sirvio
para identificar cambios en las plaquetas no inducidos por la infeccion aguda y para confirmar el

diagnostico de la infeccion mediante la seroconversion de IgM y 1gG virus-especificas.

5.3.1. Criterios de Inclusién

e Pacientes de entre 1y 14 afos.

e Pacientes atendidos en el servicio de Pediatria del HUHMP.

e Pacientes que cumplan con la definicion de dengue con signos de alarma o dengue
grave y confirmacion diagndstica segin guia OMS

e Pacientes cuyos padres o tutores legales acepten participar en el estudio.

5.3.2. Criterios de exclusion
e Pacientes que no cumplan con la definicion de caso confirmado de dengue

e Pacientes con sospecha de dengue que tengan una comorbilidad que afecte las
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plaquetas, como enfermedades autoinmunes.

e Pacientes con enfermedades hematoldgicas, inmunoldgicas o infecciosas que
alteraran la funcién plaquetaria.

e Transfusion de hemoderivados en los 7 dias previos.

e Muestras insuficientes o con hemolisis significativa.

e Pacientes con datos incompletos.

5.4. Procedimiento

Inicialmente, el proyecto fue presentado a la unidad de investigacion y al Comité de
Etica, Bioética e Investigacion del HUHMP para su evaluacion. Tras recibir la aprobacion para
su implementacidn, se llevo a cabo la socializacion de sus objetivos y metodologia, asi como de
los pacientes de interés, con el personal de enfermeria, los médicos residentes e internos del
servicio de urgencias, infectologia pediatrica, y UCI pediatrica del HUHMP.

También se explic a los residentes de pediatria, pediatras y médicos internos del servicio
de pediatria del HUHMP los criterios de inclusion y exclusion del presente proyecto, logrando
asi la captacion del paciente, el diligenciamiento del consentimiento informado y la recoleccion

de la muestra durante la primera venopuncion indicada por el especialista tratante.

5.4.1. Confirmacion de la infeccion
La infeccion por DENV en nifios fue confirmada mediante la deteccién de ARN viral por
medio de reaccién en cadena de polimerasa en tiempo real (RT-gPCR) multiplex serotipo-

especifica, usando un protocolo ampliamente difundido (38), la identificacion de NS1 circulante
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por ELISA o cromatografia de flujo lateral y la deteccion de anticuerpos virus-especificos de

isotipo IgM y 1gG evaluados en la fase aguda y de convalecencia si disponible (39).

5.4.2. Andlisis de fenotipo, activacion y funcionalidad plaquetaria

El fenotipo plaquetario se analizé en sangre total. Se identificaron las plaquetas mediante
anticuerpos acoplados a fluorocromos dirigidos contra las proteinas de superficie exclusivamente
expresadas por plaquetas CD42a 'y CD42b (Cat:303912, BioLegend, California, USA) para
caracterizar la expresion de moléculas de superficie marcadoras de activacion. La activacion
plaquetaria se evalué mediante la deteccion de dos marcadores granulares: el CD40L
(Cat:313004, BioLegend, California, USA) y el CD107b (marcador de degranulacién celular).
Adicionalmente, la activacion se evalué mediante la expresion de la selectina CD62P,
perteneciente a las moléculas de adhesion, con un anticuerpo monoclonal anti-CD62P
(Cat:304905, BioLegend, California, USA), y se analizé por citometria de flujo en un

instrumento FACSCanto Il (Becton Dickinson, CA, USA).

5.4.3. Estimulacion de plaquetas periféricas con phorbol 12-myristate 13-acetate
(PMA)

La activacion funcional de las plaquetas se evalu6 mediante la estimulacion ex vivo con
phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), un potente analogo de diacilglicerol que activa la
proteina quinasa C (PKC) y promueve la degranulacion y la expresion de marcadores de
superficie celulares. El procedimiento se realizo6 utilizando sangre total anticoagulada con
EDTA-K™ para no alterar el fenotipo plaguetario durante la estimulacion.

Para cada nifio incluido, las plaquetas se prepararon en dos condiciones experimentales:
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no estimuladas (PMA-) y estimuladas (PMA+). Para la estimulacion, se adicion6 PMA (Sigma-
Aldrich®, P8139) a una concentracion final de 50 nM y se incub6 durante 20 minutos a 37 °C,
con agitacion suave. En la condicion control (PMA-), se afiadié un volumen equivalente de
vehiculo de la PMA (dimetilsulféxido, DMSO). Transcurrido el tiempo de incubacion, las
células se fijaron con paraformaldehido al 1% en PBS durante 10 minutos a temperatura
ambiente, con el fin de preservar la expresion de las moléculas de superficie para el analisis por
citometria.

Posteriormente, las células se lavaron dos veces con PBS 1X y se procedi6 a la marcacion
inmunofenotipica con anticuerpos monoclonales conjugados a CD42b (para identificacion
plaquetaria), CD62P (P-selectina), CD107a (LAMP-1) y CD40L (CD154), siguiendo las
recomendaciones del fabricante (BD Biosciences®), con concentraciones apropiadas
previemente tituladas de cada anticuerpo. Tras la incubacion con los anticuerpos durante 20
minutos en oscuridad a temperatura ambiente, las células se lavaron nuevamente y se adquirieron
en un citémetro de flujo FACSCanto Il (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA).

Los resultados se expresaron como porcentaje de plaquetas CD42b* positivas para cada
marcador Yy, adicionalmente, como incremento del % de la poblacién celular que expresa el
respectivo marcador, inducido por la estimulacion PMA (A = PMA+ — PMA-), el cual se utilizé
como un indice de capacidad funcional. Los analisis de datos se realizaron con FlowJo v10 (Tree

Star Inc.), aplicando la misma estrategia de gating para todas las muestras.

5.4.4. Aislamiento de plaguetas en sangre periférica
Se obtuvo una muestra de sangre periférica de cada participante en tubos con

anticoagulante citrato sodico, en las primeras 24 horas de la admision hospitalaria. Las muestras
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fueron procesadas en un plazo méximo de 60 minutos tras la venopuncion, evitando la agitacion
mecanica y la exposicion a temperaturas superiores a 25 °C para minimizar la activacion
plaquetaria ex vivo.

El aislamiento de plaquetas se realizo a partir de sangre total mediante centrifugacion
diferencial. En primer lugar, la muestra se centrifugd a 200 x g durante 10 minutos a temperatura
ambiente para obtener el plasma rico en plaquetas (PRP), el cual se transfirié cuidadosamente a
un nuevo tubo sin perturbar la capa leucocitaria. Posteriormente, el PRP se diluy6 en PBS estéril
y se centrifugd nuevamente a 800 x g durante 10 minutos para sedimentar las plaquetas. El pellet
resultante se resuspendio en un buffer fosfato salino estéril. La fraccion fue posteriormente
lavada con PBS estéril.

La pureza de la fraccion plaquetaria se verificO mediante citometria de flujo, utilizando
un panel que incluyé de nuevo al CD42b (GPIba) como marcador plaquetario y al CD45 como
marcador panleucocitario para evaluar la contaminacién de la fraccién plaquetaria con otros tipos
de leucocitos. El analisis de gating consider6 la poblacion con baja dispersion lateral (SSC),
tamarfio intermedio en FSC, CD42b* y CD45". La pureza promedio obtenida fue del 93% (rango
de 90-97%). Las muestras con pureza inferior al 90% fueron descartadas de los analisis
posteriores. En los experimentos funcionales se usaron plaquetas tanto en sangre total como en

fraccion purificada, segun el disefio experimental descrito.

5.4.5. Analisis de viabilidad
Para evaluar la viabilidad de las plaquetas primarias humanas purificadas a partir de
sangre periférica, se realizé un conteo manual y se determinaron los niveles de muerte celular

mediante tincidn de exclusion con tripan azul (Cat: 111732, Merck, Darmstadt, Alemania). En
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todos los experimentos, la viabilidad plaquetaria fue superior al 95%.

5.4.6. Deteccion de proteina NS1y RNA viral en plaquetas purificadas

La deteccion de proteina no estructural 1 (NS1) y del RNA del DENV en las fracciones
plaquetarias purificadas tuvo como objetivo evaluar la posible interaccion directa del virus con
las plaquetas y su posible participacion en los mecanismos de activacion y trombocitopenia.

Tras la purificacion plaguetaria, se separaron alicuotas paralelas de la fraccion celular y
del plasma correspondiente para el analisis de NS1 y de RNA viral en plaquetas y plasma. Cada
muestra fue evaluada bajo condiciones estandarizadas y en cabina de bioseguridad tipo II,
utilizando material libre de RNasas y endotoxinas.

5.4.6.1.Deteccion de NS1 por ELISA

La cuantificacion de NS1 se realiz6 mediante un ensayo inmunoenzimatico tipo sandwich
(Panbio® Dengue Early NS1 Antigen ELISA, Abbott Diagnostics, Australia), siguiendo
estrictamente las instrucciones del fabricante. Se analizaron 100 pL de lisado plaquetario y 100
ML del plasma pareado en duplicado por nifio. Los lisados plaquetarios se obtuvieron mediante la
resuspension del pellet en 100 pL de PBS y la posterior lisis mediante tres ciclos de
congelacion—descongelacion a —80 °C. Las lecturas se realizaron a 450 nm en un lector de
microplacas automatizado multiuso (VaiosKan de Lux, Thermo Scientific). Los resultados se
expresaron como indice de absorbancia (muestra/valor de corte). Se considero positivo un indice
> 1,0 segun el criterio del fabricante. Para minimizar interferencias, se incluyeron controles

negativos con buffer de lavado y lisado de plaquetas de donantes sanos.
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5.4.7. Deteccion de RNA viral por RT-PCR

El RNA total se extrajo del pellet plaquetario o del plasma utilizando el kit Ql1Aamp
Viral RNA Mini (Qiagen®, Alemania) segun las especificaciones del fabricante, eluyendo el
RNA en 50 pL de buffer AVE. La deteccion de DENV se realiz6 mediante RT-PCR en tiempo
real, con un protocolo multiplex previamente publicado y de uso extendido (38). Cada reaccion
incluy6 controles positivos (sobrenadante de cultivo celular infectado con DENV1-4), controles
negativos (agua libre de nucleasas y mock) y un control interno de amplificacion que consistié
en el gen constitutuvo Rnasa P. Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador
Quantstudio 5™ (Applied Biosystems®, Thermo Scientific) con el siguiente programa: 10 min a
55 °C (retrotranscripcion), 2 min a 95 °C, seguido de 45 ciclos de 95 °C por 10 s y 60 °C por 60
s. Se considero positiva para DENV aquella con un valor de cycle threshold (Ct) menor que 37.5
y una curva de amplificacion sigmoide tipica. Los resultados se reportaron como
positivos/negativos y, cuando fue posible, se expresé la mediana de Ct.

Los andlisis de NS1y de RNA viral se realizaron en paralelo en la fraccion plaquetaria y
en el plasma, con el fin de diferenciar la presencia de componentes virales asociados
directamente a las plaquetas de la que circula en el compartimento plasmatico. Para descartar
contaminacion, cada corrida experimental incluyé un control de lavado final del aislamiento

plaquetario sometido a las mismas condiciones analiticas.

5.5. Variables

La siguiente tabla muestra las variables analizadas.
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Grupo Variable Definicién Escala de medicién
Edad Tiempo de vida Afios (cuantitativo)
. g ) | .
Sociodemografico Género Sexo con el que se F/M (cualitativo)

Procedencia
Dias de enfermedad

Fiebre
Nauseas
vomito
Cefalea

Mialgia/artralgia
Petequias

Clinicos
Sangrado de mucosas

Choque

Organopatia

Dolor abdominal

Rash
Leucocitos
Hemoglobina
Hematocrito
Plaquetas

Inmunoldgicos -

. Proteina C reactiva
Biomarcadores

AST - ALT
TP

TPT

identifica

Lugar de origen
Tiempo de sintomas
Temperatura corporal
>37.5

Sensacion de vomito

Expulsion subita de
contenido estomacal.

Dolor de cabeza

Dolor en masculos y
articulaciones.
Puntos de
microhemorragias
Pérdida de sangre por
mucosas

Caida significativa de
la presién arterial
media

Disminucién de la
funcionalidad de
corazén, higado, rifion
o cerebro.

Sintoma

Reaccion dérmica
Células blancas
Proteina sanguinea

Masa eritrocitaria
Células que participan
en la hemostasia.

Proteina de fase aguda

Enzimas hepéticas

Tiempo de
protrombina
Tiempo
Parcial de

Ubicacion (cualitativa)
Dias (cuantitativo)
Presencia/ausencia
(cualitativo)
Presencia/ausencia
(cualitativo)
Presencia/ausencia
(cualitativo)
Presencia/ausencia
(cualitativo)
Presencia/ausencia
(cualitativo)
Presencia/ausencia
(cualitativo)
Presencia/ausencia
(cualitativo)

Presencia/ausencia
(cualitativo)

Presencia/ausencia
(Cualitativa)

Presencia/ausencia
(cuantitativo continua)
Presencia/ausencia
(Cualitativa)

#/uL (cuantitativo continua)
mg/dL (cuantitativo
continua)

mm (cuantitativo continua)

#/uL (cuantitativo continua)

mg/dL (cuantitativa
continua)

mg/dL (cuantitativa
continua)

Segundos (cuantitativa,
continua)

Segundos (cuantitativa,
continua)
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Tromboplastina

Tisular
CK, CK-MB Isgen/zmas mg/d'l_ (cuantitativa
miocérdicas continua)

CD62P Molécula de adhesion  IMF (cuantitativa continua).
CD41 Marcador plaquetario  IMF (cuantitativa continua).
CD61 Marcador de plaqueta IMF (cuantitativa continua).

madura
Marcador de
CD107a desgranulacion IMF (cuantitativa continua).
plaquetaria
NS1 Proteina no estructural Densidad dptica
del DENV (cuantitativa continua).

IMF: Intensidad media de fluorescencia. Las moléculas inmunes también pueden expresarse

como frecuencias relativas (%) en una poblacién celular. Fuente: Elaboracion propia del autor.

5.6. Analisis estadistico.

El andlisis estadistico se realizé utilizando los programas GraphPad Prism v10.0
(GraphPad Software®, San Diego, EE. UU.) y SPSS Statistics v26.0 (IBM®, Armonk, NY, EE.
UU.). Se evalu6 la normalidad de las variables mediante las pruebas de Shapiro-Wilk y de
Kolmogorov-Smirnov. Dado que la mayoria de los datos no presentaron distribucién normal, los
resultados se expresaron como medianas y rangos o rangos intercuartilicos (RIC). Las
comparaciones entre dos grupos independientes (por ejemplo, pacientes con dengue con signos
de alarma [DCSA] y dengue grave [DG]) se realizaron utilizando la prueba de Mann—Whitney U
para variables continuas y la prueba exacta de Fisher o la prueba ¥2 para variables categoricas.
Para el analisis pareado entre la fase aguda y la convaleciente del mismo paciente, se empleo la
prueba de rangos de Wilcoxon. Las correlaciones entre variables continuas (por ejemplo, niveles
de NS1, recuento plaquetario, expresion de CD62P, CD107a o CD40L) se determinaron
mediante el coeficiente de correlacion de Spearman (p). Se interpreto la fuerza de la correlacion

segun el valor absoluto de p: débil (0.10-0.29), moderada (0.30-0.59) o fuerte (>0.60). Para
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interpretar cada resultado, se considero significativo un valor de p < 0.05.

5.7. Control de Sesgos

Para asegurar la validez interna del estudio y minimizar posibles sesgos, se
implementaron diversas estrategias desde la seleccion de los participantes hasta el analisis de los
datos. La inclusion de los pacientes se realizé de manera consecutiva, incorporando a todos los
nifios que cumplieron los criterios de elegibilidad durante el periodo del estudio, lo que evito la
seleccion preferencial y garantizd una muestra representativa de los casos pediatricos de dengue
atendidos en el HUHMP. Los criterios de inclusidn y exclusién fueron definidos previamente y
aplicados de manera uniforme por el equipo clinico, reduciendo la probabilidad de errores de
clasificacion o de incorporacion de pacientes con condiciones que alteraran la funcién
plaquetaria.

Para minimizar el sesgo de informacion clinica, todos los casos fueron confirmados
viroldgicamente mediante deteccion de NS1 y/o RT-gPCR, lo que disminuyd la posibilidad de
clasificar errdneamente otras infecciones febriles como “dengue”. La clasificacion de la
severidad clinica se realiz6 siguiendo los lineamientos de la guia revisada de la WHO 2009. La
informacion clinica y laboratorial se obtuvo directamente de la atencion en curso, evitando
reconstrucciones retrospectivas y reduciendo el sesgo derivado de registros incompletos o de la
memoria del personal asistencial.

En cuanto a los procedimientos de laboratorio, se aplicaron protocolos estandarizados
para disminuir la variabilidad y los sesgos de medicion. Todas las muestras se analizaron en la

primera hora posterior a la toma para evitar la activacion plaquetaria inducida por el



45

almacenamiento. El aislamiento de plaquetas, la extraccion de RNA, las determinaciones por
RT-qPCR vy la deteccidn de NS1 se realizaron segun procedimientos validados y reproducibles.
Las mediciones criticas se realizaron por duplicado y la citometria de flujo incluyé controles
fluorescentes . El personal del laboratorio que analiz6 las muestras desconocia la clasificacion
clinica de los pacientes, lo que redujo el riesgo de sesgo.

También se excluyeron pacientes con enfermedades hematoldgicas o inmunolégicas y
con exposicion reciente a transfusiones, lo que permitio aislar los efectos propios de la infeccion
por DENV sobre la fisiologia plaquetaria. Ademas, se realizaron andlisis estratificados entre las
fases aguda y convaleciente y entre categorias de severidad, con el fin de identificar patrones
diferenciales sin atribuir asociaciones erroneas a la variabilidad biolégica. Aunque el tamafio
muestral limité modelos multivariados, se aplicaron correlaciones apropiadas para explorar la
relacion entre NS1, RNA viral, marcadores de activacion y recuentos plaquetarios, evitando
asociaciones débiles.

Las pérdidas de seguimiento se mantuvieron al minimo mediante el contacto activo con
los acudientes para obtener la muestra de convalecencia. Todos los casos con datos incompletos
fueron documentados adecuadamente. Finalmente, el analisis estadistico se realiz6 sobre una
base de datos previamente codificada y anonimizada, lo que evité interpretaciones influidas por
el conocimiento del estado clinico de cada nifio. Las pruebas estadisticas utilizadas se
seleccionaron segun las caracteristicas reales de la distribucion de las variables, evitando

supuestos incorrectos que pudieran distorsionar los resultados.
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6. Consideraciones Eticas

Segun la Resolucion 008430 del 04 de octubre de 1993, por la cual se establecen las
normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en salud, este estudio se
considera de riesgo minimo. La decisidn de participar en el estudio fue completamente
voluntaria. Todos los participantes o sus acudientes firmaron un consentimiento informado
plenamente explicado, ya que nuestra poblacién de estudio es menor de edad. La participacion o
el retiro del estudio fue completamente voluntaria.

El estudio fue aprobado mediante el acta 02-07 del 21 de febrero de 2023 del comité de
ética institucional, lo que garantiza el cumplimiento de los estandares éticos y legales vigentes.

El presente proyecto de investigacion se encuentra acorde con disposiciones legales y
ajustado a principios éticos y cientificos de la investigacion con el fin de que se preserven y se
garanticen los derechos de los sujetos en estudio, para lo cual se tendran en cuenta los siguientes

principios:

6.1.Cddigo de NUREMBERG:

A cada participante y a su familiar/representante legal se les explico el trabajo de
investigacion de forma clara y entendible; ademas, se les pidio que, de manera completamente
autonoma, leyera y firmara el consentimiento informado autorizando su participacion. Cada
participante que esté en cualquier etapa de la investigacion podra retirarse por las razones que
sean, independientemente del motivo, y no se emitiran represalias de ningun tipo o indole,

dandole libertad para tomar su decision.
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6.2.Resolucion 8430 de 1993

Establece las normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en salud
con el fin de reglamentar la investigacion en seres vivos. Como figura en el articulo 5 del
capitulo I del titulo Il, respecto a los participantes, la investigacion sera realizada teniendo en
cuenta estandares internacionales; dado que el conocimiento buscado no se puede obtener de otra
manera; la investigacion sera realizada por personal capacitado. Una vez terminada la
investigacion, toda la informacion de caracter personal que figure en las bases de datos sera
destruida y eliminada, de modo que la informacion que quede en ellas sea completamente
anénima. Dado que la investigacion en algunas condiciones se realizara en menores de edad (<18
afios), considerando el capitulo II, articulo 23: ademas de las disposiciones generales de ética
que deben cumplirse en toda investigacion en seres humanos, aquella que se realice en menores

de edad deberé satisfacer plenamente todas las exigencias establecidas en este capitulo.

6.3.Alcance

Se vera reflejado en la retroalimentacion que se realizara de los hallazgos del estudio a
las instituciones participantes, con el fin de que se pueda evaluar el llevar a cabo la modificacion
y mejoramiento de guias y lineamientos institucionales, causas de trombocitopenia profunda y su

asociacion con eventos patogénicos responsables de manifestaciones clinicas.
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6.4.Riesgo

Se considera una investigacion con riesgo minimo teniendo en cuenta que los estudios
observacionales y analiticos que emplean el registro de datos a través de procedimientos
comunes consistentes en examenes fisicos o sicolégicos de diagnostico, la realizacion
procedimientos minimamente invasivos como recoleccion de muestra sanguinea periférica o
tratamientos rutinarios; ademas por la poblacion objeto (nifios con sospecha de dengue) requiere
de consentimiento y asentimiento informado. Todo paciente que cumplia con los criterios de
ingreso al estudio conto con la firma del consentimiento informado institucional y el

asentimiento, dependiendo de su edad.

6.4.1. Seguridad de la informacion:

Los autores garantizaron la proteccién de datos y confidencialidad de estos de acuerdo
con la normatividad nacional e internacional, acogiéndose a la normatividad vigente,
permitiendo garantizar las politicas institucionales respecto a la proteccion de datos y
confidencialidad médica. Se realiz6 la aleatorizacion y enmascaramiento de los datos personales
de las muestras para garantizar la confidencialidad de los datos, se realiz6 recoleccion de
informacion proveniente de las historias clinicas de los pacientes, se tuvo en cuenta que no se
extrajeron datos mas alla de los limites, lineamientos y objetivos de la investigacion,
propendiendo salvaguardar la identidad de los pacientes, que fueron reconocidos solo mediante
un codigo dentro del estudio, La base de datos fue manejada solo por un miembro del grupo de
investigacion. Ademas, los investigadores firmaron un acuerdo de confidencialidad, con el

compromiso de proteger la privacidad de toda la informacion recolectada.
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6.4.2. Declaracion Del Helsinki:

Se propendio por proteger la intimidad y la confidencialidad de la informacion personal
de cada historia clinica de los pacientes que hicieron parte en esta investigacion; el proyecto de
investigacion no fue ejecutado hasta que fue aprobado por el comité de ética pertinente; el
investigador principal y coinvestigadores estuvieron debidamente capacitados para realizar una

investigacion de este tipo.

6.5.Costo y Beneficio:

A todos los participantes en el estudio se les realizaron ensayos moleculares y serolégicos
diagndsticos para dengue, ademas se identificd el serotipo que esta causando la infeccidn actual.
Estas pruebas no se realizaron en el laboratorio del HUHMP ni mucho menos en los hospitales
de los municipios del departamento. Esta informacion se hizo llegar al personal médico para
confirmar y continuar con el abordaje médico, ademas, fortaleci6 datos virolégicos y
epidemiolégicos del departamento del Huila. Con esta propuesta se buscé identificar blancos
terapéuticos que a mediano plazo podran mejorar el abordaje de nifios con trombocitopenia
profunda secundaria a la infeccion por orthoflavivirus e impactar, por tanto, una de las causas de

complicaciones y mortalidad de la infeccion por DENV.

6.6. Para las Instituciones Participantes:

La visibilidad en eventos académicos o cientificos que se logro, ademas de un
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mejoramiento potencial a mediano plazo de guias y protocolos de manejo de las complicaciones
de la infeccion por DENV. EI HUHMP se beneficia, ya que se logra el nivel de un nuevo meédico

especializado en pediatria mediante la ejecucién de la propuesta.

6.7.Beneficio para los Investigadores

Conocimiento otorgado de los resultados del estudio sobre el manejo de esta poblacion de
riesgo. Los investigadores obtendran reconocimiento por la publicacién, siempre que esta sea
considerada de interés cientifico. El médico residente de pediatria se beneficiara puesto que
realizard su trabajo de grado dentro del marco de la propuesta.

Los Autores se acogen a las normativas establecidas en la normatividad nacional e

internacional a saber:

o Declaracion de Helsinki
e Guidelines for Ethical Review of Epidemiological Studies
e Pautas éticas internacionales para la investigacion relacionada con la salud con seres
humanos
e Pacto Internacional de los Derechos Civiles y Politicos de Naciones Unidas
e Ministerio de Salud, Resolucion 8430 de 1993, Colombia.
Impacto esperado de los resultados y su aplicacion: Esperamos que este estudio permita
conocer los mecanismos de trombocitopenia en nifios con infeccion por DENV y, a mediano
plazo, impactar en el abordaje de las complicaciones de la infeccion por este arbovirus, ademas

de obtener nuevos problemas de investigacion para futuras propuestas.



6.8. Conflicto de Interés

Los investigadores proponentes de este proyecto manifestamos que no tenemos ningdn

conflicto de interés para la realizacion de este.

o1
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7. Resultados

En este estudio se incluyeron 65 pacientes con diagnéstico confirmado de infeccion por
DENV, atendidos en el HUHMP y de estos, 10 pacientes en fase de convalecencia entre marzo
de 2023 y junio de 2024. De ellos, 25 (38.5%) presentaron dengue con signos de alarma (DCSA)
y 40 (61.5%) dengue grave (DG). La mediana de edad fue de 10 afios (RIC: 7-11) en DCSA 'y
7.5 afos (RIC: 4.7-11) en DG, sin diferencias estadisticamente significativas (p=0.25). La
distribucion por sexo fue similar en ambos grupos (52% femenino en DCSA vs. 42.5% en DG;

p=0.62).

Tabla 4.

Caracteristicas sociodemogréficas de los pacientes incluidos.

PARAMETROS DCSA (n= 25) DG (n=40) Valor-p (<0.05)

Femenino (n. %) 13 (52.0%) 17 (42.5%) 0.6229
Masculino (n. %) 12 (48.0%) 23 (57.5%) 0.6229

Edad (mediana RIC) 10.00 (7.00-11.00) 7.50 (4.75-11.00) 0.2502

Dias de enfermedad (mediana RIC) 6.00 (6.00-7.00) 6.50 (6.00-8.00) 0.3114
Dias de hospitalizacion (mediana RIC)  4.00 (3.00-5.00) 6.00 (5.00-8.00) <0.0001

DCSA: dengue con signos de alarma, DG: dengue grave, RIC: rango intercuartilico.

Los dias de enfermedad no mostraron diferencias significativas (mediana: 6 dias [RIC: 6—
7] en DCSA vs. 6.5 en DG [RIC: 6-7]; p=0.31). Sin embargo, la estancia hospitalaria fue
significativamente mayor en el grupo con DG (6 dias (RIC: 5-8) vs. 4 dias (RIC: 3-5);
p<0.0001) (Tabla 4). La cohorte fue homogénea en las demas variables sociodemograficas y el

tiempo de hospitalizacion el Unico parametro significativamente mayor en los pacientes con DG.
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Para la caracterizacion clinica, se siguié la guia revisada de la OMS de 2009 y

actualizada en 2015 (33). En relacion con las manifestaciones clinicas, los sintomas mas

frecuentes en ambos grupos fueron fiebre (76% en DCSA vs. 75% en DG) y cefalea (72% vs.

52.5%), aunque sin diferencias significativas. En contraste, la presencia de ascitis (22.5% vs.

0%; p=0.0046), choque por dengue (42.5% vs. 0%; p<0.0001), dafio organico (32.5% vs. 0%;

p=0.0006) y sangrado (55% vs. 20%; p=0.008) se observo con mayor frecuencia en el grupo de

dengue grave (Tabla 5).

Tabla 5.

Manifestaciones clinicas

PARAMETROS DCSA (n= 25)

DG (n= 40)

Valor-p (<0.05)

Frecuencia cardiaca (Ipm) (mediana RIC) 108.0 (100.0-120.0)
Frecuencia respiratoria (rpm) (mediana RIC) 24.0 (22.00-28.00)
Temperatura (°C) (mediana RIC) 37.30 (36.60-38.00)

Fiebre (n. %)

Cefalea (n. %)

Emesis (n. %)

Dolor abdominal (n. %)
Hepatomegalia (n. %)
Sangrado (n. %)

Dolor retroocular (n. %)
Mialgias (n. %)

Artralgias (n. %)

Rash (n. %)

Somnolencia o irritabilidad (n. %)
Ascitis (n. %)

Choque por dengue (n. %)
Dafio de 6rgano (n. %)

19 (76.0%)
18 (72.0%)
17 (68.0%)
11 (44.0%)
7 (28.0%)
5 (20.0%)
9 (36.0%)
17 (68.0%)
8 (32.0%)
12 (48.0%)
8 (32.0%)
0 (0.0%)
0 (0.0%)
0 (0.0%)

110.0 (100.0-129.0)

26.0 (22.00-30.00)

37.10 (36.70-37.80)
30 (75.0%)
21 (52.5%)
22 (55.0%)
23 (57.5%)
18 (45.0%)
22 (55.0%)
10 (25.0%)
18 (45.0%)
8 (20.0%)
15 (37.5%)
18 (45.0%)
9 (22.5%)
17 (42.5%)
13 (32.5%)

0.4582
0.3744
0.9147
1
0.1609
0.4512
0.3481
0.2702
0.008
0.4235
0.1097
0.3758
0.4667
0.4286
0.0046
<0.0001
0.0006

DCSA: dengue con signos de alarma, DG:

dengue grave, RIC: rango intercuartilico.
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7.1. Caracteristicas de laboratorio

Las pruebas de laboratorio clinico mostraron diferencias marcadas entre pacientes con
DCSA y aquellos con DG (Tabla 6). El recuento plaguetario fue significativamente menor en
DG (mediana 58.5 x10%/pL, RIC 35-88) comparado con DCSA (115 x103%/uL, RIC 73-170), (p
=0.0002). Los indices de tamafio y heterogeneidad plaquetaria se encontraron aumentados en
DG (MPV: 11.4 fL vs 10.6 fL, p = 0.0242; PDW: 13.9% vs 12.8%, p = 0.0199), hallazgo
compatible con un aumento del recambio plaquetario.
Tabla 6.

Pruebas de laboratorio

PARAMETROS (mediana Valor-p
DCSA (n=2 D =4
RIC) CSA (n=25) G (n=40) (<0.05)
. 5,600.0 (4.200.00— 6,400.0 (4.300.00—
Leucocitos (/uL) 8.200.00) 9.750.00) 0.4301
Hematocrito (%) 38.40 (35.20-41.00) 39.70 (35.70-43.80) 0.2165
Plaquetas 115.00 (73.00-
(x10°3/uL) 170.00) 58.50 (35.00-88.00) 0.0002
MPV (fL) 10.60 (9.60-11.45) 11.40 (10.10-12.30) 0.0242
PCT (%) 0.15 (0.10-0.22) 0.12 (0.09-0.17) 0.1181
PDW (%) 12.80 (11.70-14.20) 13.90 (12.50-15.60) 0.0199
77.00 (40.00— 148.50 (74.75—
AST (TGO) (UI/L) 195.00) 310.00) 0.0312
52.00 (23.00- 83.50 (37.25-
ALT (TGP) (UI/L) 118.00) 175.25) 0.1192
140.00 (74.00— 204.00 (83.00—
CPK(UIL) 269.00) 512.00) 03112
CK-MB (U/L) 20.00 (16.00-25.00) 22.00 (17.00-30.00) 0.2662
Albumina (g/dL) 3.60 (3.30-3.80) 3.40 (3.10-3.70) 0.0678
. 650.0 (500.0— 1.000.0 (700.0-
Dimero D (ng/mL) 1.000.0) 2.000.0) 0.0211
Creatinina (mg/dL) 0.50 (0.40-0.60) 0.60 (0.40-0.80) 0.0547
PT (seg) 13.90 (13.10-14.50) 14.70 (13.80-16.10) 0.003
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PTT (seg) 31.50 (29.20-35.20) 34.80 (31.80-40.00) 0.0048
INR 1.06 (1.00-1.12) 1.14 (1.06-1.28) 0.0022
DCSA: dengue con signos de alarma, DG: dengue grave, RIC: rango intercuartilico.

En relacién con la funcidn hepatica y la hemostasia, los pacientes con DG presentaron
elevacion de AST (mediana 148.5 U/L vs 77 U/L; p = 0.0312) y alteraciones del sistema de
coagulacién: mayor dimero-D (1,000 ng/mL vs 650 ng/mL; p = 0.0211) y prolongacién de TP (p
=0.003), TPT (p = 0.0048) e INR (p = 0.0022). Estos resultados indican activacion del sistema
de coagulacién y posible coagulopatia de consumo o alteracion de la sintesis hepatica en los
casos graves. No se observaron diferencias significativas en leucocitos ni hematocrito entre los
grupos. En conjunto, estos resultados destacan la adecuada clasificacion de los pacientes del

estudio.

7.2.Analisis de la Activacién Plaquetaria por Citometria de Flujo

La evaluacién por citometria de flujo de plaquetas CD42b* en sangre total reveld un
fenotipo de activacion celular diferencial entre la fase aguda y la convaleciente de la infeccion
por DENV (Figura 3). En la fase aguda de la infeccion, las plaquetas no estimuladas mostraron
una expresion basal elevada de CD62P, CD107a y CD40L, lo que evidencia una activacion in

vivo asociada a la infeccion natural por DENV (Figura 3).
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Figura 3.

Evaluacion de la activacion plaquetaria mediante citometria de flujo.
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Plaquetas identificadas como CD42b* fueron analizadas por citometria de flujo en sangre
total de pacientes durante las fases aguda y convaleciente de la infeccion por DENV. Se evaluo
la expresion basal (PMA-) y la respuesta a la estimulacion con phorbol 12-myristate 13-acetato
(PMA+). Los paneles muestran la proporcion de plaquetas positivas para CD62P (P-selectina,
marcador de desgranulacion alfa), CD107a (LAMP-1, marcador de desgranulacion lisosomal) y
CD40L (CD154, ligando coestimulador).

Sin embargo, tras la estimulacién ex vivo con PMA, la capacidad de respuesta adicional
fue limitada (A CD62P: 3.6; CD107a: 1.83; CD40L: 4.8), lo que sugiere un fenomeno de
agotamiento plaquetario funcional inducido por la infeccion (Figura 4A). En contraste, en la fase

de convalecencia, las plaquetas presentaron niveles bajos de activacién basal (sin estimulo,
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PMA-), pero una respuesta muy robusta ante la estimulacién con PMA (A CD62P: 24.3;
CD107a: 14.0; CD40L: 10.5) (Figura 4A), lo que indica una restauracion progresiva de la
capacidad funcional plaquetaria tras la infeccion. Estos hallazgos confirman que el dengue
induce una activacion plaquetaria significativa en fase aguda y que dicha activacion se acompafia

de una menor capacidad de respuesta a estimulos adicionales, fendmeno que se normaliza en

convalecencia.

Figura 4.

Resumen de la activacion plaquetaria en la fase aguda y en la convalecencia, y su relacion

con la gravedad clinica.
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(A) Boxplots que muestran el % de plaquetas CD42b* positivas para CD62P, CD107ay CD40L en

condiciones basales (PMA-) y tras estimulacién con PMA (PMA+), en fase aguda y en convalecencia. (A
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= PMA+ - PMA-). En fase aguda y convalecencia; p-valor por prueba de Wilcoxon pareada. (B) Boxplots
estratificados por severidad clinica (dengue con signos de alarma [DWS en inglés] vs. Dengue grave [SD
en inglés]) mostrando activacion basal no significativa. Pruebas: Wilcoxon pareada para comparaciones

pareadas, Mann—Whitney para comparaciones entre grupos no pareados. p<0.05.

Esto respalda el papel del DENV como inductor directo de la activacion plaquetaria y
aporta un mecanismo para la trombocitopenia y la disfuncion inmune y hemostatica observadas

clinicamente.

7.3.Relacién de la activacion plaquetariay la gravedad clinica

Posteriormente, analizamos la relacién entre los marcadores de activacion plaguetaria
evaluados y la gravedad clinica de los pacientes . Como se observa en la Figura 4B, no se
observo una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos de DCSA 'y DG en la fase

aguda de la enfermedad.

7.4. NS1 asociada a plaquetas induce activacion celular y trombocitopenia.

En las plaguetas purificadas por centrifugacion y en el plasma pareado de los nifios del
grupo de estudio se evalud la presencia de RNA viral mediante RT-gPCR y de la proteina NS1
mediante ELISA. Tras el analisis preliminar, no se observaron diferencias en la frecuencia de
deteccidén de RNA viral ni de NS1 entre las plaquetas y los plasmas de todos los nifios evaluados
(Figura 5A).

Posteriormente se analiz6 por citometria de flujo multiparamétrica el fenotipo plaguetario

dependiendo de la presencia o ausencia de NS1 en las plagquetas o en el plasma pareado (Figura
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5B). La presencia de NS1, pero no del RNA viral, en las plaquetas se asocié con una mayor
expresion de CD62P, lo que demuestra el efecto activador de la proteina viral sobre esta célula.
La Figura 5C muestra el resumen de los experimentos y demuestra que la presencia de NS1, pero
no el RNA viral en la plagueta o en el plasma induce una significativa expresion de CD62P en
superficie, soportando que particularmente la NS1 asociada a plaquetas, pero no la soluble en
plasma es un fuerte estimulo activador para esta célula (Figura 5C).

Posteriormente, determinamos el efecto bioldgico de la adhesion de NS1 en plaquetas y,
para ello, buscamos correlaciones entre la NS1 asociada a plaquetas y diversos eventos
patogénicos caracteristicos de la infeccién por DENV. La cantidad relativa de NS1 en plaquetas,
se asocio moderadamente a la cantidad de NS1 encontrada en el plasma, lo que demuestra que el
plasma y las plaquetas son compartimentos relacionados, pero no del todo dependientes durante
la infeccion por DENV (Figura 5D).

Consistentemente, se encontrd una correlacién positiva moderada entre el nivel de NS1
plaquetaria y los bajos recuentos plaquetarios (rho = 0.39, p = 0.014). En conjunto, estos
hallazgos indican que NS1 asociada a plaquetas esta relacionada con la activacion plaquetaria in
vivo y con mecanismos que podrian favorecer el consumo/”clearance” plaquetario observado en

los pacientes con dengue.



Figura 5.

Efectos de la NS1 asociada a plaquetas.
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D.
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(A) Detecciéon de RNA viral por RT-PCR y NS1 por ELISA en plaquetas purificadas y plasma. (B)
Expresion de marcadores de activacion en plaquetas CD42b* (CD62P) en fase aguda en plaquetas
purificadas y plasma dependiendo de la presencia o ausencia de NS1. (C) Resumen de los experimentos
mostrados en B. Las medianas son mostradas. (D) Matriz de correlacion de Spearman y diagrama de
densidad que muestra la fuerza de la correlaciéon y el valor estadistico de la prueba de Spearman.

Considera como significativo p<0.05
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8. Discusién

Los resultados de este estudio en poblacion pediatrica con dengue permiten profundizar
en los mecanismos clinicos y fisiopatologicos que subyacen a la progresion hacia formas graves
de la enfermedad. Una primera observacion fue la similitud en las caracteristicas
sociodemogréficas entre los pacientes con DCSA y los con DG. La edad, el sexo y los dias de
fiebre al momento de la consulta fueron comparables entre ambos grupos, lo que indica que
dichos factores no constituyen factores determinantes de la severidad. El Gnico pardmetro con
diferencia significativa fue la duracion de la hospitalizacion, mayor en los casos de DG, lo que
refleja la necesidad de un manejo clinico mas intensivo. Este hallazgo coincide con lo reportado
en cohortes asiaticas y latinoamericanas, donde las variables demogréaficas no fueron, en su
mayoria, determinantes asociados a DG, siendo los pardmetros hematol6gicos y bioquimicos los
principales factores descritos (40).

En nuestro estudio, los sintomas clasicos de dengue —como fiebre, cefalea, mialgias,
artralgias, dolor retroocular y rash— no mostraron diferencias significativas entre los grupos
analizados. Estos hallazgos concuerdan con lo descrito previamente en cohortes pediatricas, en
las que las manifestaciones clinicas iniciales no permiten discriminar el riesgo de progresion a
formas graves. Esto tiene implicaciones relevantes para la practica clinica, ya que en la poblacion
infantil la semiologia clasica del dengue resulta poco especifica y no refleja necesariamente la
magnitud del compromiso endotelial ni la activacion plaquetaria subyacente. La interpretacion de
estos datos refuerza la necesidad de contar con biomarcadores objetivos, como los derivados del
laboratorio hematologico y las pruebas plaquetarias funcionales, que permitan evaluar y,

posiblemente, anticipar con mayor precision la evolucion clinica.
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Los resultados de laboratorio aportaron informacion critica a nuestro analisis. En los
pacientes con DG se observd una trombocitopenia significativamente méas profunda que en los
nifios con DCSA, acompariada de incrementos en los indices de tamafio plaquetario. Estos
hallazgos sugieren un aumento del recambio plaquetario, con liberacién de plaquetas jovenes de
mayor tamario, aunque posiblemente con funcionalidad alterada. Estudios previos han descrito
que un MPV elevado es un marcador indirecto de la destruccion acelerada de plaquetas y se ha
asociado con una evolucion desfavorable en el dengue (5). Ademas, se observaron alteraciones
significativas en las pruebas de coagulacion, incluyendo prolongacion del TP y del TPT,
aumento del INR y niveles elevados de dimero D, junto con un incremento de AST como
marcador de dafio hepatico. Este perfil corresponde a una coagulopatia de consumo y a una
disfuncion hepaética, caracteristicas que han sido vinculadas con el desarrollo de shock y
hemorragia en DG (19). Fisiopatoldgicamente, estas alteraciones reflejan la activacion del
sistema de coagulacién inducida por el virus y la pérdida de la capacidad reguladora del
endotelio

Un hallazgo central de este trabajo fue la evidencia de un estado de activacion elevado de
las plaquetas durante la fase aguda del dengue, acompafiado de una capacidad reducida de
respuesta ante estimulos exdgenos, como la PMA. Esta combinacién configura un fenotipo de
agotamiento plaquetario funcional. Las plaquetas de los nifios en fase aguda mostraron un
incremento de CD62P, CD107a y CD40L, marcadores reconocidos como de activacion y
desgranulacion, incluso sin estimulo in vitro, lo que indica una activacion in vivo inducida por el
DENV vy el ambiente inflamatorio. Al mismo tiempo, la baja respuesta frente al PMA sugiere
que las plaquetas activadas circulantes ya estan parcialmente “consumidas” en términos de su

reserva funcional. Este patron ha sido descrito en otros modelos infecciosos, pero cobra especial



64

relevancia en el dengue, donde se ha demostrado que la proteina viral NS1 puede inducir la
activacion plaquetaria a través del TLR4 y favorecer la desgranulacion (41). Clinicamente, este
estado de agotamiento funcional limita la capacidad de las plaquetas para responder ante lesiones
vasculares, lo que contribuye al riesgo hemorragico observado en los pacientes.

La comparacién entre pacientes con DCSA y DG evidencié una tendencia no
significativa entre el grado de activacion plaquetaria y la severidad clinica. Este hallazgo
refuerza la hip6tesis de que la activacion plaquetaria exacerbada podria asociarse a formas
severas de la enfermedad, aunque estd pendiente de extender estos estudios incluyendo por
ejemplo nifios con dengue sin signos de alarma. Varios estudios han mostrado que los niveles de
CD62P y CD40L se encuentran mas elevados en el dengue y que la disfuncion plaquetaria es un
componente critico en la fisiopatologia (41). Desde una perspectiva clinica, la monitorizacion de
la activacion plaquetaria mediante citometria de flujo o biomarcadores solubles podria ser una
potencial herramienta de estratificacion de riesgo, aunque su implementacion requeriria
validacion en entornos hospitalarios e infraestructura mas compleja.

Otro aspecto especialmente relevante de este estudio fue la deteccion pareada de NS1y
de RNA viral tanto en plaquetas purificadas como en plasma. La presencia de estos componentes
virales en la fraccion plaquetaria constituye evidencia de que las plaquetas pueden actuar como
blancos directos 0 como reservorios transitorios de particulas virales o sus componentes. Esta
observacion es congruente con lo descrito por Platel y colaboradores, quienes demostraron la
relacion de NS1 con la activacion plaquetaria y la formacion de agregados (4)(43). En nuestro
estudio, la presencia de NS1 en plaquetas se asocié con una mayor activacion, una menor
capacidad de respuesta a estimulos y una trombocitopenia méas profunda. Este patron apoya el

modelo fisiopatologico en el cual NS1 contribuye directamente al consumo plaquetario,
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favoreciendo la fagocitosis o el “clearance” mediado por el complemento (42). Trabajos previos
han mostrado que NS1 puede activar plaguetas mediante receptores inmunitarios y aumentar su
agregacion (28). Estas evidencias sugieren que terapias dirigidas contra NS1 podrian mitigar
parte del dafio plaquetario observado en DG, aunque dicha hipotesis requiere validacion
experimental y clinica.

Una vision integradora de los resultados de este trabajo muestra que la trombocitopenia
observada en el dengue y sus formas graves no es Unicamente cuantitativa, sino también
funcional. Las plaquetas no solo se encuentran disminuidas en nimero, sino que ademas
presentan un fenotipo activado y funcionalmente agotado, con alteraciones en su capacidad de
respuesta y en su rol hemostatico y de regulacion de las funciones inmunes. Esta doble
dimensién del problema —disminucion numeérica y alteracion funcional— permite explicar con
mayor precision la complejidad clinica del dengue, caracterizado por fuga vascular, sangrados y
alteraciones de la coagulacion que generalmente no se correlacionan con la magnitud de la
trombocitopenia. Esta concepcidn coincide con modelos fisiopatoldgicos integrales que
describen la interaccion entre NS1, la activacion del complemento, la disfuncion endotelial y la
activacion plaquetaria como elementos clave en la fisiopatologia del DG (42). La integracion de
estos hallazgos abre la puerta a explorar estrategias terapéuticas que no solo busquen mantener el
recuento plaquetario, sino también preservar la funcion plaquetaria y modular los efectos
directos de NS1 sobre estas células sanguineas.

Este trabajo presenta limitaciones que deben considerarse. En primer lugar, el tamafio
muestral, aunque suficiente para describir patrones fisiopatoldgicos, limito la potencia de
deteccidn de diferencias entre categorias de severidad clinica. A esto se suma que no se

incluyeron nifios con diagnostico de dengue sin signos de alarma, lo que restringe el analisis al



espectro clinico de mayor complejidad y dificulta establecer comparaciones que permitan
comprender completamente la progresion desde formas leves hacia cuadros graves. Solo un
subgrupo de pacientes retornd para la toma de la muestra de convalecencia, lo que limito el

analisis longitudinal.
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9. Conclusiones

El DENV induce activacion plaquetaria dado el incremento de los marcadores CD62P,
CD107a y CD40L, evidenciando un estado de activacion plaquetaria in vivo durante la
fase aguda.

La deteccion de RNA viral y proteina NS1 tanto en plasma como en plaquetas demuestra
que ambos compartimentos participan en la infeccion; sin embargo, la correlacion entre las
concentraciones en plasma y en plaquetas indica que son compartimentos parcialmente
dependientes, con dindmicas de replicacion y aclaramiento diferentes.

A pesar de su fenotipo activado, las plaquetas muestran una capacidad reducida de
respuesta a estimulos, lo que refleja disfuncion o agotamiento. Este hallazgo, sumado a la
trombocitopenia y a las alteraciones en los parametros de coagulacion, sugiere que la
disfuncion plaquetaria en el dengue no es solo cuantitativa, sino también funcional, lo que
podria explicar algunas manifestaciones clinicas observadas en los casos graves.

La presencia de NS1 en plaquetas se correlaciond con una mayor expresion de CD62P y
con recuentos plaquetarios mas bajos, lo que indica que NS1 asociada a plagquetas es un
factor clave en la activacion y el consumo plaquetario. Este mecanismo podria representar
un eje fisiopatoldgico relevante en el desarrollo de la trombocitopenia y la severidad clinica
en el dengue pediatrico, abriendo la posibilidad de intervenciones terapéuticas dirigidas a

bloquear la interaccion NS1-plaqueta.
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Anexo A.

Flujograma seleccion de pacientes.
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Anexo B.

Jornada de actualizacion sobre dengue a secretaria de salud del Huila

La Jornada de actualizacion sobre dengue dirigida al personal de la Secretaria de Salud
del Huila tuvo como objetivo fortalecer los conocimientos técnicos y clinicos sobre la vigilancia,
el diagnostico y el manejo integral del dengue, con énfasis en los criterios de gravedad y la
atencion oportuna. Durante la jornada se abordaron aspectos epidemioldgicos actuales,
lineamientos normativos y estrategias de prevencion y control, contribuyendo a la toma de
decisiones informadas y al fortalecimiento de la respuesta institucional frente a esta enfermedad

endémica en la region.



78

Anexo C.
Division de Inmunologia de la Facultad de Salud de la Universidad Surcolombiana y
Bacteriologia de secretaria de salud del Huila — jornada de capacitacion en deteccién NS1

dengue por técnica ELISA.

La jornada de capacitacién en deteccion de NS1 de dengue por técnica ELISA,
desarrollada por la Division de Inmunologia de la Facultad de Salud de la Universidad
Surcolombiana en articulacion con el area de Bacteriologia de la Secretaria de Salud del Huila,
estuvo orientada al fortalecimiento de las capacidades diagnésticas del personal de laboratorio.
La actividad abordé los fundamentos inmunolégicos de la deteccion del antigeno NS1, los

principios técnicos del ELISA, asi como aspectos de calidad analitica e interpretacion de



resultados, contribuyendo a mejorar la deteccion temprana y la vigilancia del dengue en el

departamento.
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Anexo D.

Participacion Jornadas académicas: XXXIII Jornadas Huilenses de Pediatria, realizadas
el 31 de mayo de 2024.

A LT TACIEM B3 TITME WAL

UMIVERSIDAD DE A CALID:
|

ALT, IDAD
SURCOLOMBIANA  MULTICAMPUS

LA SUSCRITA COORDINADORA DE LA ESPECIALIZACION EN
PEDIATRIA DE LA FACULTAD DE CIENCIAS EN LA SALUD DE LA
UNIVERSIDAD SURCOLOMEIANA DE NEIVA

HACE CONSTAR

CQue, el Dr. JOHNATAN LOZANO CULMA con cedula 1109843412, residente de la
Especializacion en Pediafria de |la Facultad de Ciencias en la Salud de la
Universidad Surcolombiana, participo en la realizacion del poster:

+ PLAQUETAS EN DENGUE: COMPARTIMIENTO VIRAL E INMUNE, en las
XXl Jomadas Huilenses de Pediatria, realizadas el 31 de mayo de 2024,
en el Centro de Convenciones José Eustasio Rivera

El presente cerificado se expide a solicitud del interesado.
Dado en Neiva a los cuatro (4) dias del mes de junio de 2024,

Cond PR
AP gAs
SANDRA DEL PILAR PEREZ LOPEZ

Coordinadora Postgrado de Pediatria
Universidad Surcolombiana.

acién

La participacion en las XXXII1 Jornadas Huilenses de Pediatria, realizadas el 31 de mayo
de 2024, represento un espacio académico para la actualizacion y el intercambio de
conocimientos en temas relevantes de la practica pediatrica. El evento permitié fortalecer

competencias clinicas, discutir avances cientificos y promover la integracion entre profesionales



de la salud, contribuyendo a la mejora continua de la atencion pediatrica en la region.
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Anexo E.
Participacion Jornadas académicas: XIX Simposio Surcolombiano Medicina Tropical,

Parasitologia e Inmunodeficiencias, realizado el 4 de octubre de 2024

SEALTACALBAD
J SURCOLOMBIANA MULTICAMPUS

LA SUSCRITA COORDINADORA DE LA ESPECIALIZACION EN
PEDIATRIA DE LA FACULTAD DE CIENCIAS EN LA SALUD DE LA
UNIVERSIDAD SURCOLOMEBIANA DE NEIVA

HACE CONSTAR

Clue, el Dr. JOHNATAN LOZANO CULMA con cedula 1109843412, residente de la
Especializacion en Pediatria de la Facultad de Ciencias en la Salud de la
Universidad Surcolombiana, participe en la realizacion del poster:

+ PAPEL DE LAS PLAQUETAS EN DENGUE: COMPARTIMIENTO VIRAL E
INMUNE, en el XIX Simposio Surcolombiano Medicina Tropical,
Parasitologia e Inmunodeficiencias, realizado el 4 de octubre de 2024, en el
Centro de Cenvenciones José Eustasio Rivera

El presente cerificado se expide a solicitud del interesado.
Dado en Neiva a los ocho (8) dias del mes de octubre de 2024.

R
A ke
SANDRA DEL PILAR PEREZ LOPEZ

Coordinadora Postgrado de Pediatria
Universidad Surcolombiana.

cacidn

La participacion en el XIX Simposio Surcolombiano de Medicina Tropical, Parasitologia
e Inmunodeficiencias, realizado el 4 de octubre de 2024, constituy0 un escenario académico de
actualizacion en enfermedades infecciosas y condiciones inmunoldgicas de relevancia regional y
nacional. El simposio favorecio la discusion de avances diagndsticos, terapéuticos y de
investigacion, asi como el fortalecimiento del enfoque integral para la atencion y el control de

estas patologias.
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Anexo F.

Participacién PanDengue Medellin 2025 en modalidad de Poster

NS1 and IgG-NS1 associated to platelets modulate

cell activation and clinical severity in children with dengue

Sebastidn Castro-Trujille’. Johnatan Lozano®®, Doris Salgade®. Andrés Felipe Romero®2, Darling Carvajal®®, Carlos F. Narvaez 2
1 Divisin debrsnolegs, Progeases de Medices, Facutad de Diencias dea Saud, Lniversida Sorcoksebisrs, Heiva 101, Huil, Colobia. 2 irea de Pdisiia,Departameetn de iencis [ivicas, Faculad de Diencias e la Sabe, iversidad Surcolombians,
Weiva, Fulla, Colombia. 3. Servizia de Peditria, Hospital Universiiaric d Neiva, Neiva, Huia, Coambia.
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i

La participacion en PanDengue Medellin 2025 en modalidad de pdster permitié la

socializacion de resultados y experiencias académicas en el campo del dengue, promoviendo el



intercambio cientifico con investigadores y profesionales de la salud a nivel nacional e
internacional. Este espacio contribuyd a la discusion de hallazgos relevantes, al fortalecimiento
de redes de colaboracion y a la actualizacion en aspectos clinicos, epidemiologicos y de

laboratorio relacionados con la enfermedad.
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