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Titulo: Efecto de la administracién de Metilprednisolona sobre el nivel de citocinas en pacientes
con Sindrome Febril Agudo tipo dengue”

Autor: Carolina Coronel-Ruiz™
Palabras clave: Sindrome Febril Agudo, Dengue, Metilprednisolona

Objetivo: Determinar si en individuos con sindrome febril agudo tipo dengue los niveles de
citocinas (IL-6, TNF-a) difieren en el grupo que recibe Metilprednisolona comparado con el grupo
control.

Materiales y Métodos: Ensayo Clinico Factorial 2x2, en pacientes de 5 afios 0 mas, con sindrome
febril agudo tipo dengue de <120 horas, provenientes del area Metropolitana de Bucaramanga. Se
realiz6 aleatorizacion estratificada por edad (<15/215 afios) y recuento de plaquetas
(£100.000/>100.000 plaquetas/mm®) a una de 4 combinaciones (Metilprednisolona-N-acetilcisteina,
Metilprednisolona-placebo, N-acetilcisteina-placebo, placebo Metilprednisolona - placebo
N-acetilcisteina). Se tomd suero en la evaluacion basal (pre-intervencion) y entre las 48 y 72 horas
post-intervencion, se almacen6 a -70°C hasta la determinacién de los niveles de citocinas a través
de ensayo inmunomeétrico enzimatico en fase sélida por quimioluminiscencia. El diagnéstico se
realiz6 por ELISA IgM en muestra pareada, aislamiento viral, RT-PCR.

Resultados: 49 sujetos fueron incluidos en el grupo MTP + Placebo NAC, y 49 en el grupo
Placebo MTP + Placebo NAC. No se encontr6 diferencias en los niveles basales de citocinas
entre los grupos TNF-a (p=0.50), IL-1B (p=0.26), IL-8 (p=0.89). Se encontr6 diferencia en los
niveles basales de IL-6 (p=0.034). En el analisis bivariado no se encontré asociacion entre los
niveles de citocinas y la intervencién. Se realiz6 ANOVA de mediciones repetidas para determinar
si los niveles de citocinas se asocian con el recuento de plaguetas y el recuento de leucocitos
durante el seguimiento. Se encontré asociacion negativa entre los niveles de TNF-a, IL-6, IL-8 y el
recuento de plaquetas (coeficientes -120881.1, -14647.34, -3272.42 respectivamente, p<0.001). Se
observé asociacion positiva entre IL-1f y el recuento de leucocitos (coeficiente 15449.86, p=0.002),
mientras IL-8 presentd asociacion negativa (coeficiente -84.83932, p=0.001).

Conclusién: En el ensayo clinico no se evidenci6 el efecto de la administracion de
Metilprednisolona sobre los niveles de IL-6 y TNF-a.

“Proyecto de grado
H'Facultad de Salud. Escuela de Medicina. Director: MD, MSc. Luis Angel Villar Centeno



Title: Effect of Methylprednisolone on cytokine levels in patients with acute febrile dengue-like
syndrome”

Author: Carolina Coronel Ruiz™

Keywords: Acute febrile syndrome, Dengue, Methylprednisolone

Objective: to determinate if IL-6 and TNF-a levels are different in patients with acute febrile
dengue-like syndrome who receive Methylprednisolone compared to placebo.

Methods : Factorial 2*2 clinical trial in patients from the metropolitan area of Bucaramanga older
than 5 years with acute febrile dengue-like syndrome within the first 120 hours of evolution.
Patients were assigned using stratified random allocation regarding age (<15/=15 years) and
platelet count (£100.000/>100.000 cellss/mm®) to one of four groups: (Methylprednisolone —
N-acetylcysteine, Methylprenisolone — Placebo NAC, N-acetylcysteine — Placebo MTP, or Placebo
MTP - Placebo NAC). Serum samples were taken at baseline evaluation and between 48 and 72
hours post intervention, and stored at -70°C until measurement of cytokine levels using sequential
solid-phase chemo-luminescence enzymatic assay. Diagnosis of dengue was carried out using IgM
ELISA on paired samples, viral isolation or RT-PCR.

Results: 49 patients were allocated to each treatment group. No differences were found between
the two groups in baseline levels of TNF-a (p=0.50), IL-1B (p=0.26) and IL-8 (p=0.89), but baseline
IL-6 levels were statistically different (p=0.034). On bivariate analysis no relation was found
between cytokine levels and treatment. Repeated-measures ANOVA was done to determinate if
cytokine levels were correlated with platelet count during follow up. TNF-a, IL-6 and IL-8 were
negatively associated, while IL-13 was positively associated. Repeated-measures ANOVA was
done to determinate if cytokine levels were correlated with platelet and leukocyte counts during
follow up. TNF-q, IL-6 and IL-8 levels were negatively associated with platelet counts (coefficients -
120881.1, -14647.34, and -3272.42 respectively, p<0.001); IL-8 levels were negatively associated
with leukocyte counts (coefficient -84.83932, p=0.001), and IL-1p levels were positively associated
with leukocyte counts (coefficient 15449.86, p=0.002).

Conclusion: This clinical trial could not establish the effect of methylprednisolone on IL-6 and
TNF-a levels.

“Proyecto de grado
T Facultad de Salud. Escuela de Medicina. Director: MD, MSc. Luis Angel Villar Centeno



INTRODUCCION

Dengue es la arbovirosis humana que causa mayor morbilidad en el mundo. La
infeccidn por dengue es transmitida por la picadura de un mosquito Aedes aegypti,
el cual se encuentra en areas tropicales y subtropicales, afectando mas de 100
millones de personas cada afio y aproximadamente 2500 - 3000 millones de

personas alrededor del mundo se encuentran en riesgo de infeccion(1-5).

La infecciobn por dengue puede ser asintomatica o causar dos formas de la
enfermedad: la primera se caracteriza por un sindrome febril que comprende un
espectro de manifestaciones como dolor de cabeza, dolor retroorbital, mialgias,
artralgias, y en algunos casos manifestaciones hemorragicas. La segunda forma
de la enfermedad conocida como dengue hemorragico, se caracteriza por la
presencia de signos hemorragicos, hemoconcentracion, y evidencia de
extravasacion plasmatica. En los ultimos afios se ha observado en el sudeste de
Asia y en Ameérica, cuadros atipicos de dengue con compromiso de 6érganos
especificos como el sistema nervioso central, el higado, y el miocardio asociados
a mortalidad (26-30).

La patogénesis de la enfermedad se encuentra relacionada con alteraciones en la
regulacion de la respuesta del sistema inmune ante la infeccion, especificamente
el incremento en los niveles de citocinas y la alteracion del endotelio, que juegan
un rol importante en los problemas hemostéaticos de los pacientes con dengue.
Los estudios realizados in vitro, y realizados en pacientes con dengue, reportan el
incremento en los niveles de algunas citocinas proinflamatorias como TNF-q,
IL-1B, IL-6 e IL-8 (38-60).

Debido a la ausencia de terapia antiviral especifica, el manejo de la enfermedad
se basa en medidas de soporte hidrico y manejo de los sintomas. Se ha propuesto

el uso de corticoides para tratamiento en dengue, por sus propiedades
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antiinflamatorias. Se han desarrollado estudios en individuos que presentan
complicaciones asociadas a la enfermedad como Sindrome de Choque por
Dengue (SCD) (76-81). Sin embargo, se carece de estudios que evalien la
eficacia de la administracion temprana de corticoides en la enfermedad, y la
relacion de la administracion del corticoide con los niveles de mediadores de

respuesta inflamatoria.
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1. JUSTIFICACION

Dengue es la arbovirosis humana que causa mayor morbilidad y mortalidad en el
mundo. Se estima que mas de cien millones de personas son infectadas por este
virus cada afo, por lo que se ha convertido en un importante problema de salud
publica. Durante las Ultimas décadas América ha registrado un aumento en el
namero de casos de dengue, especialmente paises como Brasil, Colombia, Cuba,

Ecuador, Perla y Venezuela (1-7).

En Colombia el dengue es una enfermedad endemo-epidémica en zonas por
debajo de los 1800 metros sobre el nivel del mar, por lo que gran parte de nuestra
poblacion estd en riesgo de presentarla. En el departamento de Santander el
namero de casos de dengue se ha incrementado en los ultimos afos. El
diagnostico de la infeccion por virus dengue es el mas comun en los pacientes que
consultan a los servicios de urgencias de Bucaramanga y su area metropolitana
(8-11).

En la infeccion por dengue el proceso de patogénesis no se conoce en su
totalidad. Se considera que el proceso estd asociado a la sensibilizacion en la
primoinfeccion, en la cual los anticuerpos producidos no confieren inmunidad
permanente para los cuatro serotipos, ocasionando que la infeccion por otro
serotipo del virus pueda producirse. El riesgo de presentar las formas severas de
la enfermedad se asocia con la infeccion secundaria. En enfermedades
infecciosas caracterizadas por el desarrollo de procesos inflamatorios como sepsis
y meningitis la determinacion de los niveles de citocinas constituye una
herramienta eficaz para conocer los mecanismos de respuesta del individuo frente
a diferentes microorganismos e identificar las reacciones que se presentan en los
pacientes cuando existe una respuesta exagerada de éstos mediadores de
repuesta inflamatoria. En el caso de la infeccion por dengue las citocinas son

liberadas directamente por las células infectadas o por la interaccion entre estas
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células y otras células del sistema inmune. Se han asociado niveles elevados de
IL-6, TNF-a, e IL-8 con el desarrollo de dengue hemorragico. Algunos estudios
sugieren que la alteracion del endotelio y los elevados niveles de citocinas en la
infeccion por dengue son los responsables de la alteracion del proceso de
coagulacion. Sin embargo, no se conoce el mecanismo por el cual las citocinas

inducen el proceso de extravasacion plasmatica (38-60).

Ante la ausencia de tratamiento antiviral especifico y el desarrollo de
complicaciones durante el curso de la enfermedad, en la actualidad el tratamiento
estandar para el manejo de las formas severas de la enfermedad consiste en la
administracion de liquidos endovenosos para corregir las alteraciones
hemodinamicas. Se han desarrollado estudios en los que se administran
corticoides en pacientes con sindrome de choque por dengue, los cuales evallan
como principales desenlaces muerte, dias de hospitalizacion, numero de
complicaciones, necesidad de transfusion (76-81). Sin embargo, no se ha
estudiado la eficacia de los corticoides administrados tempranamente en pacientes
con dengue. En consecuencia, el proposito del presente estudio es evaluar el
efecto de la Metilprednisolona en los niveles de citocinas en pacientes con

sindrome febril agudo tipo dengue.

18



2. MARCO TEORICO

El dengue es una enfermedad causada por un arbovirus que se encuentra
ampliamente distribuido en mas de cien paises del mundo, el cual es transmitido a
humanos a través de la picadura de un mosquito infectado de las especies Aedes
aegypti y Aedes albopictus. La incidencia y distribucion geografica del dengue se
han incrementado gradualmente en los Ultimos afios en los centros urbanos de las
zonas tropicales y subtropicales del planeta debido a diversos factores ecolégicos,
climaticos, culturales y socioeconémicos de dichas regiones, y actualmente
constituye la arbovirosis mas frecuente alrededor del mundo, convirtiéendose en un

problema de salud publica (1-5).

2.1 Epidemiologia

Durante el siglo XIX, la infeccidon por virus dengue fue considerada como una
enfermedad esporadica, causante de brotes en intervalos de tiempo prolongados
(6-7).

La primera epidemia de dengue hemorragico en el sudeste de Asia ocurrio en
1954 en Manila, Filipinas, luego de la cual se reportaron otras en paises cercanos
(6). En la década de los 80 el reporte de casos de dengue aumenté en cinco
veces comparado con las anteriores (6). Estudios desarrollados en Indonesia
determinaron que DENV-1 y DENV-2 fueron los serotipos circulantes en ésta
region durante esta década, mientras que en los Ultimos afios DENV-3 ha
predominado y se encuentra asociado con los casos severos de dengue, por lo
gue se ha postulado que este serotipo podria tener algunas propiedades que le
confieran mayor virulencia. DENV-4 se ha aislado en la mayoria de epidemias y

es el serotipo detectado en mayor proporcion en infecciones secundarias (6-7).

En el sur de Asia los primeros reportes de casos de dengue hemorragico se

realizaron entre 1964 y 1966, y la primera epidemia se reportd en Sri Lanka en
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1989, luego de la cual el nUmero de casos de dengue se ha incrementado cada
afo. DEN-3 fue el serotipo responsable de las epidemias en Sri Lanka junto con
DENV-2 (7). En India los primeros reportes de dengue se realizaron en 1991 vy la
primera epidemia de dengue hemorragico ocurri6 en 1996. Actualmente el
comportamiento de la enfermedad en el sur de Asia es similar al que se presenta
en el sudeste de Asia, aunque algunos de los paises asiaticos han implementado
programas para el control del vector, disminuyendo la incidencia de la
enfermedad. En el este de Asia, China es el pais mas afectado por dengue
mientras que en otros paises de la regidén no se han reportado casos. La primera
epidemia de dengue en China ocurrié en 1978, a partir de ésta se reportd una
epidemia en las Islas Hainan entre 1985y 1986. En esta region de Asia la tasa de
mortalidad es menor, comparada con el resto del continente. Actualmente la
infeccion por dengue constituye una de las diez principales causas de
hospitalizacion en los paises asiaticos, principalmente en nifios menores de 15

anos (7).

La primera epidemia de dengue en América se inicié en 1827 en las Islas Virgenes
y posteriormente se extendié a paises como Cuba y Venezuela. Los casos de
dengue continuaron presentandose en el Caribe entre 1885y 1920 (6-7). En 1897
tanto en la Habana como en Texas se reportaron epidemias (6). En la década de
1960 se documentaron epidemias en el Caribe ocasionada por DENV-3 (1962-
1963) y por DENV-2 y DENV-3 (1968-1969). En 1970 se documenté la presencia
de DENV-2, y de DENV-3 principalmente en Colombia y Puerto Rico. Entre
1977-1978 se registré la introduccion de DENV-1 en América, inicialmente en
Jamaica y posteriormente se extendio a otras islas del Caribe, a América Central y
América del Sur. En 1978 ocurri6é una epidemia en Cuba producida por DENV-1,
la cual afecté medio millébn de personas, principalmente en el oriente de este pais
(6). Posteriormente, en el segundo trimestre de 1981, se desarrollé una epidemia
de dengue hemorragico causada por DENV-2 que afectd cerca de 10 millones de

personas (6-7). La mayor parte de los casos correspondieron a infecciones
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secundarias y el grupo de edad entre los 5y 10 afios presento las mayores tasas
de incidencia (6). La introduccion de DENV-1 en América, ocasiond brotes de
dengue hemorragico en Cuba, Colombia, Brasil, Venezuela, Guyana Francesa y
Puerto Rico. La incidencia y distribucion geografica del dengue se han
incrementado gradualmente en las Ultimas cinco décadas, principalmente en el
sudeste de Asia, América Central, Suramérica, y Africa. Actualmente la
enfermedad es endémica en 112 paises. La Organizacion Mundial de la Salud
estima que alrededor de 2.500 millones de personas se encuentran en riesgo de
adquirir la infeccién, principalmente en areas urbanas de regiones tropicales y
subtropicales. De acuerdo con la OMS, anualmente ocurren al menos cien
millones de casos de dengue y 500000 casos de dengue hemorragico, con una

tasa de mortalidad de 0,5 a 3,5%, principalmente en los paises asiaticos (1-5).

En Colombia, los primeros casos de dengue se reportaron en los afos setenta
ocasionados por DENV-1, DENV-2, y DENV-3 (6). La circulacion de DENV-4 fue
notificada en 1986 (6-7). En la década de 1990, la incidencia de dengue, dengue
hemorragico y muerte por dengue se incremento. En el 2004, Colombia fue el
pais de América con mayor nimero de casos de dengue hemorragico y muertes
por esta causa. En el 2006, se presentaron 38.795 casos de dengue, mientras
gue en el aflo 2007, se observo un incremento del 12% en el nUmero de casos
reportados en el pais, durante el cual se notificaron al SIVIGILA 43.541 casos
de dengue, de los cuales 89% (n=38.895) corresponden a dengue clasico y 11%
(n=4.646) corresponden a dengue hemorragico. En el 2007, el 75% de los casos
de dengue reportados al SIVIGILA corresponden a los departamentos de
Antioquia, Atlantico, Casanare, Cesar, Cundinamarca, Huila, Meta, Norte de
Santander, Santander y Valle (8-10).

En el departamento de Santander el dengue es una enfermedad endémica con
epidemias cada 2 a 3 afios. Entre 1998 y 2004 la Secretaria de Salud

departamental reporté 45.823 casos de dengue, de los cuales 4.634 casos se
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consideraron como dengue hemorragico (11). En el afio 2007, la secretaria de
salud reporté un total de 4.456 casos de dengue, de los cuales 3.126 casos
corresponden a dengue clasico y 1330 casos corresponden a dengue
hemorragico. En la actualidad, Bucaramanga. Girén, Floridablanca y Piedecuesta

constituyen cuatro de los trece municipios hiperendémicos del pais (8).

La situacion de dengue en América ha empeorado en los Ultimos 20 afios, con el
incremento del niumero de casos y de los paises afectados, y una mayor
frecuencia de las manifestaciones severas del dengue hemorragico y de sindrome
de choque por dengue. En Colombia, la infeccibn por dengue constituye un
problema prioritario en salud publica debido a la transmisién continua de la
enfermedad, el comportamiento de los ciclos epidémicos cada dos o tres afios, el
aumento en la frecuencia de los brotes de dengue hemorragico y sindrome de
choque por dengue, la circulacion simultanea de los cuatro serotipos y la
presencia de Aedes aegypti en el 90% del territorio nacional, en zonas situadas
por debajo de los 2200 metros sobre el nivel del mar, y al proceso de

desplazamiento forzado ocasionado por la violencia (11).

2.2 Vector

La transmision del virus dengue involucra dos especies de mosquitos, Aedes
aegypti y Aedes albopictus, procedentes de los bosques de Asia y Africa. El ciclo
urbano-epidémico es la forma mas importante de transmision en los paises
tropicales y subtropicales. EIl vector principal, Aedes aegypti, se reproduce en
contenedores de aguas de sitios domésticos y peri-domésticos, incrementando la

frecuencia de contacto entre mosquitos y humanos (12 - 14).

El tamafio y el estadio biolégico del vector constituyen dos pardmetros esenciales
para la dinamica de transmision del virus. De igual forma, diversos factores como

la temperatura, los periodos de lluvia, la capacidad de reproduccion del vector y la
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forma de alimentacion son factores que contribuyen a la infeccion de los
mosquitos por el virus dengue. Se ha sugerido que la alta densidad del vector en
zonas endémicas es producto de la expansion geografica que ha ocasionado el
crecimiento no planificado de asentamientos urbanos, el cual se encuentra
asociado con condiciones de hacinamiento, y la carencia de servicios sanitarios
como los de recoleccion de desechos solidos, suministro de agua potable y
atencion médica, lo cual ha generado las condiciones Optimas para el crecimiento
de larvas, el desarrollo del vector y por consiguiente el aumento en la incidencia
de la enfermedad (13-14).

En el momento en el cual la hembra adulta pica a un humano infectado el virus
entra, replicandose inicialmente en el intestino y posteriormente se disemina hacia
el torrente circulatorio, hemolinfa, cuerpo graso, eséfago, glandulas salivares y
demas tejidos del insecto. Una vez el mosquito adquiere el virus permanece

infectado y asintomatico toda su vida (14).

El periodo de incubacion del virus dentro del mosquito es de 7 a 14 dias. Una vez
el virus se replica en las glandulas salivares, el mosquito puede transmitir el virus
a otro humano a través de su picadura (13). La cantidad de sangre tomada por el
vector y por lo tanto el tamafio del indculo influyen en el periodo de diseminacion
del virus y su capacidad de alcanzar las glandulas salivares. Asi mismo, la
temperatura del ambiente y la humedad relativa afectan la replicacién del virus en
el mosquito. La velocidad de replicacion se incrementa en periodos de lluvia, y

disminuye con el incremento de la temperatura (13).

2.3 \Virus

El virus dengue es un virus RNA de cadena sencilla de polaridad positiva
perteneciente a la familia Flaviviridae, clasificado antigénicamente en cuatro
serotipos (DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4) (15). Su genoma contiene
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aproximadamente 10.600 nucledtidos (16). EIl virus maduro es esférico y la
envoltura viral tiene un diametro aproximado de 50 nm, esta compuesto por tres
proteinas estructurales proteina C, proteina M, y proteina E, y por siete proteinas
no estructurales: NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b y NS5. Las proteinas NS
se encuentran asociadas a la replicacion del RNA viral (16). La proteina NS1 se
expresa en la superficie de las células infectadas, sus niveles plasméaticos se
correlacionan con la carga viral y es detectable en la fase aguda de los pacientes
con infeccion secundaria, por lo que se sugiere que podria contribuir a la
formacion de los complejos inmunes caracteristicos de la forma severa de la
enfermedad. La proteina NS3 se encuentra involucrada en el ensamblaje del virus
y posee actividad de proteasa, helicasa, y NTPasa, mientras que la proteina NS5
tiene actividad de RNA polimerasa. La actividad de las proteinas NS2a, NS2b,
NS4a, NS4b no se conoce claramente (17-19). Estas proteinas se conservan en
los cuatro serotipos del virus, por lo cual es posible disefiar compuestos que sean

activos contra todos los serotipos el virus.

2.4 Manifestaciones clinicas

La infeccion por dengue puede ser asintomatica o conducir a un amplio rango de
manifestaciones que incluyen sindrome febril indiferenciado, dengue clasico,
dengue hemorragico y sindrome de choque por dengue. Las manifestaciones
clinicas del dengue dependen de la edad del paciente: los infantes y nifios
menores de 15 afios presentan sindrome febril indiferenciado, el cual puede estar
acompafado de exantema, mientras que el dengue clasico es comun en nifios
mayores de 15 afios y adultos (26-30). La enfermedad se caracteriza por el
desarrollo de fiebre cuya duracion varia entre dos y siete dias, acompafiada de
signos y sintomas inespecificos como dolor de cabeza, dolor retroocular, mialgias,
artralgias, exantema, nauseas, vomito y linfadenopatia (26-28), y en algunos
casos se ha reportado ademés la presencia de manifestaciones hemorragicas
menores como petequias, epistaxis, gingivorragia, hematuria y menorragia. Una

caracteristica importante durante la enfermedad es el desarrollo de leucopenia,
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linfocitosis y moderada trombocitopenia (29,30). El periodo de recuperacion se
encuentra asociado con fatiga y depresion, y es mas prolongado en adultos (28-
30).

En el sudeste de Asia dengue hemorragico en nifios, mientras que en América se
observa en todos lo grupos de edad. Aproximadamente 250.000-500.000

personas desarrollan la forma severa de la enfermedad cada afio, la cual

se caracteriza por el desarrollo de fiebre alta, manifestaciones hemorragicas y
signos de falla circulatoria. Si bien en la fase febril es similar al dengue clasico,

posterior a éste periodo se presentan sus manifestaciones distintivas.

La principal caracteristica del dengue hemorragico constituye el proceso de
extravasacion plasmatica, el cual ocurre 24-48 horas después de la
defervescencia y se manifiesta con taquicardia, hipotension, hemoconcentracion
(incremento del hematocrito >20%) e hipoalbuminemia y se hace evidente con
coleccion de liquido en la cavidad pleural y abdominal (26-30). Las
manifestaciones hemorragicas varian de acuerdo a la severidad de la enfermedad:
al final de la fase febril se observa una prueba de torniquete positiva y la aparicion
de petequias, lo que sugiere que existe un incremento en la fragilidad capilar
evidenciada tempranamente en los sitios de venopuncion (26-30). El desarrollo de
epistaxis y de sangrado gastrointestinal en la forma de hematemesis y melena
constituyen las formas mas comunes de sangrado severo (28). Algunos factores
del hospedero tales como la preexistencia de gastritis y Ulcera péptica asi como el
consumo de algunos farmacos pueden contribuir al sangrado gastrointestinal

durante el curso de la enfermedad (28).

Cerca del 4% de los casos de dengue desarrolla hepatitis, sin embargo, el

desarrollo de hepatitis fulminante es caracteristico en dengue hemorragico y
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sindrome de choque por dengue. En menor nimero de casos se ha observado la
presencia de casos atipicos de dengue con compromiso de érganos especificos

como el sistema nervioso central, pulmones, miocardio (28).

En la mayoria de los casos de dengue se observa leucopenia, trombocitopenia e
incremento de las enzimas hepéticas pese a que en los primeros dias de la
enfermedad sus valores son normales. Inicialmente la infeccidn por dengue se
caracteriza por una disminucion en el niumero de neutréfilos y de monocitos. A
medida que se desarrolla la enfermedad la cantidad de leucocitos diminuye y se
observa un aumento en el nimero de linfocitos y la aparicion de linfocitos atipicos
(29, 30-33).

Durante la infeccion aguda por dengue los procesos de coagulacién y de
fibrindlisis se encuentran activados. Se ha reportado un incremento en el tiempo
parcial de tromboplastina y reduccion de la concentracion de fibrindbgeno en los
casos de dengue hemorragico y sindrome de choque por dengue acompafados

de trombocitopenia (26,27).

Los mecanismos asociados con la trombocitopenia que se desarrolla en el dengue
involucran la disminucion en la produccion de plaquetas en la médula ésea,
evidenciada por el incremento de megacariocitos, y el incremento en la
destruccion periférica de las mismas, principalmente en el higado y en menor
proporcion en el bazo. Se ha demostrado que la destruccion de debe a la
interaccion entre antigeno y anticuerpo, la cual se realiza sobre la superficie de las
plaguetas (30). Estudios de Phanichyakarn y col., sugieren que el complemento
cumple una funcion en la destruccion inmune de las plaguetas en los pacientes
con dengue hemorragico. Asi mismo, la agregacion espontanea de las plaquetas
a células endoteliales infectadas induce lisis de las células y la destruccion de las

plaguetas. Otro mecanismo asociado con trombocitopenia incluye el consumo de
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plaguetas durante el proceso de coagulacién, el cual ocurre en pacientes con

dengue hemorragico (30).

Teniendo en cuenta la definicion de caso de dengue hemorragico establecido por

la OMS (31), el paciente debe cumplir los siguientes criterios:

1. Fiebre de 2 a 7 dias

2. Manifestaciones hemorragicas: prueba de torniquete positiva, sangrado
moderado a grave de piel y mucosas, petequias, equimosis, hematomas,

hematemesis, hematuria, melena, metrorragia

3. Recuento de plaquetas menor 100000/mm?®

4. Evidencia de extravasacion plasmatica

5. Hemoconcentracion (desviacion en el hematocrito >20%).

6. Hipoproteinemia / Hipoalbuminemia.

7. Ascitis, derrame pleural, derrame pericardico, evidenciada por radiografia,

ecografia

De acuerdo a la severidad de la enfermedad, existen cuatro grados para la

clasificacion de dengue hemorragico:

Grado I: Fiebre acompafada de sintomas inespecificos y prueba de torniquete

positiva como Unica manifestacidon hemorragica
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Grado II: Grado | + manifestaciones sangrado espontaneo

Grado lll: Falla circulatoria

Grado IV: Choque severo

2.5 Patogénesis

La entrada del virus a la célula ocurre por endocitosis mediada por receptor y se
caracteriza por cambios conformacionales en la proteina de envoltura del virus
que favorecen la fusion de su membrana con la del endosoma (20). Durante el
ensamblaje ocurre una asociacion de la membrana viral con la del reticulo

endoplasmico.

Inicialmente se realiza el ensamblaje de las particulas inmaduras en el que la
proteina M se asocia con la proteina E formando un complejo heterodimérico;
posteriormente las particulas virales circulan a través del Aparato de Golgi
mientras se completa el proceso de maduracion antes de ser liberadas por
exocitosis. La proteina M es secretada en la via exocitica y procesada en el
Aparato de Golgi generando una pequefia proteina de membrana. La proteina E,
el principal componente de la superficie del virus contiene dos sitios de
glicosilacién Asn-67 y Asn-153. Se considera que la sintesis y el ensamblaje de la
proteina E ocurre en el reticulo endoplasmico, sin embargo, existe poca
informacion sobre la participacion de proteinas “chaperonas” en el plegamiento y
ensamblaje de esta proteina. El proceso finaliza cuando las particulas del virus se
transportan a la membrana plasmatica en vesiculas y son liberadas por exocitosis.
Dichas vesiculas son observadas en el citoplasma de las células infectadas y

estan asociadas con el proceso de replicacion viral (21).
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Una vez el virus infecta las células dendriticas en la piel tiene acceso a los
organos del sistema linfatico en los cuales se replica, convirtiendo la infeccion en
sistémica. Los tejidos y organos blancos del virus dengue incluyen endotelio,

higado, bazo, médula 6sea, musculo y neuronas (22-25).

El virus dengue puede infectar monocitos, células dendriticas y linfocitos B (33-
37). Los monocitos constituyen el principal blanco en la infeccién por el virus,
aunque éstos pueden entrar en apoptosis para prevenir la dispersion del virus
disminuyendo la inflamaciéon inducida por él mismo, siendo posteriormente

fagocitados por los macrofagos (33).

Las células endoteliales cumplen una funcion clave en los procesos inflamatorios
debido a que controlan los mecanismos de adhesion e infiltracion de los leucocitos
en los tejidos inflamados (33,34). Asimismo, se encuentran asociadas con la
expresion de moléculas de adhesion y la produccion de citocinas y quimiocinas,
constituyendo un elemento importante del sistema inmune al encontrarse en
contacto con células sanguineas, citocinas circulantes, factores de crecimiento y
componentes del complemento. Por otro lado, el endotelio es el principal
modulador de la hemostasia al expresar moléculas involucradas en los procesos
de coagulacion y fibrindlisis asi como producir inhibidores del proceso de
coagulacion sanguinea y moduladores de la fibrindlisis que inhiben la formacion de
trombos (20,33-37).

Las células dendriticas cumplen una funcién importante en la respuesta inmune
innata y respuesta inmune adaptativa en la infeccion por patégenos. Estas células
se encuentran en todos los tejidos y son las responsables de la deteccion, captura
y transporte del microorganismo hacia 6rganos linfoides secundarios, donde se
realiza el proceso de presentacion del antigeno (38,39). Las células dendriticas

inmaduras residentes en la dermis constituyen el blanco inicial del virus dengue y
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se ha propuesto que son 10 veces mas permisivas que los monocitos y los
macroéfagos a la infeccion, debido a que la entrada del virus estd mediada por la
expresion de moléculas de superficie DC-SIGN (38,39). La infeccion de estas
células estimula la maduracion y la produccion de citocinas como TNF-a e IFN-a
(41-43).

Las células NK comprenden del 10 al 15% de linfocitos circulantes, constituyendo
una poblacion importante de la respuesta inmune innata. La proliferacion de estas
células es favorecida por la secrecion de citocinas como IFN-a e IFN-f por parte
de las células infectadas en tejidos y organos. Las células NK participan en la
respuesta inmune innata mediante la secrecion de INF-y, citocina involucrada en
la activacion de células dendriticas y macréfagos. La activaciéon temprana de
células NK es importante en la infecciobn temprana por virus dengue, pues estas
células son las responsables de la eliminacion de las células infectadas mediante
citolisis y citotoxicidad mediada por anticuerpos (17,71). De igual manera, estan
implicadas en la actividad antiviral mediante la secrecion de citocinas

proinflamatorias.

Los neutréfilos componen la mayor parte de la poblacién de leucocitos en sangre
periférica y representan un elemento importante en la inmunidad innata. Estas
células producen TNF-a y participan en la respuesta contra las infecciones virales
produciendo péptidos como defensinas, radicales de oxigeno, proteinas con
actividad microbicida y quimiocinas como IL-8 y GM-CSF (44). Existe poca
informacion sobre el papel que cumplen estas células en la infeccion por dengue.
Sin embargo, se han cuantificado los niveles de IL-8 y de elastasa, un componente
de los granulos azurdfilos de los neutréfilos en nifios con infeccion por dengue (44-
45)
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En la infeccion por dengue la respuesta celular involucra la activacion de linfocitos
T CD4 y CD8 por las células dendriticas. Los linfocitos T reconocen epitopes de
proteinas del virus y participan en la produccién de citocinas. Asimismo, las
células T estan involucradas en la activacion de linfocitos B, la producciéon de

anticuerpos especificos y la respuesta de linfocitos T citotoxicos (37).

En infecciones secundarias la presencia de anticuerpos de una infeccion previa
por un serotipo diferente favorece la replicacion del virus en los monocitos, células
dendriticas y macrofagos, y posteriormente realizan la presentacion antigénica.
A partir del proceso de presentacion antigénica se inicia la activacion de células
de memoria que conducen a la proliferacibn y liberacion de citocinas
proinflamatorias como IFN-y, IL-2 y TNF-a. El TNF-a es producido por las células
de memoria y por monocitos infectados. Las citocinas en la infeccion por dengue

son liberadas directamente por las células infectadas.

Se han reportado altos niveles de estas citocinas durante la fase aguda de la
infeccidon por dengue. Estas citocinas causan dafio al endotelio, conduciendo a la
extravasacion plasméatica (40). Asi mismo, el dafio del endotelio junto con la
elevacion en los niveles de citocinas constituyen la principal causa de alteracion
en la cascada de coagulacién Se han asociado los altos niveles de activacién de
células T y el aumento en la induccidbn de apoptosis con la severidad de la
enfermedad (35).

El virus dengue infecta linfocitos B, conduce a la maduracién de la célulay a la
diferenciacion hacia células plasmaticas y la generacion de autoanticuerpos (46).
De igual forma la infeccion de los linfocitos B induce a la produccion de citocinas
como IL-6 y TNF-a. Este tipo de respuesta, acompafiada de la produccion de
citocinas, constituye uno de los elementos relacionados con la patogénesis de la
enfermedad (47-62).
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La respuesta inmune humoral en infecciones virales representa un mecanismo de
central de la infeccion y la diseminacion del virus. Este tipo de regulacién se
manifiesta por la presencia de anticuerpos neutralizantes los cuales inhiben el
ataque del virus, su internalizacion y posterior replicacion dentro de las células
(61).

En el caso de dengue los anticuerpos neutralizantes reconocen epitopes
localizados en la proteina de envoltura del virus. La generacion de anticuerpos
contra la proteina NS1 (no estructural) se encuentra relacionada con la alteracién
del endotelio y se ha reportado su asociacion con el desarrollo de dengue
hemorragico y sindrome de choque por dengue (61). Estudios realizados en
pacientes con dengue severo demuestran niveles mas altos de anticuerpos IgM
anti-plaquetarios en el grupo que desarrolla dengue hemorragico y sindrome de
choque por dengue, comparado con el grupo de dengue clasico. Sin embargo, no
existe asociacion entre el nivel de anticuerpos con los recuentos de plaguetas. La
presencia de estos autoanticuerpos solo se ha observado en la infeccion por
dengue (61-66). Otros estudios realizados en pacientes con dengue que buscan
determinar la patogénesis de la enfermedad han demostrado que durante la
respuesta humoral se producen anticuerpos IgM e IgG contra las células

endoteliales (67).

A pesar de la gran cantidad de estudios realizados la patogénesis de la

enfermedad no se conoce completamente. Las hipétesis mas aceptadas son:

» Las diferentes manifestaciones del dengue clasico, dengue hemorragico y
sindrome de choque por dengue pueden ser causadas por los diferentes
grados de virulencia del virus. Se ha asociado alta viremia con el

incremento en la severidad de la enfermedad (17-24,69).
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2.6

La infeccion primaria producida por un serotipo del virus dengue induce
inmunidad contra la reinfeccion por el mismo serotipo. En una infeccién
posterior, producida por un serotipo diferente, los anticuerpos producidos
en la infeccion previa no pueden neutralizar las particulas virales y por el
contrario permiten la entrada del virus a la célula a través del receptor Fc.

Este proceso es conocido como anticuerpos potenciadores (33,68)

Durante la infeccion se produce una respuesta inmune aberrante que no
solamente conduce a la eliminacion del virus sino que se traduce en la
sobreproduccion de citocinas y la fabricacion de anticuerpos que poseen
reaccién cruzada contra proteinas tisulares (38-60). Las citocinas causan
activacion celular, estudios recientes proponen que existe el tipo de
respuesta TH1 al inicio de la infeccion, y posteriormente un cambio a una
respuesta tipo TH2. La generacién de anticuerpos contra la proteina NS1,
los cuales tienen reaccion cruzada con las células endoteliales y las
plaquetas, podria estar involucrada en la trombocitopenia y el desequilibrio
en los procesos de coagulacion y fibrindlisis responsables del riesgo
elevado de sangrado. Este proceso se encuentra asociado con la
hemorragia severa caracteristica de los pacientes con dengue hemorragico
y sindrome de choque por dengue (61-67). Otro aspecto importante
involucra el secuestro de las plaquetas por las células endoteliales, lo cual

podria contribuir al desarrollo de trombocitopenia (41, 45, 50,61).

Diagnéstico

El diagnostico de dengue se determina a partir de las manifestaciones clinicas y

las pruebas de laboratorio (29-32,72,73). Los métodos utilizados para el

diagnostico incluyen serologia, aislamiento viral y RT-PCR.
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Las técnicas estandar para el diagnostico serolégico de la infeccion por dengue
son la inhibicion de la hemaglutinacion para la deteccién de anticuerpos totales,
ELISA para la detecciébn de anticuerpos especificos IgM e IgG; fijacién del
complemento y test de neutralizacién. La deteccidén de anticuerpos IgM e IgG por
ELISA es ampliamente utilizada para el diagndstico debido a que es una técnica
rapida, de bajo costo y alta sensibilidad (83.9% y 98.4% para la deteccion de IgM)
con una especificidad del 100%. Puesto que la sensibilidad aumenta a partir del
sexto dia de enfermedad, en la fase aguda pueden darse falsos negativos (72-73).

El aislamiento viral constituye un meétodo de diagndstico temprano debido a que el
virus puede aislarse de muestras como suero, plasma y leucocitos. Asimismo,
éste método puede utilizarse en muestras post-mortem de higado, bazo, pulmén,
ganglio linfatico, liquido pleural, liquido ascitico entre otros. La sensibilidad del
aislamiento del virus es alta en la fase febril y disminuye alrededor del quinto dia
de enfermedad, en el cual se inicia la formacion de anticuerpos Este método es
costoso, su sensibilidad es menor comparado con la RT-PCR, y requiere
aproximadamente dos semanas para obtener un resultado (74).

RT-PCR es una herramienta diagndéstica util en los primeros dias de enfermedad,
cuando no se detectan anticuerpos en el suero del paciente. Esta técnica permite
amplificar secuencias genomicas del virus e identificar el serotipo responsable de
la infeccion. A pesar de su baja sensibilidad, muestra alta especificidad, por lo que
es ampliamente utilizada en estudios epidemiolégicos. Sin embargo, es
relativamente costosa y debe ser realizada por personal capacitado en campo de

biologia molecular (75).

2.7 Tratamiento
Ante la ausencia de terapia antiviral especifica, la OMS recomienda medidas de

soporte basico para el manejo del dengue. En el caso de dengue clasico el
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tratamiento consiste en aumentar el consumo de liquidos por via oral y el uso de
acetaminofén para el control de los sintomas como fiebre y mialgias. En los casos
de dengue hemorragico se recomienda soporte hidrico intravenoso, manejo
sintomatico y evitar el uso de farmacos que predispongan el sangrado o el
desarrollo de complicaciones (76-81). En casos de trombocitopenia profunda o
coagulacion intravascular diseminada (CID) esta indicada la transfusion de

hemoderivados (76).

Debido a que la respuesta inflamatoria desempeia un papel importante en la
patogénesis de dengue, se han desarrollado estudios terapéuticos enfocados a

disminuir su exacerbacion.

Los glucocorticoides se han utilizado en el tratamiento de enfermedades
inflamatorias como asma, enfermedades hematolégicas como purpura
trombocitopénica, algunos tipos de cancer y alteraciones del tracto
gastrointestinal. El mecanismo de accién de los glucocorticoides ocurre a través
del receptor especifico localizado en el citoplasma, el cual se encuentra inactivo a
través de la asociacion con chaperonas como hsp90. Después de la unién del
glucocorticoide al receptor, la proteina hsp90 se disocia y el complejo
glucocorticoide - receptor se transloca al interior del nicleo donde se une a
secuencias especificas del DNA afectando la expresion de genes (82-84). Se ha
propuesto el uso de corticoides debido a la capacidad de suprimir la migracién de
polimorfonucleares, desacelerar la activacion de linfocitos, modular la
diferenciacion celular y revertir el incremento patologico de la permeabilidad
capilar. Los glucocorticoides cumplen una funcion importante al direccionar la
respuesta de las células T CD4 y suprimir la produccion de citocinas
proinflamatorias como IL-2, IFN-y, TNF-q, IL-1pB e IL-12 producidas por las células
TH1 y favorecer la respuesta TH2, y por consiguiente la produccion de IL-10 y
TGF-B.
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Se han desarrollado estudios que evalian el efecto de la administracion de un
corticoide sobre el comportamiento de los niveles de los mediadores de respuesta
inflamatoria en diferentes procesos inflamatorios infecciosos tales como sepsis,
shock séptico, enfermedad de Kawasaki y procesos inflamatorios autoinmunes
como artritis, lupus, entre otros (85-90). La administracibn endovenosa de
Metilprednisolona en pacientes con enfermedad de Kawasaki disminuye
considerablemente los niveles de IL-6 y TNF-a (85). Estudios en pacientes con
Sindrome de distrés respiratorio agudo (ARDS), el tratamiento basado en altas
dosis de corticoide se encuentra asociado con la reduccién de IL-183, IL-6, IL-8 y
TNF-a (93).

El uso de corticoides en el manejo de dengue hemorragico y sindrome de choque
por dengue constituye un tema de discusién debido a que el tratamiento con
corticoides no hace parte de las guias de la Organizacion Mundial de la Salud para
el manejo de la enfermedad. A pesar de esto, los corticoides se han utilizado en
algunos paises, principalmente en el sudeste de Asia para el manejo de Sindrome
de choque por dengue. Entre 1973 y 1993 se realizaron estudios clinicos en los
cuales se evalud la administracion de corticoides en dengue, sin embargo, la
mayoria de los estudios se desarrollaron en individuos menores de 15 afios que
presentaban Sindrome de choque por dengue en el momento de ingreso al
estudio, en los cuales se evalud el efecto de la administracion del corticoide en
desenlaces como muerte, niumero de complicaciones, dias de hospitalizacion,
necesidad de transfusion. A partir de los resultados obtenidos en los estudios
clinicos, estos no constituyen evidencia suficiente para el uso de corticoides en el
manejo de sindrome de choque por dengue. En la literatura es evidente la
ausencia de estudios que evalien el efecto de la administracion de éste

medicamento sobre los niveles de citocinas en la fase aguda del dengue.
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3. INTERVENCION POR EVALUAR

3.1 Metilprednisolona:

Glucocorticoide de accion sistémica, con vida media biolégica intermedia (de 12 a
36 horas). Su actividad glucocorticoide es mayor y la mineralocorticoide es menor
gue la de la prednisolona. Se ha utilizado como agente inmunosupresor y anti-
inflamatorio en el manejo de enfermedades hematoldgicas, alérgicas,
inflamatorias, neoplasicas y autoinmunes. En pacientes con alteraciones
inmunitarias fulminantes como rechazo de transplante agudo se ha utilizado en
dosis de hasta 1.5 g/dia (94).

La accion antiinflamatoria e inmunomoduladora de los glucocorticoides se produce
por diferentes mecanismos que actian tanto en la inmunidad humoral como en la
celular. Inhiben la produccion de factores de la respuesta inflamatoria sistémica,
disminuyen la liberacién de factores vasoactivos y quimiotacticos, asi como la
secrecion de enzimas lipoliticas y proteoliticas, la extravasacion de leucocitos vy la
fibrosis (Cuadro 1). Esto hace que los glucocorticoides sean moduladores del
sistema inmunitario, y protegen al organismo de consecuencias letales de una

respuesta inflamatoria plenamente activada (82-84, 94).

Los efectos adversos de los corticoides se han relacionado con su uso prolongado
y las altas dosis. Entre ellos se encuentran hiperglucemia, hipertension, alteracion
de liquidos y electrolitos, osteoporosis, entre otros. Se ha demostrado ausencia de

efectos nocivos con dosis Unica, aunque esta sea alta (94).

Las contraindicaciones de este medicamento hacen parte de los criterios de
exclusion del presente estudio: hipertiroidismo, cirrosis, osteoporosis, hipertension,
tromboflebitis, diabetes, Ulcera péptica, trastorno psiquiatrico (esquizofrenia,

depresion, psicosis) (94).
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Cuadro 1.

reacciones inflamatoria/inmunitaria.

Efecto de los glucocorticoides sobre los componentes de las

Tipo de célula Factor Comentario
Macréfagos y | Citocinas: IL-1, IL- 6, TNF-a | Bloquean la produccion
monocitos (citocinas que activan las células T) |y liberacion
Células Moléculas de adherencia de | Inhiben la produccién
endoteliales leucocitos endoteliales (ELAM-1) y | de: ELAM-1 y ICAM-
moléculas de adherencia intracelular | 1Ison  moléculas de
(ICAM-1) Reactivos de fase aguda y | adherencia criticas para
citocinas la localizacion de
leucocitos.
Linfocitos Citocinas (IL-1,IL-2,IL-3,IL-6, TNF-qa, | Bloquean la produccion

INF-vy)

y liberacion

Tomada de: Hardman JG, Limbird LE editores. Goodman and Gilman. Las bases

farmacologicas de la terapéutica. 10 ed. México: Mc Graw Hill Interamericana
Editores S.A. 2003. p. 1680.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢,Cual es el efecto de la administracion de una dosis oral de Metilprednisolona
sobre los niveles de citocinas en pacientes mayores de cinco afios con sindrome

febril agudo tipo dengue de menos de 120 horas de evolucion en Bucaramanga y

su area metropolitana?
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General
Determinar si en individuos con sindrome febril agudo tipo dengue los niveles de
citocinas (IL-6, TNF-a) difieren en los individuos que reciben Metilprednisolona

comparado con el grupo control.

5.2 Objetivos Especificos
1. Establecer los cambios cuantitativos, en los niveles de TNF-a e IL-6, inducidos
por la administracion de una dosis de Metilprednisolona en pacientes con

Sindrome Febril Agudo tipo dengue

2. Determinar la asociacion entre los niveles de citocinas basales (IL-18, IL-6, IL-8,

TNF-a) y los niveles de plaguetas durante el seguimiento

3. Determinar la asociacién entre los niveles de citocinas basales (IL-18, IL-6, IL-8,
TNF-a) y los niveles de leucocitos durante el seguimiento
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6. DISENO

Este estudio se anido en el proyecto macro “Evaluacion de la eficacia y Seguridad
de la Metilprednisolona y la N-Acetilcisteina para disminuir la severidad en
Dengue”, cofinanciado por COLCIENCIAS y la Universidad Industrial de
Santander, codigo 1102-04-16433. Este estudio constituye un Ensayo Clinico
Factorial 2 x 2, con enmascaramiento de los pacientes, del evaluador clinico y del

bacteriélogo (Figura 1).
Figura 1. Grupos de intervencion proyecto “Evaluacion de la eficacia y Seguridad

de la Metilprednisolona y la N-Acetilcisteina para disminuir la severidad en

Dengue". Ensayo clinico 2X2.

Paciente

>100000
<100000

>15 afios

Aleatorizacion

<15 afnos

A

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
MTP Placebo MTP Placebo MTP MTP
Placebo NAC NAC Placebo NAC NAC
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El propésito del presente estudio es evaluar los niveles de citocinas posterior a la

administracion de Metilprednisolona, en los siguientes grupos:

Grupo 1: MTP- Placebo NAC (Figura 1)

Grupo 3: Placebo MTP- Placebo NAC (Figura 1)

6.1 Poblacion
Poblacion blanco: Pacientes mayores de 5 afios con sindrome febril agudo tipo
dengue en su fase temprana (de menos de 120 horas de evolucion a partir del

inicio de la fiebre).

Poblacion de estudio: Pacientes mayores de 5 afios de edad, residentes en
Bucaramanga y su area metropolitana, que consultaron al ISABU, Hospital San
Juan de Dios de Girdn y la Clinica Santa Teresa, o fueron captados como sus
contactos, con sindrome febril agudo tipo dengue de menos de 5 dias de

evolucion libres de signos de extravasacion plasmética

Criterios de inclusion

= Consentimiento informado. (Anexo 1, Anexo 2).

» Tolerancia a la Via Oral (No haber presentado voémito en tres o mas

ocasiones en el dia de ingreso).

» Historia de fiebre mayor de 72 horas, con diagnadstico clinico (>7 puntos) o

inmunologico de dengue.
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*Escala de diagnostico clinico de dengue.

Para optimizar el diagnéstico clinico de dengue, se propuso el uso de la escala
clinica, la cual incluye la presencia en las primeras 96 horas de los siguientes
hallazgos (Cuadro 2). El puntaje se asigné teniendo en cuenta el diagnostico
clinico y el resultado de las pruebas de laboratorio realizadas en las primeras 96

horas de enfermedad.

Cuadro 2.  Escala diagnéstico clinico de dengue

Parametro Puntaje
Recuento de leucocitos de <4.000/mm?® 3 puntos
Recuento de plaquetas <180.000/mm? 2 puntos
Exantema 1 punto
Ausencia de rinorrea 1 punto
Ausencia de diarrea 1 punto
Artralgias 1 punto
Prueba de torniquete positiva 1 punto

En un estudio previo realizado con el propésito de validar la escala clinica
disefiada por el grupo de Epidemiologia Clinica, se compararon los parametros de
la escala con los criterios de la OMS. La escala muestra un area bajo la curva de
81,04%, porcentaje significativamente superior al porcentaje obtenido con los
criterios de la OMS. Cuando la escala suma siete puntos tiene una sensibilidad
de 56,8%, especificidad de 87,3%, valor predictivo positivo (VPP) de 81,6% y un
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valor predictivo negativo (VPN) de 67,1%, y cuando se obtiene un puntaje total de
9 0 10 puntos, la especificidad y el VPN alcanzan el 100% (96).

Diagnostico seroldgico de la infeccidn por virus dengue.

La infeccion aguda por este virus se confirmé mediante una prueba de
diagnéstico rapido; para tal fin, se ha elegido la prueba para Dengue distribuida
por Panbio (Brisbane, Australia), la cual detecta anticuerpos contra el virus a
través de un ensayo por Inmunocromatografia. Esta prueba se corre sobre un
coloide, determinando de manera separada la presencia de IgM e IgG contra el
virus. La prueba ha sido evaluada previamente frente a pruebas diagndsticas
convencionales como son ensayo de inhibicion de la hemoaglutinacion e
inmunoensayo enzimatico. En un metanalisis reciente mostré que su sensibilidad
oscila entre 86% y 100% (97). La prueba fue evaluada en pacientes del area
metropolitana de Bucaramanga después de las 72 horas de enfermedad y
presentd una sensibilidad de 60,78%, especificidad de 88,89%, un VPP de 86,11%
y un VPN de 41,66% (98).

Criterios de exclusion

» Evidencia de extravasacion plasmatica, hipotension 6 hemorragias mayores

como equimosis, hematemesis, melena, rectorragia y purpura.

= QObservacion:

» Si durante el seguimiento del paciente, existe una variacion del
hematocrito en un 20% o mas, se demuestra que en el momento de
ingreso del paciente al estudio presentaba evidencia de
hemoconcentracion.
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» Intolerancia a la Via Oral (VOmito en tres 0 méas ocasiones al dia).

= Mujeres en edad reproductiva con amenorrea mayor a 4 semanas.

= Se excluyo del grupo de intervencién con metilprednisolona o su placebo
(capsulas) a los pacientes que en el momento del ingreso al estudio

presentaran alguna contraindicacion para el consumo de este tratamiento.

= Pacientes en periodo de lactancia

= Antecedentes de enfermedades como diabetes, insuficiencia suprarrenal,
hipertiroidismo, enfermedad cardiaca, cirrosis, Ulcera gastrica o duodenal

documentada endoscopicamente y enfermedad psiquiétrica,

= Se excluyo del grupo de tratamiento de N-acetilcisteina o su placebo a

aquellos pacientes con antecedente de hipersensibilidad a este farmaco.

6.2 Asignacién de los pacientes
La asignacion de los pacientes se realizo de forma aleatoria, estratificada por edad

y recuento de plaquetas

1. Metilprednisolona (dosis oral Unica) - Placebo N-acetilcisteina (dos dosis orales

con diferencia de 24 horas)

2. Placebo Metilprednisolona- Placebo N-acetilcisteina

6.3 Intervenciones
Metilprednisolona

45



Dosis Unica (aproximadamente 1.5 mg/kg)

Presentacion: Tabletas de medrol® (metilprednisolona de Pfizer de 16 mg)

empacadas en capsulas de gelatina para conservar el enmascaramiento.

Administracion: de acuerdo al peso del paciente (Ver cuadro 3)

Cuadro 3.  Dosis de Metilprednisolona o placebo administradas de acuerdo al

peso del paciente

Peso del paciente en Kg. | Dosis (mg)

<14 16
14 - <25 32
25 -<36 48
37 - <47 64
47 - <58 80
58 - <69 96
69 - <80 112

=80 128

Placebo de metilprednisolona: Elaborado en el laboratorio del departamento de

farmacia de la Universidad Nacional de Colombia con almidon USP y empacado
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en cipsulas de gelatina. De igual manera, el nimero de capsulas administradas

fue asignado de acuerdo al peso del paciente (Ver cuadro 3).

Placebo de N-acetilcisteina: Sobres con polvo granular naranja libre de principio
activo, empacados en sobres blancos marcados con un codigo unico. Cada codigo

tenia 6 sobres y fueron suministrados por el laboratorio ZAMBON.

Administracion: (Ver cuadro 4).

Cuadro 4. Numero de sobres placebo de N-acetilcisteina administrados de

acuerdo al peso del paciente.

Peso del paciente No. de sobres/dia
Hasta 30 Kg 1
Entre 30Kg y 60 Kg 2
Mayor de 60 Kg 3

6.4 Variables
Las variables se determinaron con base en la explicacion de cada uno de los

objetivos del estudio (Anexo 4).

1. Niveles de citocinas en suero basal (IL-18, IL-6, IL-8, TNF-q).

Variable dependiente: Niveles de IL-13, IL-6, IL-8, TNF-a (pg/mL)

Variable independiente: Tratamiento.
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2. Modificacion de la cinética de las citocinas por la intervencidon con
Metilprednisolona

Variable dependiente: Niveles de citocinas TNF-q, e IL-6 (pg/mL) post intervencion

Variable independiente Tratamiento

3. Niveles basales de citocinas como predictores de severidad.

Variable dependiente:

Recuento de plaquetas

Recuento de leucocitos

Variable independiente: Niveles de IL-18, IL-6, IL-8, TNF-a (pg/mL)

6.5 Tamafo de muestra

El tamafo de la muestra se determing, considerando como principal desenlace, el
efecto de la intervencion sobre los niveles de IL-6 y TNF-a. El célculo del tamafio
de muestra se basé en datos de estudios realizados en pacientes con sepsis, en
guienes se identificaron variaciones importantes en el curso de su enfermedad aun

sin intervencion (99-101).

Para el presente trabajo, se asume que la dosis alta de corticoide utilizada podria
llegar a reducir los niveles de citocinas al menos la mitad de la diferencia

observada en curso de procesos infecciosos agudos similares.
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Con base en los supuestos sefialados, la citocina que mas necesitaria pacientes
para su evaluacion seria IL-6 que requeriria 98 pacientes, 49 en cada grupo, con
un poder de 80% y un error alfa de 0,05.

6.6 Aleatorizacion

La aleatorizacion del proyecto “Evaluacion de la eficacia y Seguridad de la
Metilprednisolona y la N-Acetilcisteina para disminuir la severidad en Dengue", se
realizdé en bloques de 4 para mantener un balance en la cantidad de pacientes
tratados con cada tipo de intervencién, con el proposito de que por cada 4
pacientes intervenidos en el ensayo clinico cada estrato presentara 1 paciente

respectivamente (Cuadro 5).

Cuadro 5.  Aleatorizacion de los pacientes del proyecto “Evaluacion de la
eficacia y Seguridad de la Metilprednisolona y la N-acetilcisteina para disminuir la
severidad en Dengue”.

INTERVENCION PACIENTES

Metilprednisolona + Placebo 1

N-acetilcisteina + Placebo

Metilprednisolona + N-acetilcisteina

Placebo + Placebo

NN

Total

Teniendo en cuenta los cuatro posibles tratamientos se generaron hasta 24

permutaciones de bloques de cuatro, las cuales se enumeraron de 1 a 4.

Para los centros de captacion de los pacientes, la clinica Santa Teresa y el grupo

de atencion domiciliaria, se realizé un procedimiento mediante el cual, con los
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cuatro posibles tratamientos se generaron hasta 24 permutaciones de blogues de
cuatro, que se enumeraron de 1 a 24. Posteriormente se generaron en
computador 4 listas de 25 blogues seleccionados aleatoriamente con reemplazo.
Este procedimiento gener6 100 cddigos de tratamiento para cada uno de los

estratos.

En el momento de valoraciéon del paciente, y posteriormente la aceptacion de la
participacion en el estudio, el meédico verificO los criterios de inclusion y de

exclusion.

En el momento previo a la intervencion cada médico poseia cuatro listas aleatorias
gue aplico para cada uno de los siguientes estratos teniendo en cuenta la edad y
el resultado del recuento de plaquetas de un cuadro hematico realizado en las
tltimas 24 horas.

Pacientes menores de 15 afios con méas de 100.000 plaquetas/ mm?.

Pacientes mayores e iguales a 15 afios con mas de 100.000 plaquetas/ mm®.

Pacientes menores de 15 afios con un recuento de plaquetas menor <100.000
plaquetas/mm?.

Pacientes mayores e iguales de 15 afios con un recuento de plaquetas <100.000

plaquetas/mm?,

Una vez el paciente era clasificado en el estrato correspondiente, se administro la

intervencion empleando de forma consecutiva la lista elaborada con anterioridad.
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El procedimiento de aleatorizacion fue realizado por la ingeniera del proyecto,
quien conocia que intervenciones contenia cada codigo de tratamiento durante el
periodo de captacion de los pacientes y recoleccion de la informacion. Esto se
realiz6 con el propésito de mantener al personal involucrado en el estudio
(médicos, enfermera y bacteridloga) ciego y garantizar que la evaluacion clinica

fuera enmascarada.

Debido a que el presente estudio se encuentra anidado en el proyecto macro, se
conservo la aleatorizacion con el fin de mantener la distribucion de los pacientes

en cada uno de los grupos de intervencion.

6.7 Captacidon y seguimiento
La captacion de los pacientes se realizé de acuerdo al sitio de captacion.

1. Clinica Santa Teresa

En la clinica, un médico adscrito al proyecto, se ubicé en el area de consulta
oportuna, exclusivamente para la atencion de los casos de Sindrome Febril
Agudo. Aquellos pacientes que cumplian los criterios de inclusion fueron invitados
a participar en el estudio. Posterior al ingreso del paciente al estudio y el proceso
de intervencion, el seguimiento de estos pacientes se realizo en el consultorio de
Lunes a Séabado. Durante los dias domingo y festivos, el médico realizé la(s)
visitas en el domicilio del paciente. En el caso de ausencia del paciente al

consultorio durante los dias de seguimiento se realizo la visita en el domicilio.

2. Centros de captacion de la Red Publica.

Esta forma de captacion se realizé a partir del informe diario por parte del

personal de enfermeria de los centros de salud que atienden consulta de
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urgencias (Toledo Plata, Rosario, Mutis, Girardot, Hospital Local del Norte,
Hospital San Juan de Dios de Girdn) de los pacientes cuyo motivo de consulta fue
SFA vy a los cuales no se les encontrd foco aparente de infeccion. El registro de la
informacion de estos pacientes fue controlado por la enfermera adscrita al
proyecto, desde el Centro de Investigaciones Epidemiolégicas ubicado en la
Facultad de Salud de la Universidad Industrial de Santander, y estos pacientes
fueron contactados telefonicamente para invitarlos a participar en el estudio.

Aquellos pacientes que aceptaron, fueron evaluados y seguidos en su domicilio.

En el momento de ingreso del paciente al estudio, el procedimiento realizado fue

el siguiente:

Solicitud de firma del consentimiento informado. (Anexo 2)

Entrevista (La cual contenia preguntas relacionadas con los datos demogréficos,

antecedentes y sintomatologia).

Examen Fisico completo

Toma de muestra (Para realizar el cuadro hematico y obtener suero para realizar
la prueba PANBIO, realizar la prueba serologica, realizar las mediciones de los
niveles de citocinas y realizar las pruebas de quimica sanguinea (las cuales hacen

parte de los objetivos del estudio principal en el cual se anido este trabajo)

Adultos: 1Tubo EDTA, 2 Tubos sin anticoagulante

Nifilos: 1 Tubo EDTA, 1 Tubo sin anticoagulante
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Durante este procedimiento, el médico fue responsable de diligenciar el formato
clinico de envio de muestras. Este formato contenia los parametros de la escala
junto con otras variables, con el fin de mantener el desconocimiento de las
variables incluidas en la escala por parte del médico y evitar el sesgo de seleccion
(Anexo 5).

Envio de muestras

Las muestras tomadas desde la Clinica Santa Teresa o desde el domicilio del
paciente se remitieron al Laboratorio Clinico ubicado en la Facultad de Salud de la

Universidad Industrial de Santander (Anexo 5).

Posterior a la administracion de los farmacos, se realizé control medico diario
hasta el octavo dia a partir de la fecha de inicio de fiebre. Cada control incluyo
anamnesis, examen fisico completo con el objetivo de observar desenlaces y
detectar efectos adversos (Aparicion de sibilancias, dificultad respiratoria,

presencia de signos de hipersensibilidad, entre otros).

Ademas a las 24, 48 y 72 horas post intervencion se tomé muestra de sangre un
tubo con EDTA para realizar cuadro hematico y un tubo sin anticoagulante para
obtener suero para la cuantificacion de los niveles de citocinas y realizar las

pruebas de quimica sanguinea correspondientes al estudio macro

En algunos casos, el seguimiento clinico se prolongdé debido a la presencia de

alguna de las siguientes condiciones:

Recuento de plaquetas menor 120000/mm?.
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Manifestaciones  hemorragicas espontaneas

(sangrado

gingivorragia, epistaxis, hematuria, petequias, hematomas o purpura)

gastrointestinal,

Signos de extravasacion plasmatica: Aumento del hematocrito mayor al 10%,

hallazgos al examen fisico de derrame pleural o ascitis.

Alteraciones

hemodindmicas  (hipotension,

deshidratacion grado 1l — 111).

Figura 2. Captacion y seguimiento.

CAPTACION
24 horas _
v v v
Inicio de 72 horas 120 horas
Fiebre Entrevista Control
(UHOI&S) ‘Examen Fisico clinico
completo CH

Firma consentimiento 1 alic
informado Plasma

Toma de muestra
basal (CH - Panbio-
Citocinas-Diagnéstico)

Intervencion

(1 dosis=1,5mg/Kg)
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6.8 Procesamiento de las muestras
El procedimiento realizado con cada una de las muestras fue el siguiente:

1. El tubo con EDTA se coloc6 en un homogenizador durante 15 minutos.
Transcurrido el tiempo se realizé el cuadro hematico en el equipo automatizado
ADVIA 60 (Tercera generacion) perteneciente al Laboratorio Clinico de la Facultad
de Salud de la UIS y posteriormente se tomaron 10 pL de sangre y se colocaron
en una lamina portaobjetos para la elaboracion del extendido de sangre periférica
(ESP). Posteriormente se realizé la coloracion y lectura respectiva del ESP.

Adicionalmente se realizo la prueba de Velocidad de Sedimentacion Globular.

Los valores de leucocitos y plaguetas obtenidos en el equipo se registraron en el
formato clinico de envio de muestras debido a que hacen parte de la escala de

diagnostico establecida para la inclusion de los pacientes al estudio.

2. Los tubos sin anticoagulante se centrifugaron a 3500 rpm durante 10 minutos.
Transcurrido el tiempo se tomaron alicuotas de suero 500 pL, se colocaron en
tubos Eppendorff previamente marcados con el cédigo del paciente, la fecha de

toma de la muestra y el tipo de alicuota (Basal, 48h 6 72h post intervencion).

Teniendo en cuenta la informacién clinica registrada en el formato clinico de envio
de muestras y los resultados del cuadro hematico, se procedio a determinar el

puntaje obtenido por el paciente de acuerdo a la escala, de la siguiente forma:
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Cuadro 6.  Procedimiento realizado de acuerdo al puntaje obtenido en la

escala
PUNTAJE PROCEDIMIENTO A SEGUIR

Menor de tres | Reportar al médico “Paciente no intervenible”

puntos Motivo: Presenta baja probabilidad de presentar la enfermedad

Tres - seis Evaluacién mediante la deteccién de anticuerpos IgM e 1gG en prueba
rapida para dengue PANBIO
Negativa: Reportar al médico “Paciente no intervenible”
Positiva: Reportar al médico “Paciente intervenible”

Siete - Diez No se realiz6 PANBIO
Reportar al médico “Paciente intervenible”

Posteriormente

las alicuotas fueron almacenadas a -70C en la seroteca

perteneciente al grupo de Epidemiologia Clinica hasta el momento de su uso.

6.9 Determinaciéon de los niveles de citocinas

La determinacion de los niveles de citocinas se realizé en el equipo IMMULITE

perteneciente al Laboratorio Clinico de la Universidad Industrial de Santander.

Este analizador automatizado realiza inmunoensayos quimioluminiscentes, los

cuales se caracterizan por su alta sensibilidad de deteccion, rapidez, estabilidad

del reactivo. La quimioluminiscencia es un proceso en el cual, una molécula de

alta energia es excitada quimicamente y se descompone liberando su energia en

forma de luz. La energia requerida para la emisién de luz es generada por la

emision de un substrato especifico (Fosfatasa alcalina).
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Los reactivos empleados para la elaboracion de las pruebas corresponden a la

casa comercial VELEZ LAB.

Se utilizaron alicuotas de suero previamente descongelado y dispuesto en copillas
especiales para el equipo. Las muestras empleadas se seleccionaron teniendo en
cuenta la fecha de ingreso del paciente (muestra basal) y la muestra de 48 o 72

horas post intervencion. El procedimiento de realizé de la siguiente forma:

Cuadro 7. Métodos determinacion citocinas

MUESTRA CITOCINA METODO

IL-18 Ensayo inmunométrico con dos sitios de

union, quimioluminiscente en fase solida

Basal IL-6 Ensayo inmunomeétrico enzimético

(Menor 120 horas de secuencial en fase solida por

enfermedad) guimioluminiscencia

IL-8 Ensayo inmunométrico con dos sitios de
union, quimioluminiscente en fase solida

TNF-a Ensayo inmunomeétrico

guimioluminiscente en fase solida

IL-6 Ensayo inmunomeétrico enzimético

Post-intervencion secuencial en fase soélida por

guimioluminiscencia
(48-72 horas a partir

de la administracion | TNF-@ Ensayo inmunomeétrico

del medicamento) quimioluminiscente en fase solida
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6.10 Diagnéstico

En el momento de ingreso al estudio, se realiz6 diagnostico serolégico por
Inmunocromatografia para deteccion de anticuerpos IgM e IgG (Brisbane,
Australia). Posteriormente el diagnostico se confirmé a través de la determinacion
de anticuerpos IgM por ELISA en muestra de suero obtenida en la fase aguda y en
la fase convaleciente, para determinar seroconversion o aumento en los titulos de
IgM. En aquellos pacientes en los que no fue posible obtener la muestra
convaleciente, el diagnostico se realizé por aislamiento viral o por RT-PCR. Los
pacientes que presentaron prueba seroconversion, aumento en los titulos de IgM,
aislamiento viral positivo, o RT-PCR positiva, fueron clasificados en el grupo de
pacientes con dengue. Aquellos pacientes negativos se clasificaron en el grupo de

Sindrome Febril Agudo.

6.11 Recoleccion y almacenamiento de la informacidn

La informacion correspondiente a los datos de identificacion del paciente, la
informacion clinica (evaluacion basal, seguimiento) y los resultados de laboratorio
se registro en un formato estandarizado. La digitacion de esta informacion se
realizé por duplicado en una base de datos elaborada en el programa Access
2003. Posteriormente utilizando el programa EPIINFO 6 (Version 6.04d), a través
de la opcidn validate se confrontaron las bases y las inconsistencias se corrigieron

a partir del formato original.

6.12 Analisis de datos
Para el analisis de los datos se utilizé el programa estadistico Stata 9.2 y se hizo

analisis teniendo en cuenta los objetivos del estudio.

1. Niveles de citocinas en suero basal (IL-18, IL-6, IL-8, TNF-a)
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Inicialmente se realiz6 una descripcidon de las caracteristicas basales de los
pacientes incluyendo edad, género, tiempo de evolucion de la enfermedad,
recuento de plaquetas, leucocitos. Posteriormente se evalluo la normalidad de las
variables continuas y se report6é su media y desviacion estandar (DE) en las

variables normales o su mediana y rango si la distribucion no fue normal.

Para esto, se utilizé la prueba t de Student para variables continlas con
distribucion normal, o la prueba de Mann- Whitney para las variables continuas
con p<0,05.

2. Modificacion de la cinética de las citocinas por la intervencion con

Metilprednisolona

Se evalud la normalidad de las variables y debido a que la distribucion no fue
normal se reportd la mediana y el rango para cada una de ellas. Para observar el
posible efecto de interaccion de la intervencion sobre los niveles de citocinas, se
realizé la prueba de Mann-Whitney. Asimismo se realiz6 andlisis de regresion

lineal para las mediciones post intervencion de TNF-a e IL-6.

3. Niveles basales de citocinas como predictores de severidad.

En el caso de los datos de laboratorio (Recuento de plaquetas, recuento de
leucocitos) se realiz6 ANOVA de medidas repetidas para determinar si los niveles
de citocinas basales se encuentran asociados con el cambio en los valores de

estos parametros hematolégicos durante la enfermedad

6.13 Disposiciones eticas vigentes
Segun la resolucion 008430 de 1993, el presente estudio, por incluir en su

componente experimental la asignacion aleatoria a esquemas terapéuticos, calificd
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como “Investigacion con riesgo mayor que el minimo”. Sin embargo, los farmacos
evaluados han sido ampliamente utilizados por décadas, las dosis de
metilprednisolona y de N-acetilcisteina correspondieron a dosis evaluadas en otros
estudios con las cuales se ha observado efecto positivo, cada una de las
intervenciones se hizo con una dosis calculada por peso y por via oral bajo
monitoreo médico, todo lo anterior hizo que el balance beneficio/riesgo fuese

positivo.

En el momento de ingreso del paciente al estudio, cada paciente desarroll6 dos
procesos de consentimiento informado. Inicialmente se solicitd al paciente la
autorizacion para la toma de muestra requerida para verificar los criterios de
inclusion (Anexo 1). Posteriormente se solicitO mediante el segundo
consentimiento la autorizacion del paciente para recibir las intervenciones,
dependiendo de los resultados iniciales, es decir si el paciente cumple con los

criterios para participar en el estudio (Anexo 2).

En el proceso de inclusion de pacientes de 5 a 18 afios de edad, se solicito la
firma del consentimiento informado a uno de sus padres o al acudiente, previa
explicacién al paciente y a sus padres o acudientes sobre los riesgos para la
salud derivados del estudio. Cuando fue posible, y el menor comprendié el
procedimiento a realizar durante la participacion de éste en el estudio y sabia leer

y escribir, se solicité también al menor de edad firmar el consentimiento.

El costo de las intervenciones y del seguimiento fue asumido en su totalidad por el

proyecto.

Este estudio fue evaluado y aprobado por el comité de Etica de la Universidad

Industrial de Santander y por el INVIMA (Anexo 3).
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7. PRESUPUESTO

El estudio se anido en el proyecto “Evaluacion de la eficacia y Seguridad de la
Metilprednisolona y la N-Acetilcisteina para disminuir la severidad en Dengue",
cofinanciado por COLCIENCIAS vy la Universidad Industrial de Santander, codigo
1102-04-16433.
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8. RESULTADOS

Descripcion de la poblacion y la muestra.

Se intervinieron 184 sujetos entre Julio de 2006 y Diciembre de 2008,
provenientes de los centros de captacion, los cuales cumplian con los criterios de
inclusion establecidos en el estudio. Del total de sujetos intervenidos 49 fueron
incluidos en el grupo Metilprednisolona + Placebo NAC, y 49 en el grupo Placebo
MTP + Placebo NAC. El 46,94% de los pacientes incluidos en el estudio
ingresaron en el dia cuarto de enfermedad (calculado a partir de la fecha de inicio

de la fiebre).

La mediana de la edad de los pacientes incluidos fue de 18 (6-63) afios en los
dos grupos (Figura 3). El porcentaje de hombres incluidos en el grupo MTP fue de
51,02%, mientras que en el grupo Placebo fue de 59,18%. El porcentaje de
pacientes con fiebre en el momento de ingreso al estudio en el grupo que recibio
Metilprednisolona fue de 8,16%, y en el grupo Placebo fue de 24,49% (p=0,029).
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Figura 3. Distribucion de los individuos intervenidos con MTP o Placebo de

acuerdo a la edad
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La mediana obtenida para el recuento de plaquetas de los pacientes en el
momento de ingreso al estudio en el grupo que recibié Metilprednisolona fue de
146.000/mm?® (31.000-307.000), mientras que en el grupo Placebo fue de
153.000/mm? (44.000-368.000) p= 0,99. El recuento de leucocitos en el momento
de ingreso al estudio fue de 3.000/mm? (1.500-9.100) en el grupo que recibié MTP,
mientras que en el grupo Placebo fue de 2.900/mm? (1.700-6.200) p=0,38 (Cuadro
8)
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Cuadro 8.  Distribucion basal de las variables en los pacientes intervenidos con

MTP o Placebo

TOTAL MTP PLACEBO
VARIABLE n=98 n=49 n=49 p
Edad (afios)t 18 (6-63) 18 (6-54) 18(6-63) 0,69
Genero Hombre (%) 54 (55,10%) 25 (51,02%) 29 (59,18%) 0,42
Dia de enfermedad (%)
2 7(7,14) 2 (4,08) 5 (10,20) 0,44
3 24 (24,49) 14 (28,57) 10 (20,41)
4 46 (46,94) 21 (42,86) 25 (51,02)
5 21 (21,43) 12 (24,49) 9 (18,37)
Dengue confirmado n (%) 62 (63,27) 29 (59,18) 33 (67,35) 0.40
EXAMEN FiSICO
Temperatura ('C) § 36,90 36,64 37,16 0,009
(36.7-37.1) (36.4-36.9) (36.9 - 37.4)
Fiebre n (%) 16 4 12 0,029
(16,33) (8,16) (24,49)
Presion arterial 115,57 114,69 116,45 0,49
sistélica § (113,03-118,11) | (110,99-118,39) | (112,85-120,05)
(mm Hg)
Presion arterial 72,96 72,22 73,71 0,35

diastélica 8

(mm Hg)

(71,38-74,55)

(69,85-74,59)

(71,54-75,88)
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Frecuencia cardiaca § 81,85 80,39 83,31 0,55

(Lat/min) (78,93-84,76) (76,65-84,13) (78,74-87,87)

Frecuencia respiratoria + 20 20 20 0,36

(resp/min) (12-32) (14-32) (12-32)

Peso (Kg) 8* 55,33 54,24 56,42 0,54
(51,79-58,87) (49,47-59,02) (51,02-61,82)

Talla (cm) + 163 163 163 0,74

(110-184) (110-184) (121-184)

§ Media (IC95%) t+ Mediana (Rango) * n=90 (45 vs. 45) T n=97 (48 MTP vs. 49 Placebo)

VARIABLES LABORATORIO

VARIABLE TOTAL MTP PLACEBO p
Leucocitos (mm3) t 2.900 3.000 2.900 0,37
(1.500-9.100) (1.500-9.100) (1.700-6.200)
Plaquetas (mm®)t 149.000 146.000 153.000 0,99
(31.000-368.000) (31.000-307.000) (44.000-368.000)
Hematocrito §7 43,36% 43,23% 43,49% 0,76
(42,53-44,20) (42,08-44,39) (42,24-44,74)

§ Media (IC95%) + Mediana (Rango) * n=90 (45 vs. 45) T n=97 (48 MTP vs. 49 Placebo)

De los 98 pacientes intervenidos, la infeccion por virus dengue se confirmo a 62
pacientes (63,27%). Los pacientes negativos fueron clasificados dentro del grupo
de Sindrome Febril Agudo n=36 (36,73 %).
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Dentro del grupo de pacientes con diagnostico de dengue, 29 pacientes (59,18%)
recibieron la dosis de MTP, mientras que 33 pacientes (67,35%) recibieron
Placebo. En el grupo de pacientes con Sindrome Febril Agudo, 20 pacientes
(40,82%) recibieron la dosis de MTP, mientras que 16 pacientes (32,65%)

recibieron la dosis Placebo (Figura 4).

Figura 4. Distribucién de los individuos intervenidos con MTP o Placebo de

acuerdo al diagnostico

Sujetos
intervenidos

Dengue Sindrome febril agudo
n=~62 n =36
v ’ v ’
Placebo Placebo
M_:_FP MTP M_:_FP MTP
+ +
Pll\?ie(l:)o Placebo Pll\?iecl?o Placebo
n =29 NAC n =20 NALT
n =33 n=16

Los niveles TNF- a en la muestra basal detectados en el grupo que recibié MTP
fueron de 27,8 pg/mL, y en el grupo que recibio la dosis Placebo fueron 25,9
pg/mL. No se observé diferencia en los niveles de esta citocina asociada a la
intervencion (p=0,50). La concentracion de IL-6 en muestra basal en el grupo que
recibié MTP fue de 6,5 pg/mL y en el grupo que recibié la dosis Placebo fue de 5,2
pg/mL (Figura 5), se encontré diferencia en los niveles de esta citocina asociada a
la intervencion (p=0,034). No se encontré asociacion entre la intervencién y los
niveles de IL-13 e IL-8 p=0,26 y p=0,89 en muestra basal (Cuadro 9) No encontrd
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asociacion entre los niveles de citocinas y el diagnéstico de la enfermedad
(Cuadro 10) (Figura 6-9).

Figura 5. Niveles de citocinas basales en pacientes con SFA tipo dengue
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La figura corresponde al Logio de la concentracion de las citocinas basales

TNF-a= 26,1 pg/mL IL-6= 5,8 pg/mL IL-18= 0,61 pg/mL IL-8= 17,8 pg/mL
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Cuadro 9.

pacientes intervenidos con MTP o con placebo.

Niveles de citocinas basales y post intervencion en el grupo de

CITOCINA n TOTAL MTP PLACEBO p

BASAL

TNF-a (pg/mL) + 87 26,1 27,8 25,9 0,50
(43 vs. 44) | (12,2-167) | (12,2-167) | (13,4-93,3)

IL-6 (pg/mL) 4 87 5,8 6,5 5,2 0,034
(44 vs. 43) | (0,6-22,9) | (0,8-22,9) | (0,6-16,4)

IL-1B (pg/mL) t 51 0,61 0,625 0,5 0,26
(24 vs. 27) | (0,04-3,3) | (0,13-3,3) | (0,04-3,2)

IL-8 (pg/mL) 4 52 17,8 16 20,5 0,89
(25vs. 27) | (0-97,4) | (5,8-67,1) (0-97,4)

POST INTERVENCION

TNF-a (pg/mL) + 92 20,6 21,3 20,6 0,56
(45 vs. 47) | (10,4-540) | (10,4-94,8) | (10,4-540)

IL-6  (pg/mL) t 91 3,6 3,6 3,6 0,65
(45vs. 46) | (0-1.520) | (0-1.520) | (0-1.001)

+ Mediana (Rango)
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Cuadro 10. Niveles de citocinas basales en el grupo de pacientes con

diagnéstico de dengue o con SFA.

CITOCINA n TOTAL | DENGUE SFA p

BASAL

TNF-a (pg/mL) 4 87 26,1 26,8 26.1 0,98
(56 vs. 31) | (12,2-167) | (12,2-93,3) | (13,3-167)

IL-6 (pg/mL) 87 5,8 6,8 5,2 0,69
(56 vs.31) | (0,6-22,9) | (0,8-22,9) | (0,6-21,4)

IL-1B (pg/mL) + 51 0,61 0,5 0,695 0,09
(31vs. 20) | (0,04-3,3) | (0,04-3,2) | (0,18-3,3)

IL-8 (pg/mL) + 52 17,8 17,8 17,8 0,61
(31vs.20) | (0-97,4) | (4,9-67,1) | (0-97,4)

POST INTERVENCION

TNF-a (pg/mL) + 92 20,6 21 19,3 0,55
(57 vs. 35) | (10,4-540) | (11,6-94,8) | (10,4-540)

IL-6  (pg/mL)+ 91 3,6 3,6 3,7 0,74
(56 vs. 35) | (0-1.520) | (0-1.520) | (0-1.001)

+ Mediana (Rango)
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Figura 6. Niveles basales de IL-1B en el grupo de pacientes con diagnostico de

dengue o con SFA
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Figura 7. Niveles basales de IL-6 en el grupo de pacientes con diagnéstico de

dengue o con SFA
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Figura 8. Niveles basales de IL-8 en el grupo de pacientes con diagndstico de
dengue o con SFA
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Figura 9. Niveles basales de TNF- a en el grupo de pacientes con diagnostico de

dengue o con SFA
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En el analisis bivariado no se encontré asociacion entre los niveles de citocinas y
la intervencién. La concentracién de TNF-a en la muestra post-intervencion fue de
21,3 pg/mL en el grupo que recibi6 MTP, y de 20,6 pg/mL en el grupo placebo (p=
0,56) (Figura 10). De la misma forma, no se encontré diferencia significativa en
los niveles de IL-6 detectados en la muestra post intervencion en el grupo MTP
3,6 pg/mL comparado con el grupo Placebo 3,65 pg/mL (p=0,65) (Figura 11).

Se realizé andlisis de regresion lineal ajustando por las variables fiebre e IL-6
basal y no se encontré asociacion entre la intervencién y los niveles de TNF-a y de

IL-6 post intervencion p=0,09 y p=0,47 respectivamente.

Figura 10. Niveles basales y post-intervencion de TNF-alfa en el grupo de
pacientes intervenidos con MTP o placebo
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Figura 11. Niveles basales y post-intervencion de IL-6 en el grupo de pacientes
intervenidos con MTP o placebo
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Teniendo en cuenta que la intervencion no se encuentra asociada con los niveles
de citocinas, se realizo0 ANOVA de mediciones repetidas para determinar si los
niveles de citocinas basales se asocian con el recuento de plaquetas obtenido
durante el seguimiento. En el analisis realizado para plaquetas se encontro
asociacion negativa entre los niveles de TNF-qa, IL-6, IL-8 y los recuentos de
plaguetas. Un aumento en 1 pg/mL de TNF-a se asocia con la disminucion en
120.881 plaquetas/mm?. Asi mismo el aumento en 1 pg/mL de IL-6 esta asociado
con la disminucién en 14.647 plaquetas/mm?®. De igual forma el aumento en 1
pg/mL de IL-8 esta asociado con la disminucién de 3.272 plaquetas/mm?®. En el
caso de IL-1B, se observo el efecto contrario, en el cual el aumento en 0,1 pg/mL

en la concentracion de esta citocina, se asocia con el incremento en 59.592
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plaquetas/mm?® (Cuadro 11). De igual forma, se realiz6 para el recuento de
leucocitos. No se encontré asociacion entre los niveles de IL-6 y TNF-a con el
recuento de leucocitos. Sin embargo, en el andlisis se observo asociacion positiva
entre la concentracion de IL-1B y el recuento de leucocitos, mientras que la
concentracion de IL-8 y el recuento de leucocitos presentd asociacion negativa
(Cuadro 12).

Cuadro 11. Asociacion de los niveles de citocinas basales y recuento de

plaguetas

VARIABLE COEFICIENTE INTERVALO DE CONFIANZA 95% p
IL-1B 595918.2 325662.8 866173.6 0.000
IL-6 -14647.34 -22708.23 -6586.446 0.000
IL-8 -3272.42 -4754.199 -1790.642 0.000
TNF-a -120881.1 -187521  -54241.25 0.000

Cuadro 12. Asociacion de los niveles de citocinas basales y recuento de

leucocitos

VARIABLE COEFICIENTE INTERVALO DE CONFIANZA 95% p
IL-1B 15449.86 6010.146 24889.58 0.002
IL-6 03.21317 -174.2222 360.6485 0.493
IL-8 -84.83932 -136.5141 -33.16453 0.001
TNF-a 731.0131 -1489.879 2951.905 0.517
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9. DISCUSION

9.1 Hallazgos principales.

En el presente estudio se demuestra que la administracion de una dosis oral de
Metilprednisolona no modifica los niveles de citocinas. Existen ensayos clinicos
que evaltan la administracion de corticoides en el tratamiento de dengue, en los
cuales se ha analizado como desenlace principal muerte, y otros desenlaces
como tiempo de hospitalizacion, efectos adversos, numero de complicaciones,
entre otros (87). Sin embargo, no existen estudios previos que evallen el efecto
de la administracion de Metilprednisolona sobre los niveles de citocinas en la

infeccion por dengue.

La concentracion de TNF-a e IL-6 obtenida posterior a la intervencion, podria
reflejar el comportamiento normal de estas citocinas durante la historia natural de

la enfermedad.

9.2 Hallazgos secundarios.

Los niveles de cada una de las citocinas detectados en la muestra basal (48-120
horas a partir del inicio de la fiebre) constituyen una fuente de informacion util
para caracterizar la respuesta inmunoldgica que se presenta en los pacientes con
Sindrome Febril Agudo en los primeros dias de la enfermedad, por lo que esta
informacion permite establecer asociaciones sobre las citocinas involucradas en el

desarrollo de las forma severa de la enfermedad.

Los bajos niveles de IL-1B detectados en los pacientes en la muestra aguda se
deben a que esta citocina esta involucrada en la respuesta de fase aguda, por lo
gue es sintetizada al comienzo de la cascada inflamatoria y se encuentra
asociada con el inicio de diversos procesos infecciosos. La IL-13 es una citocina
multifuncional que cumple un papel importante en los procesos inflamatorios, y en

la respuesta antiviral. Esta citocina con efecto pleiotropico esta asociada con la
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coestimulacién de linfocitos T, proliferacion de células B, induccion de moléculas
de adhesion, y la estimulacién en la produccién de estas citocinas. El estudio de
M.L. Avila-Aguero y col. (53), demostré que la IL-13 se incrementa ligeramente
durante los dias se seguimiento de los pacientes con primoinfeccion por virus
dengue. Otro estudio realizado por Bozza y col. (54), en pacientes con dengue,
encontré asociacion entre la IL-1B y trombocitopenia profunda OR = 1.058 (IC:
1.012-1.106). A diferencia de la asociacion encontrada por Bozza y col. (54), en
el presente estudio la IL-13 basal se encuentra asociada con el incremento en la

cantidad de plaquetas.

IL-8 es una quimiocina, que promueve la adherencia de los neutrofilos al endotelio
y la migracion de estas células. Altas concentraciones de esta citocina se
encuentra asociada con la alteracion del endotelio, y el desarrollo extravasacion
plasmatica en los pacientes con dengue. En el presente estudio, se observo
asociacion negativa entre la concentracion basal de esta citocina y el recuento de
plaguetas durante la enfermedad. Juffrie y col. (44), demostraron la elevacion
moderada de la IL-8 en el 70% de pacientes con dengue, y en mayor proporcion
en aquellos que desarrollaban la forma mas severa de dengue la enfermedad.
M.L. Avila-Aguero y col. (53), demostraron la elevacion considerable de los niveles
de IL-8 en los pacientes durante las primeras 24 horas de hospitalizacién y con el

transcurso observaron la disminucion en los niveles de esta citocina.

La IL-6 es una citocina responsable del desarrollo de fiebre y se ha asociado con
el aumento de la permeabilidad capilar en los pacientes con dengue. Estudios han
demostrado altos niveles de esta citocina en los primeros dias de enfermedad y
su relacién con el desarrollo de los sintomas. Kurane y col. (17), demostraron que
existe correlacion positiva entre los niveles de IL-6 y severidad. Los hallazgos del
estudio de M.L. Avila-Aguero y col. (53), muestra altos niveles de IL-6 en los
pacientes hospitalizados con diagnéstico de dengue durante el periodo de

estudio, con el mayor valor durante las primeras 12 horas. En los resultados
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obtenidos en el presente estudio se observa una asociacion negativa entre la

concentracion de IL-6 basal y el recuento de plaguetas.

TNF-a es una citocina asociada con induce la activacion de células endoteliales y
se encuentra asociado con el incremento de la permeabilidad capilar. En el
presente estudio no se encontrd asociacion entre los niveles de citocinas y el
diagnostico de la enfermedad. Sin embargo otros estudios como el estudio de J.E.
Cardier y col. (51), y el estudio de Restrepo BN y col. (47-48), demostraron
niveles de TNF-a superiores en muestras de pacientes con dengue, en
comparacion con muestras de controles sanos. Otro hallazgo del estudio Restrepo
BN y col. (47-48), demostro que la concentracion de esta citocina es mas elevada
en el grupo de pacientes con dengue hemorragico en comparacion con el grupo
de pacientes con dengue clasico. En los resultados obtenidos del presente estudio
se observa que la concentracion basal de esta citocina estd asociada
negativamente con el recuento de plaquetas. Otros estudios realizados en
pacientes con dengue han demostrado que la concentraciéon TNF-a es superior en
pacientes con dengue hemorragico y sindrome de choque por dengue en

comparacion con dengue clasico (51,60).

9.3 Limitaciones.

En el estudio, la determinacion de la concentracion de IL-1B e IL-8 se realiz6 solo
en muestra basal, debido a que uno de los objetivos de este estudio fue evaluar
estas dos citocinas en un solo momento de la enfermedad. Sin embargo,
deberia considerarse que la medicién de estas citocinas se realice en una
muestra posterior a la basal para determinar si el comportamiento de estas dos

citocinas cambia durante el transcurso de la enfermedad.

El hecho de encontrar una asociacién negativa entre los niveles IL-6, TNF-a, IL-8 y

los recuentos de plaquetas durante el seguimiento de los pacientes podria tener
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implicaciones sobre la interaccion de estas citocinas en la severidad de la
enfermedad. Sin embargo, el andlisis realizado en el presente estudio no evalia
severidad, debido a que no se tomé en cuenta la informacién correspondiente a
los desenlaces clinicos (Dengue clasico — dengue hemorragico) lo cual hace parte
del objetivo principal del Ensayo Clinico proyecto “Evaluacién de la eficacia y
Seguridad de la Metilprednisolona y la N-Acetilcisteina para disminuir la severidad

en Dengue”.

Una alternativa apropiada para evaluar si los niveles de citocinas se asocian a
severidad en dengue debe tener en cuenta toda la informacion clinica y del
laboratorio del paciente asi como realizar las mediciones de la concentracion de
las citocinas en los diferentes momentos de la enfermedad, e incluyendo dentro
del grupo de estudio controles sanos y pacientes con las diferentes

manifestaciones de la enfermedad.
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CONCLUSIONES

La administracion de una dosis oral de Metilprednisolona no modifica los niveles

de citocinas en pacientes con Sindrome Febril Agudo tipo dengue

Los niveles de IL-6, TNF-qa, IL-8 se encuentran asociados con la disminuciéon de

las plaguetas durante el transcurso de la enfermedad.
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Anexo 1. CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ACLARAR LA C AUSA
DEL SINDROME FEBRIL AGUDO. Universidad Industrial d e Santander —
COLCIENCIAS

Antes de que usted decida si va a participar en este estudio, es importante que
Usted entienda lo que se hara en el estudio, de manera que Usted tenga la
informacion necesaria para tomar esa decision. Esto quiere decir que Usted es

libre de escoger si participa o no.

Propdésito de la toma de las muestras

El dengue presenta sintomas parecidos a otras enfermedades que también
causan fiebre, por esta razon el Grupo de Epidemiologia Clinica, adscrito al Centro
de Investigaciones Epidemiologicas de la Universidad Industrial de Santander
(CIE-UIS), le tomara una muestra de sangre para realizar un cuadro hematico (con
conteo de las plaguetas) y una prueba de diagndéstico rapido para dengue, con el
fin de saber si es el dengue el causante de su Fiebre. Sin embargo, Si la prueba
para dengue es negativa una parte de la muestra de sangre se almacenara, para
realizar estudios adicionales que permitan conocer si existen otras causas de su

enfermedad actual (Fiebre Aguda) y estudiar otros factores asociados.

Quienes pueden participar

Usted ha sido seleccionado para participar en el estudio dado que cumple con los
criterios que previamente establecieron los investigadores para poder ingresar.
Estos son: ser mayor de 5 afos, tener un cuadro febril menor de cinco dias
sugestivo de dengue y no tener una enfermedad tumoral. En total participaran en

el estudio 1252 pacientes.
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Confidencialidad

A sus muestras se le asignara un codigo, solo los investigadores tendran acceso
al archivo en el cual se vincula su hombre al cédigo de sus muestras. Los datos
del estudio se presentaran en forma de promedios y porcentajes y en ningln caso

se usaran nombres propios.

Procedimiento, riesgos, beneficios y costo

El médico le realizard unas preguntas y un examen fisico completo. Las muestras
de sangre seran tomadas con material desechable no reutilizable (1 tubo lila de
4ml y 2 tubos rojos de 6 ml). El riesgo es que al tomar la muestra de sangre se
produzca dolor, ademas puede existir una probabilidad de infeccion y algunas
personas pueden desarrollar un morado (sangre debajo de la piel), que
desaparece en aproximadamente una semana. El médico que lo visito le informara
el resultado por via telefonica de su cuadro hematico (plaquetas); si la prueba para
dengue fue negativa se le daran recomendaciones sobre su enfermedad. Si fue
positiva , el médico le ofrecera la posibilidad de ingresar a otro estudio que incluye
seguimiento de su enfermedad. Su aceptacion nos podra ayudar a conocer otras
causas de fiebre diferentes a dengue que pueden tratarse. Usted no recibira
dinero por su participacion, pero todos los exdmenes y la valoracién por el médico

seran costeados por el proyecto.

Derecho a Rehusar

Usted debe saber que su aceptacion es totalmente voluntaria. Si no acepta, la
conducta de su médico y del equipo de salud no se modificard y se le brindara la
misma atencion ofrecida a otros pacientes que tienen su misma enfermedad. Asi
mismo, Si Usted acepta en cualquier momento puede retirar su consentimiento y
puede contactar a los investigadores para que Sus muestras no sean

almacenadas.
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Preguntas

Por favor, siéntase en la libertad de hacerme cualquier pregunta si hay algo que

no haya entendido. También, si mas adelante usted tiene alguna duda adicional

acerca del estudio, puede contactar a la meéedico Ruth Arali Martinez Vega
(Coordinadora del proyecto) en el teléfono 6345781 o 6344000 ext. 3205. Si tiene
alguna pregunta acerca de sus derechos puede contactar al Comité de Etica de la
UIS a los teléfonos 6456325 0 6343125.

Declaracién del participante

Al firmar este documento, Usted esta aceptando que entiende la informacion que

se le ha dado y que esta de acuerdo en:

Si No
Si No
Si No

Permitir que se le tome una muestra de sangre para la realizacion de
un cuadro Hematico (con recuento de plaquetas) y una prueba de

diagnéstico rapido de dengue.

Permitir que su muestra de sangre sea almacenada y usada para
buscar otros agentes causales de la Fiebre y estudiar otros factores

clinicos o bioquimicos asociados

Aceptaria usted que los investigadores lo contactaran nuevamente
para informarlo sobre resultados de las pruebas que se realicen

posteriormente.
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Si Usted ha aceptado por favor escriba su nombre y firma. Si el paciente es un

menor de edad (menor de 18 afios) debera ademas firmar uno de los padres.

Firma del participante Nombre del participante:

Cédulao T.l.: Fecha:

Firma del acudiente:

Cédula: Nombre del padre o madre

Declaracién del investigador

Yo certifico que le he explicado al paciente sobre esta investigacion, y que él
entiende el propésito del estudio y los posibles riesgos y beneficios asociados con
su participacion. Todas las preguntas que esta persona ha hecho se le han

contestado.

Nombre del investigador: Firma:
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Anexo 2.  CONSENTIMIENTO INFORMADO UNIVERSIDAD INDUS TRIAL DE
SANTANDER-COLCIENCIAS ENSAYO CLINICO: EVALUACION DE LA
EFICACIA'Y SEGURIDAD DE LA METILPREDNISOLONAY LAN -
ACETILCISTEINA PARA DISMINUIR LA SEVERIDAD EN DENG UE

Antes de que usted decida si va a participar en este ensayo clinico, es importante
gue entienda lo que se hara en el estudio, de manera que Usted tenga la
informacion necesaria para tomar esa decision. Este documento contiene
informacion acerca de la investigacion; una vez Usted entienda de lo que se trata,
si Usted quiere participar en él se le solicitara que firme este documento. Esto

quiere decir que Usted es libre de escoger si participa o no.

Propdésito del estudio

El dengue es una infeccién viral transmitida por los mosquitos. Este virus produce
fiebre cuya severidad puede ser variable en cada individuo por razones que aun
no se conocen. En un esfuerzo por mejorar nuestro conocimiento sobre esta
enfermedad y desarrollar formas mas efectivas para controlarla, el grupo de
Investigacion de Epidemiologia Clinica adscrito a la Universidad Industrial de
Santander y con la financiacion de COLCIENCIAS esta llevando a cabo un estudio
sobre la presencia de factores que favorecen el desarrollo de esta enfermedad y
su tratamiento.

El tratamiento actual para el dengue consiste en la administracion de analgésico-
antipirético (Acetaminofén, para disminuir el dolor y la fiebre), aumento del
consumo de liquido, reposo Yy vigilancia médica, es decir no se conoce un
tratamiento especifico para el dengue. Por lo anterior este estudio desea evaluar

la eficacia (el efecto) y la seguridad de los farmacos metilprednisolona y N-
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acetilcisteina en el tratamiento de pacientes con dengue y de esta forma conocer
si estos medicamentos pueden disminuir: la severidad de la enfermedad, los

sintomas y los dias de trabajo o estudio perdidos.

Quienes pueden participar

Usted ha sido seleccionado para participar en el estudio dado que cumple con los
criterios que previamente establecieron los investigadores para poder ingresar.
Estos son: ser mayor de 5 afios, tener un cuadro febril sugestivo de dengue, con
disminucion de leucocitos (células de defensa) o plaquetas o tener una prueba
rapida en sangre positiva para infeccion por virus del Dengue. En total participaran

en el estudio 400 pacientes.

Procedimiento del estudio

Si Usted acepta participar, el médico lo visitara diariamente hasta que Usted
cumpla 8 dias de haber iniciado la fiebre y le realizara una entrevista, le medira el
peso, la talla, la tensién y le hara un examen fisico completo. Ademas le tomara
una muestra de sangre (un tubo lila de 4ml y 1 tubo rojo de 6ml). En el caso que
sea hospitalizado por la enfermedad, el seguimiento por el equipo del estudio se
realizard en el sitio donde usted se encuentre. Ademas, se le contactara
telefonicamente después del 10 dia para verificar la ausencia de sintomas y se le
visitard en su domicilio para un ultimo control 15 dias después del inicio de la
enfermedad.

Si Usted acepta participar, sera distribuido de forma aleatoria (al azar) en uno de
los grupos. Usted recibird como tratamiento metilprednisolona (tabletas) y N-
acetilcisteina (sobres) de forma oral o recibira tabletas y sobres sin farmaco activo
(placebo), o una combinacién de uno de los farmacos con un placebo segun el

grupo al cual Usted fue asignado, pero esto solo sera conocido por un investigador
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del estudio, es decir ni Usted ni el médico, la enfermera o el personal de salud que

lo visite sabra cual de los dos tratamientos esta recibiendo.

Las muestras de sangre se utilizaran para realizar diariamente un cuadro hematico
con recuento de plaquetas y para determinar si el virus del dengue es el causante
de sus sintomas, si éste ha alterado la funcion del higado, del rifién o del masculo
y para medir otras sustancias que se aumentan por la infeccion del virus. Los
resultados del cuadro hematico se le informaran diariamente. Debido a que los
otros examenes no se realizan inmediatamente porque aln no se conoce Su
utilidad clinica, estos resultados no le seran entregados. Sin embargo, si usted
desea saberlos puede comunicarse posteriormente a los teléfonos que se

encuentran mas adelante.

Confidencialidad

Toda la informacion obtenida sera maneja por los investigadores protegiendo su
privacidad, a Usted se le asignara un cédigo y su nombre sera borrado de los
archivos de datos, solo los investigadores tendran acceso al unico archivo en el
cual se vincula su nombre con su cédigo, los datos del estudio se presentaran en
forma de promedios y porcentajes y Usted no sera identificado de forma individual
en ningun caso. Si sus muestras de sangre almacenadas son usadas para futuras
pruebas, estas seran andnimas y tendran que ser aprobadas por un Comité de

Etica de Investigacion en Sujetos Humanos.

Riesgos y beneficios

Los riesgos de este estudio incluyen que al tomar la muestra de sangre se
produzca un dolor transitorio, con una baja probabilidad de infeccion y algunas
personas pueden desarrollar un morado o hematoma (sangre debajo de la piel),
gue desaparece aproximadamente en una semana. En cuanto a la administracion

de los farmacos, éstos son seguros y han sido utilizados en mudltiples
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enfermedades como urticaria, alergias, en los pacientes con tos, asma y otras
enfermedades pulmonares. Sin embargo, existe riesgo de que se disminuya su
tension arterial, o de hacer alergia al farmaco, o de que usted presente algun
sangrado digestivo (que se puede también deber directamente al dengue), en
cualquiera de los casos existen instrucciones claras del manejo que recibira por

parte del personal que le esté administrando el medicamento.

Considerando lo que se conoce hasta ahora de estos medicamentos, esperamos
gue le generen mas beneficios que riesgos. Adicionalmente, su participacion en
este estudio nos podra ayudar a entender mejor la enfermedad y conocer si estos
dos medicamentos disminuyen la severidad (el Dengue Hemorragico), los
sintomas y la incapacidad generada por el dengue, con lo cual Usted y personas

como Usted podran beneficiarse de su participacion.

Costo y compensacion

Usted no recibira pago alguno por su participacion en el estudio, pero todas las
pruebas y los medicamentos administrados seran gratuitos, al igual que las visitas
hechas por el personal de salud del estudio. Si debido a su evolucién clinica es
necesario hospitalizarlo, se ha establecido con la institucion donde usted consulto
inicialmente que se le brindara alli el manejo meédico intrahospitalario que usted

requiera.

Derecho a Rehusar o abandonar el estudio

Usted debe estar consciente que su participacion en el estudio es totalmente
voluntaria. En caso de no aceptar participar la conducta de su médico tratante y de
todo el equipo de salud no se modificard y se le brindarad las mismas terapias
ofrecidas a otros pacientes que tienen su misma condiciéon. Aun después de

aceptar participar Usted tendra el derecho a retirarse del estudio o de negarse a
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contestar una pregunta o a dar una muestra de sangre en el momento que Usted

lo desee.

Preguntas

Por favor, siéntase en la libertad de hacerle cualquier pregunta al personal que lo
esta entrevistando si hay algo que NO entendio. Si tiene alguna pregunta adicional
sobre el estudio mas adelante, Usted puede contactar a la Dra. Ruth Arali
Martinez (Coordinadora del estudio) al teléfono 6345781 o al 6344000 extension
3205. Si Usted tiene alguna pregunta acerca de sus derechos como participante
en este estudio puede contactar al comité de Etica de la Facultad de Salud de la
UIS a los teléfonos 6456325 0 6343125.

Declaracién del participante

Nosotros le entregaremos una copia de este documento. Al firmar este, Usted
esta aceptando que entiende la informacion que se le ha dado y que esta de
acuerdo en participar como sujeto de investigacion en este estudio.

¢Acepta Usted participar en este estudio voluntariamente? Si No[]

Si su respuesta es afirmativa por favor especifique a continuacion con lo que esta

de acuerdo:

Contestar a las preguntas de una entrevista de manera veraz y permitir

gue le tomen la presion arterial, peso, talla y le realicen un examen fisico.
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Si No
Si No
Si No
Si No
Si| | No
Si| | No

Dar muestra de sangre para realizar un cuadro hematico y las pruebas

mencionadas.

Permitir que su muestra de sangre sea almacenada y usada en estudios

futuros incluyendo pruebas genéticas.

Permitir que le sea administrado de forma oral los medicamentos (sobres
y tabletas)

Aceptar que se realice un seguimiento telefonico después del 10 dia de
Enfermedad.

Después de 15 dias de la fiebre, en la fase de recuperacion, recibir una

tltima visita de control en la que se tomara la dltima muestra de sangre.

Aceptaria ser contactado de nuevo para informarle sobre resultados de

las pruebas realizadas posteriormente.
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Si Usted ha aceptado participar, por favor escriba su nombre y firme en el espacio

de mas abajo. Si el paciente es un menor de edad (menor de 18 afios) debera

ademas firmar uno de los padres.

Firma del participante

Cédulao T.l.:

Firma del acudiente:

Nombre del participante:

Fecha:

Cédula:

Firma del testigo:

Nombre del padre o madre

Cédula:

Direccion:

Firma del testigo:

Nombre del testigo

Relacion:

Cédula:
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Direccion: Relacion:

Declaracién del investigador

Yo certifico que le he explicado al paciente sobre esta investigacion, y que él
entiende el propdsito del estudio y los posibles riesgos y beneficios asociados con
su participacion. Todas las preguntas que esta persona ha hecho se le han

contestado.

Nombre del investigador: Firma:
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Anexo 3. ACTA 34 DE NOVIEMBRE DE 2005. EL SUSCRITO SECRETARIO
EJECUTIVO DE LA SALA ESPECIALIZADA DE MEDICAMENTOS Y
PRODUCTOS BIOLOGICOS DE LA COMISION REVISORA

En atencion a que en Acta No. 34 del 23 de noviembre de 2005, se tienen unos
conceptos y recomendaciones a solicitudes por parte de usuarios y que mediante
Resolucion No. 2006000015 del 05 de Enero de 2006, la Direccion General del
INVIMA en uso de las facultades legales que el Decreto 1290 de 1994, el Decreto
123 de 1995 y el Decreto 000936 de 1996 le otorgan, adopta los siguientes

numerales del acta en referencia

2.11.20 REFERENCIA: Protocolo 11020416433
Interesado: Universidad Industrial de Santander
Radicado: 5034033 del 18 de octubre de 2005

"Evaluacion de la eficacia y seguridad de la Metilprednisolona y la N- acetilcisteina

para disminuir la severidad del Dengue".

El interesado solicita a la Comisién Revisora revision y aprobacion del protocolo
de la referencia.

CONCEPTO: Revisada la informacion enviada por el interesado la Comision

Revisora acepta el protocolo.

Dada en Bogoté., D.C a los cinco (5) dias del mes de Enero de 2006.
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JUDITH DEL CARMEN MESTRE ARELLANO
Subdirectora de Medicamentos y Productos Bioldgicos

Secretaria Ejecutiva de la Comisién Revisora Sala E  specializada de
Medicamentos

Disponible en: http://www.invima.gov.co/versionl/
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Anexo 4. Definicion operativa de las variables
Nombre Definicion conceptual Tipo de Definicion
variable operacional
Edad Afios de vida a partir del dia de Razon
nacimiento
Género Género de nacimiento de cada Dicotomica | Masculino :1
persona Femenino: O
Dia de NuUmero de dias calculados a partir Razon
enfermedad de la fecha de inicio de fiebre hasta
la fecha de ingreso al estudio
Dengue Diagnéstico de la enfermedad por Dengue: 1
confirmado serologia, aislamiento viral, Dicotobmica | Sindrome Febril
RT-PCR, Panbio Agudo: 0
Tratamiento Intervencion administrada al Nominal MTP + Placebo
paciente en el estudio NAC
Placebo MTP+
Placebo NAC
Fiebre Sensacién de elevacion de la Categodrica | Si
temperatura o medicion de la No
temperatura a nivel axilar mayor o
igual a 38 C
Recuento de Cantidad de glébulos blancos Continua
leucocitos medidos en la muestra de sangre
de un paciente en un momento
determinado
Recuento de Cantidad de plaguetas medidas la Continua
plaguetas muestra de sangre de un paciente
en un momento determinado
Niveles de Concentracién de IL-1B medida en | Continua
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IL-1(3 Basal la muestra tomada al ingreso al

estudio
Niveles de IL-6 | Concentracion de IL- 6 medida en | Continua
Basal la muestra tomada al ingreso al

estudio
Niveles de IL- 8 | Concentracion de IL- 8 medida en | Continua
Basal la muestra tomada al ingreso al

estudio
Niveles de Concentracion de TNF-a medida Continua
TNF-a Basal en la muestra tomada al ingreso al

estudio
Niveles de IL-6 | Concentracion de IL- 6 medida en | Continua
post la muestra 48 6 72h posterior a
intervencion recibir la intervencion
Niveles de Concentracion de TNF-a medida
TNF-a post en la muestra 48 6 72h posteriora | Continua

intervencion

recibir la intervencion
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Anexo 5. FORMATO CLINICO PARA ENVIO DE MUESTRAS. EC A CIE-UIS
COLCIENCIAS
Cddigo Nombre Edad
Teléfono
Fecha de inicio de i
fiebre
Dia Mes Afo Hora
Fecha toma de = — i
muestra
Dia Mes Afo Hora
Si  No Si No
Mialgias Artralgias

Tos

Rinorrea u obstruccién nasal

Eritema facial

Exantema (sintoma o signo)

Vémito

Algun sangrado espontaneo

Diarrea

Prueba de torniquete positiva

Envia:

110




PARA USO DEL PERSONAL DEL LABORATORIO:

Rto. plaquetas

Rto. Leucocitos

PANBIO TEST ¢ Se hizo la prueba? Si

No

Resultado

Cont

IgM

Intensidad IgM IgG

Intensidad 1gG

Positivo

1 2 3

1 2 3

Negativo

1M
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