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RESUMEN

Introduccion: El virus del dengue es hoy la enfermedad viral de mayor importancia
transmitida por artropodos del género Aedes, fundamentalmente del Aedes aegypti. Esta
ultima, es la especie que mas afecta al hombre en términos de morbilidad y mortalidad.
Anualmente se reportan méas de 390 millones de infecciones, de las cuales més de 96
millones desarrollan el cuadro clinico, lo que denota la alta incidencia de la enfermedad
causada por este vector.

Objetivos: Identificar la frecuencia de aparicion y cuales son los principales signos de
alarma en pacientes cubanos por dengue, asi como evaluar la posible asociacion de estos

con los conteos relativos de linfocitos T CD4+ que expresan la molécula CD25.
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Métodos: Se realiz6 un estudio de los signos de alarma en pacientes adultos con
diagnostico confirmado de infeccién por dengue. Se explord la asociacion de estos
signos con la clasificacion de la infeccion y el comportamiento de los conteos relativos
de la poblacion de células sanguineas que expresa los marcadores CD4 y CD25 por
citometria de flujo.

Resultados: Alrededor del 50 % de los pacientes presentaron signos de alarma durante
la infeccion por dengue. Entre los mas frecuentes se detectaron la trombocitopenia (53
%) y el dolor abdominal (27 %), los cuales se observaron asociados a la infeccién
secundaria (p=0,04). La frecuencia de células T CD4+CD25+ predomind en pacientes
con signos de alarma, aunque no fue estadisticamente significativo.

Conclusiones: Los signos de alarma predominantes en la infeccion secundaria por
dengue, asi como la evolucién de la enfermedad a cuadros graves pudieran estar
relacionados con una pérdida de la regulacion ejercida a través de las células T.

Palabras clave: dengue; signos de alarma; respuesta inmune; células T.

ABSTRACT

Introduction: Dengue virus is currently the most important viral disease transmitted by
arthropods of the genus Aedes, mainly Aedes aegypti. The latter is the species that most
affects humans in terms of morbidity and mortality. More than 390 million infections
are reported every year, of which more than 96 million develop clinical symptoms,
indicating the high incidence of the disease caused by this vector.

Objective: To identify the frequency of appearance and the main warning signs in
Cuban patients with dengue, and the possible association of these with the relative
counts of CD4+ T lymphocytes expressing the CD25 molecule.

Methods: A study was carried out on the warning signs in adult patients with a
confirmed diagnosis of dengue infection. The association of these signs was explored
with respect to the classification of the infection and the behavior of the relative counts
of the blood cell population that expressed CD4 and CD25 markers by flow cytometry.
Results: About 50% of patients presented warning signs during dengue infection.
Among the most frequently reported are thrombocytopenia (53%) and abdominal pain
(27 %), observed in association with secondary infection (P=0.04). The frequency of
CD4+ and CD25+ T cells predominated in patients with warning signs, although it was

not statistically significant.
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Conclusions: The warning signs predominating in secondary dengue infection, as well
as the disease evolution to severe clinical stages, could be related to a loss of regulation
exerted through T cells.

Keywords: dengue; warning signs; immune response; T cells.
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Introduccion

El virus del dengue (VD) es hoy la enfermedad viral de mayor importancia transmitida
por artrépodos del género Aedes, fundamentalmente del Aedes aegypti. Esta Gltima, es
la especie que mas afecta al hombre en términos de morbilidad y mortalidad. Las zonas
tropicales y subtropicales del planeta son las regiones mas afectadas por las epidemias
del VD. Anualmente se reportan méas de 390 millones de infecciones, de las cuales mas
de 96 millones desarrollan el cuadro clinico, lo que denota la alta incidencia de la
enfermedad causada por este virus.)

La infeccién posee un espectro que varia desde formas asintomaticas, pasando por
formas clinicas leves hasta las formas mas graves de la enfermedad, caracterizadas por
un aumento de la permeabilidad vascular, alteraciones en el nimero y funcion de los
leucocitos, aumento del hematocrito y trombocitopenia, hasta llegar a la muerte en
algunos casos.?®

En 2009 la OMS publicd la nueva clasificacion de la infeccion por dengue.® Esta
clasificacion tiene en cuenta la presencia de signos predictivos de las formas graves, a
los cuales se les denomina signos de alarma.® Segun esta clasificacion, la enfermedad
se clasifica en caso sospechoso de dengue, dengue con signos de alarma y caso grave.
Dentro de los signos de alarma estd descrito el aumento del hematocrito con
disminucion de las plaquetas, el dolor abdominal y los vomitos, la astenia y el aumento
de las transaminasas. Su identificacion permite iniciar de forma precoz la reposicion de
liquidos por via intravenosa para prevenir el shock, con la consecuente disminucion de

la mortalidad.®
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La infeccion secuencial por dengue con serotipos distintos es considerada el factor de
riesgo mas importante para el desarrollo de las formas graves de la enfermedad.®
Durante la infeccidn secundaria heterotipica por los virus del dengue se ha demostrado
que el sistema inmune responde en algunos individuos de forma exagerada y anémala.
Dicha respuesta inmune conduce a la activacion precoz de células de memoria con
reactividad cruzada que no son capaces de controlar eficazmente la infeccion y dan
lugar a la produccion de diversas citoquinas proinflamatorias. Este tipo de citoguinas
han sido implicadas en la patogenia de la enfermedad.(”

Kurane y otros (1991)® fundamentaron tempranamente que la activacion de células T
en la sangre de los pacientes graves era mayor que en pacientes de cuadros clinicos
leves, basandose en el hallazgo de mayores niveles solubles de moléculas CD25, CD4 y
CD8 asociados a la mayor severidad.

Teniendo en cuenta lo anterior, el presente trabajo tuvo como objetivo identificar la
frecuencia de aparicion y cuales son los principales signos de alarma en pacientes
cubanos por dengue, asi como evaluar la posible asociaciéon de estos con los conteos

relativos de linfocitos T CD4+ que expresan la molécula CD25.

Métodos

Se realizd un estudio de tipo descriptivo correlacional en pacientes atendidos en el
Hospital Clinico Quirtrgico “Salvador Allende”, en el periodo de noviembre de 2013
hasta marzo de 2014. Se incluyeron individuos mayores de 18 afios de ambos sexos
ingresados durante los cuatro primeros dias del inicio de la fiebre y con diagnostico
presuntivo de infeccion por dengue.

Los pacientes se clasificaron teniendo en cuenta los criterios para el diagndstico clinico,
segun la clasificaciéon revisada de dengue de la OMS (2009), sin signos de alarma
(fiebre y cefalea, mialgias y/o artralgias, erupcion cutanea, y leucopenia) o dengue con
signos de alarma (dolor abdominal intenso o mantenido, vOmitos persistentes,
hipotermia, a veces con lipotimia asociada, decaimiento o postracion excesiva,
sangrado de mucosas, derrames serosos, letargia, somnolencia, irritabilidad, inquietud o
agitacion, hepatomegalia mayor de 2 cm, aumento del hematocrito o répida

disminucion de la cifra de plaguetas).
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El diagndstico se confirmd por ensayo inmunoenzimatico (ELISA) mediante la
deteccion de IgM especifica antidengue en el suero de los pacientes a partir del 6to dia
de inicio de los sintomas.® Los casos se clasificaron de acuerdo al titulo de anticuerpos
séricos detectados por un ELISA de inhibicién, tomando como criterio de infeccidn
secundaria un titulo de IgG antidengue >1280.1%

Previo consentimiento informado, se les extrajo a los pacientes sangre con
anticoagulante (Ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA) durante los dias del 1ro al 4to.
del cuadro clinico febril. Las muestras de sangre se procesaron para aislamiento de
células mononucleares por el método de separacion por gradiente de densidad.®V Las
celulas mononucleares se conservaron en medio de congelacion (dimetilsulfoxido 10 %

en suero fetal ovino) y se almacenaron en congelacion a -80 °C hasta su uso.

Conteo relativo de la subpoblacion de células T sanguineas

Las células mononucleares de sangre periférica aisladas se descongelaron en medio
RPMI 1640 y se lavaron dos veces por centrifugacion a 400 xg, 10 min a temperatura
ambiente. Luego se distribuyeron en tubos de 12x75 (Falcon, USA) para ser marcadas
con los anticuerpos monoclonales Anti-CD4 y Anti-CD25 (MiltenyiBiotec, Alemania)
conjugados con los fluorocromos isotiocianato de fluoresceina (FITC) y aloficocianina
(APC). Los anticuerpos se afiadieron a una dilucion de 1/10 y después de una
incubacion de 30 min a temperatura ambiente se realizaron dos lavados con una
solucion compuesta por buffer fosfato salino (PBS), 0,5 % de suero fetal bovino (SFB),
y azida sédica 0,1 %.

Finalmente, se resuspendio el boton celular en 400 uL de solucion de fijacion (PBS,
paraformaldehido libre de metanol 1 %) y se procedio a la adquisicion y analisis en el
citometro de flujo (MACSquant, MiltenyiBiotec, Alemania). Para la adquisicion y
analisis de datos se empled el programa MACSQuantify version 2.5 (MiltenyiBiotec,
SA, Alemania).

Analisis estadistico
El analisis estadistico se realizd con el programa SPSS Statistics version 17.0. La
comparacion de proporciones entre pacientes con y sin signos de alarma segun la
clasificacion de la infeccion se realizo por la prueba exacta de Fisher. La comparacion
de los conteos relativos de la subpoblacion de células sanguineas entre grupos de

pacientes con y sin signos de alarma se realiz6 mediante la prueba no paramétrica de
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Mann Whitney. Se consideraron como significativos valores de los estadigrafos

mayores que 1y p<0,05.

Consideraciones éticas
El procedimiento de la investigacion fue aprobado por el Comité de Etica del Instituto
de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK), que contempla los principios enunciados en
la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Medica Mundial para las investigaciones
médicas en seres humanos.*? Fue recogido por escrito el consentimiento informado y

voluntario de cada persona involucrada en el estudio.

Resultados

Caracterizacion clinica de los pacientes

En el presente estudio se involucro un total de 30 pacientes; 17 hombres y 13 mujeres,
confirmados como enfermos en el transcurso de una infeccidn por dengue. De estos, 11
tuvieron una infeccion primaria y 19 una infeccion secundaria.

Se detectd que la fase febril se extendid en el 94,3 % de los pacientes estudiados, desde
el ler. al 4to dia. La mayoria de los signos de alarma descritos se presentaron entre las
48 h. y el 4to dia. Particularmente, los sangramientos y el valor méas bajo de plaquetas
se reportaron a los 4 dias en la mayoria de los pacientes que los presentaron. Se
constatd un predominio de la trombocitopenia, el dolor abdominal, los sangramientos

de mucosas, la lipotimia y los vomitos persistentes en los pacientes estudiados (Fig. 1).
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Fig. 1 - Frecuencia de los diferentes signos de alarma en la muestra de pacientes de dengue

estudiados.

Al analizar la presencia de signos de alarma en los pacientes segun el tipo de infeccién
primaria o secundaria (Fig. 2) se puede observar que casi el 80 % (15/19) de los
pacientes con signos de alarma presentaban infecciones secundarias, lo cual confirma

una asociacion de la tendencia a la severidad con la infeccion secuencial (p=0,04).
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@ Infeccion primaria

MW Infeccidn secundaria
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20

Con signos de alarma Sin signos de alarma

Fig. 2 - Distribucion de pacientes con y sin signos de alarma segun el tipo de infeccion primaria

o0 secundaria. Conteo relativo de células T CD4+CD25+.
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Se observd una mayor frecuencia de las poblaciones celulares T CD4+CD25+ en
aquellos pacientes con infeccion secundaria, aunque esta diferencia no mostro

significacion estadistica (p=0,11) (Fig. 3).

N= 8 12
Primaria Secundaria

Clasificacion de la infeccién

Fig. 3 - Frecuencia de células CD4+CD25+ en pacientes con infeccion primaria y secundaria.

Al comparar los conteos relativos de células T CD4+CD25+ se observaron mayores
valores en pacientes con signos de alarma. Sin embargo, la diferencia no fue
estadisticamente significativa (p=0,07) (Fig. 4a). El analisis del comportamiento de los
conteos de células CD4+CD25+, segun la presencia de los signos de alarma
independientes, al parecer muestra una mayor frecuencia de esa poblacion celular en
pacientes con signos que se vinculan a la extravasacion de plasma en tubo digestivo
(vémitos y dolor abdominal) (Fig. 4b y 4c), aunque no hubo significacién estadistica
(p=0,19 y p=0,07, respectivamente). No se encontraron diferencias en las frecuencias
de esta subpoblacion celular sanguinea entre los pacientes que presentaron 0 no signos
de alarma vinculados a manifestaciones hemorragicas (trombocitopenia o sangramiento

de mucosas) (p=0,51y p=0,62, respectivamente).
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Fig. 4 - Frecuencia de las células T CD4+CD25+ en pacientes de dengue con y sin signos de

alarma. A. De acuerdo a la presencia de signos de alarma. B. De acuerdo a la presencia o no de
vomitos. C. De acuerdo a la presencia o no de dolor abdominal.

Discusion
Esta demostrado que el sistema inmune influye en la patogenia de la enfermedad grave
por dengue, y uno de los mecanismos mas divulgados es a través del fendmeno
denominado inmunoamplificacion o amplificacion mediada por anticuerpos (antibody
dependent enhancement, ADE).*? Ocurre debido a que la infeccion por un serotipo
brinda inmunidad homotipica de por vida. Esta se caracteriza por la presencia de
anticuerpos de alta afinidad y capacidad neutralizante frente al serotipo infectante

(anticuerpos homotipicos) pero que, si bien reconocen otros serotipos del complejo
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dengue, no son capaces de neutralizarlos (anticuerpos subneutralizantes y no
neutralizantes).

Cuando ocurre una segunda infeccion por serotipos heterélogos, se produce una alta
concentracion de inmunocomplejos del nuevo virus con inmunoglobulina G (1gG), los
cuales infectan con mayor eficiencia las células mononucleares. Unido a esto, las
células T, en particular las T de memoria de reactividad cruzada, juegan un papel
esencial en la patogenia del dengue grave durante una infeccion secundaria. Esta
hipdtesis se basa en las observaciones de que las células de memoria activadas son mas
abundantes en pacientes con formas graves de la enfermedad.®®

El reconocimiento de las células T a otros serotipos de VD diferentes al causante de la
infeccion inicial y su reaccion frente a estos (reactividad cruzada) hacen posible que,
tras la infeccion secundaria heterotipica, se activan principalmente las poblaciones de
células T de memoria, inducidas durante la infeccion primaria. Estas células activadas
inducen y producen una serie de citoquinas inflamatorias que actian a nivel del
endotelio vascular, aumentando la permeabilidad del mismo y con ello la extravasacion
de plasma, fenémenos descritos en el desarrollo del dengue grave.®

La mayor frecuencia de signos de alarma, encontrada en pacientes con infecciones
secundarias en el presente estudio, coincide con lo reportado en la literatura,*® y es
concordante con el reconocimiento de la infeccidn secundaria como el factor de riesgo
individual mas importante para el desarrollo de enfermedad grave por dengue.

Varios autores también describen a la trombocitopenia y el sangrado como los signos
de alarma maés frecuentes encontrados en pacientes hospitalizados por dengue.(6:17)
Otros metaanalisis que incluyen 198 y 6643 estudios, respectivamente, reportaron
asociacion entre el dolor abdominal, los vomitos, la trombocitopenia, el sangramiento
mucoso espontaneo o la letargia y el desarrollo de formas graves.819

El dolor abdominal, las nauseas y los vomitos pudieran asociarse con el mayor grado de
permeabilidad vascular y consiguiente extravasacion plasmatica a nivel de la mucosa
gastrointestinal. Sin embargo, algunos autores la han vinculado también con distension
de la capsula hepatica, la estimulacion de los plexos nerviosos por la distension del
espacio retroperitoneal a causa del edema o por perfusion mesentérica disminuida.
También se ha relacionado con pequefias hemorragias en la cavidad peritoneal®® a la

hepatitis, la pancreatitis, la colecistitis alitiasica y la enfermedad &cido péptica.®?
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Las causas de la trombocitopenia han tratado de ser explicadas a traves de diferentes
hipdtesis. Entre ellas se propone que el virus pudiera infectar las células progenitoras en
la médula 6sea. También se ha invocado un aumento del consumo plaquetario en
circulacién periférica, asi como la destruccion de las plaquetas por apoptosis, o por la
accion de anticuerpos antiplaquetarios y activacion del complemento.??

En el presente trabajo exploramos la posible asociacion entre la expresion en la
superficie de los linfocitos T sanguineos, de la molécula CD25 con el desarrollo de las
formas graves de la enfermedad. Estas celulas, cruciales en la respuesta inmune
antiviral, también participan en la patogenia de la enfermedad. Encontramos una mayor
proporcion de células T CD4+CD25+ en pacientes con infeccion secundaria y
especialmente aquellos que tenian determinados signos de alarma. Sin embargo, la
comparacion entre grupos no arrojé diferencias estadisticamente significativas, lo cual
puede deberse en primer lugar al reducido nimero de pacientes incluidos en el estudio.
Por otra parte, no todas las personas que desarrollan una infeccion secuencial transitan
hacia una mayor gravedad, lo cual depende de varios factores que incluyen, entre otros,
el serotipo de la primoinfeccion, los mecanismos reguladores de la respuesta inmune y
la genética del hospedero, asi como el tratamiento que oportunamente reciben y que
puede modificar la evolucion natural de la enfermedad.

La molécula CD25 es la cadena o de 55 kDa del receptor de interleucina 2 (IL-2), que
se expresa en linfocitos activados y en estadios tempranos del desarrollo timico de los
linfocitos T. La IL-2 es un mediador soluble considerado un potente factor de
crecimiento de los linfocitos T, clave en la respuesta inmune T dependiente, por lo que
CD25 se habia reconocido como un marcador de activacion de los linfocitos T CD4+.
Por esta razon, los niveles elevados de esta molécula soluble en sangre de los pacientes
de dengue hemorragico se asociaron a la mayor activacion de células T durante la
gravedad.® Sin embargo, en los Gltimos tiempos, es reconocido su papel central en el
desarrollo y mantenimiento de las células T reguladoras (Treg) y la entrada de estas a
los ganglios linfaticos. Se ha asociado la funcion de esa molécula a la supresion de la
respuesta inmune mediante la secrecion de mediadores inhibitorios tales como la IL-10,
0 a través de contacto célula-célula.®®

A diferencia de nuestros resultados, Tillu y otros®* encontraron conteos de plaquetas
en correlacion directa con las frecuencias de células Treg, asi como una asociacion

entre mayores conteos de dichas células y una evolucién benigna de la infeccion.
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Si consideramos que la mayor activacion inmune y una potente respuesta
proinflamatoria, vinculada a la fisiopatologia del dengue, debe inducir una mayor
respuesta de células Treg que regulen la respuesta inmune, nuestros resultados son
explicables a partir de una nueva hipotesis. Los signos de alarma relacionados con una
mayor extravasacion de plasma, estarian provocando mayores frecuencias sanguineas
de células TCD4+CD25+, y solo en aquellos pacientes en los que no ocurra una
adecuada y oportuna regulacion inmune, se observaria entonces un agravamiento
progresivo del cuadro clinico con riesgo de muerte para el paciente. Seria necesario
entonces el estudio de las células Treg en pacientes con y sin signos de alarma, y que
desarrollan la enfermedad grave, para definir su asociacion con los niveles de IL-10 y
otros supresores de la respuesta proinflamatoria.

Los signos de alarma predominantes en la infeccion secundaria por dengue, asi como la
evolucion de la enfermedad a cuadros graves, pudieran estar relacionados con una

pérdida de la regulacion ejercida a través de las células T.
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