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RESUMEN

TITULO: EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL, SUPEROXIDO
DISMUTASA Y GLUTATION PEROXIDASA COMO PREDICTORES DE GRAVEDAD EN
PACIENTES CON SINDROME FEBRIL AGUDO POR DENGUE

AUTOR: ANYELA LOZANO PARRA'

PALABRAS CLAVE: Dengue, estrés oxidativo, glutation peroxidasa, superéxido dismutasa,
capacidad antioxidante total.

Introduccion: La infeccion por dengue ha sido asociada a la induccién de estrés oxidativo; sin
embargo, desconocemos si este es predictor de sus complicaciones.

Objetivo: Evaluar el comportamiento de indicadores de estrés oxidativo en pacientes con sindrome
febril agudo por dengue como predictor de su gravedad.

Metodologia: Estudio de casos y controles anidado en la cohorte AEDES. Incluimos pacientes
febriles captados ambulatoriamente, con diagnéstico confirmado de dengue (RT-PCR o ELISA NS1
positiva en muestra Gnica o seroconversion/cuadruplicaciéon de titulos IgM o IgG en muestras
pareadas). Los casos fueron pacientes que desarrollaron hemorragia mayor o hipotension arterial
durante el seguimiento. Determinamos actividad de la glutation peroxidasa (GPx: n[casos]=44;
n[controles]=88), concentracion de superoxido dismutasa (SOD: n[casos]=27; n[controles]=31) y
concentraciéon de capacidad antioxidante total (CAT: n[casos]=27; n[controles]=32) en sueros
obtenidos 48-96 horas del inicio de sintomas. Estimamos ORs para los cuartiles de cada marcador,
ajustando por edad, género, horas de fiebre y tipo de infeccion en modelos de regresion logistica
multiple.

Resultados: Evaluamos 132 pacientes (edad media: 25,2 afios, 49,2% mujeres) con actividad
promedio de GPx de 131,8 (x23,0) mmol/min/ml, concentraciébn de SOD de 6,6 (£1,9) U/ml y
concentracion de CAT de 2,0 (x0,7) mM. En el andlisis multivariado, los ORs asociados al
segundo, tercer y cuarto cuartil de GPx fueron 1,19 (IC95%: 0,43-3,29), 0,49 (IC95%: 0,15-1,56) y
0,94 (1C95%: 0,31-2,90), respectivamente. Los ORs correspondientes a los mismos cuartiles de
concentracién de SOD fueron 2,50 (IC95%: 0,50-12,7), 2,58 (IC95%: 0,45-14,8) y 6,59 (IC95%:
1,07-40,4), y para CAT fueron 5,26 (IC95%: 0,93-29,7), 5,06 (IC95%: 1,02-25,1) y 4,87 (1C95%:
0,92-25,7).

Conclusiones: Observamos un gradiente no estadisticamente significativo entre respuesta
enzimética antioxidante y probabilidad de complicaciones. Este hallazgo requiere confirmacién en
estudios que cuenten con muestras de mayor tamafio.

) Proyecto de grado
" Facultad de Salud. Departamento de Ciencia Basicas. Director: Luis Angel Villar Centeno
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ABSTRACT

TITLE: EVALUATION OF TOTAL ANTIOXIDANT STATUS, SUPEROXIDE DISMUTASE AND
GLUTATHIONE PEROXIDASE AS SEVERITY PREDICTORS IN PATIENTS WITH ACUTE
DENGUE FEVER ¥

AUTHOR: ANYELA LOZANO PARRAS

KEYWORDS: Dengue, oxidative stress, glutathione peroxidase, superoxide dismutase, total
antioxidant status

Introduction: Dengue infection has been associated with oxidative stress induction. However, we
ignore if oxidative stress is a predictive biomarker of severe dengue.

Objective: To evaluate the behavior of oxidative stress indicators in patients with acute dengue
fever as a severity predictor.

Methods: A case—control study nested within the AEDES cohort. We include febrile patients
recruited in ambulatory healthcare services, with diagnosis confirmed (RT-PCR or ELISA NS1
positive in single sample or seroconversion/four-fold increase in IgM or IgG levels in paired sera).
The cases were patients that developed major hemorrhage or arterial hypotension during the follow
up. We measured glutathione peroxidase activity (GPx: n[cases]=44; n[controls]=88), superoxide
dismutase concentration (SOD: n[cases]=27; n[controls]=31) and total antioxidant status (TAS:
n[cases]=27; n[controls]=32) in serums obtained between 48-96 hours of symptoms onset. We
estimated ORs for the quartiles of each marker, adjusted for age, gender, hours of fever and
infection type with multiple logistic regression models.

Results: We evaluated 132 patients (middle age: 25,2 years old, 49,2% women) with 131,8 (£23,0)
mmol/min/ml of GPx activity average, 6,6 (+1,9) U/ml of SOD concentration average and 2,0
(x0,7YmM of TAS concentration average. In the multivariate analysis, the ORs associated with the
second, third and fourth quartile of GPx were 1,19 (IC95%: 0,43-3,29), 0,49 (1C95%: 0,15-1,56) and
0,94 (1C95%: 0,31-2,90), respectively. Corresponding ORs to the same concentration quartile of
SOD were 2,50 (IC95%: 0,50-12,7), 2,58 (IC95%: 0,45-14,8) and 6,59 (IC95%: 1,07-40,4), and for
TAS were 5,26 (1C95%: 0,93-29,7), 5,06 (IC95%: 1,02-25,1) and 4,87 (IC95%: 0,92-25,7).

Conclusions: We observed a gradient not statistically significant between the enzymatic
antioxidant response and the probability of complications. This finding requires confirmation in
studies that have larger sample sizes.

i Proyecto de grado
% Facultad de Salud. Departamento de Ciencia Basicas. Director: Luis Angel Villar Centeno

15



INTRODUCCION

El dengue es una enfermedad viral aguda transmitida por la picadura de
mosquitos Aedes aegypti, que constituye hoy la arbovirosis mas importante a nivel
mundial en términos de morbilidad, mortalidad e impacto economico (1). Siendo
endémica en mas de 100 paises en areas tropicales y subtropicales del mundo
(1). Segun la Organizacion Panamericana de la Salud/ Organizacion Mundial de
la Salud (OPS/OMS), en América durante los ultimos 10 afios se quintuplicaron los
casos incidentes (2003-2013) (2), en donde cerca de 500 millones de personas
viven en riesgo de contraer dengue. Colombia, es uno de los paises del cono sur

que mas reporta casos de dengue, junto con Brasil y Venezuela (3).

Clinicamente, en la mayoria de los casos, la enfermedad cursa como un cuadro
febril (duracion de 7 a 10 dias). Cerca del 15% de los casos sintomaticos
evolucionan hacia formas graves de la enfermedad, de los cuales, hasta un 5%
pueden llegar a tener un desenlace fatal (1, 4, 5); si se realiza un manejo
adecuado y oportuno de la enfermedad, este valor se podria disminuir a menos del
1% (1, 4, 5). El tratamiento recomendado por la OMS es de tipo sintomatico; por lo
tanto, la prevencion de la evolucion de la enfermedad hacia formas graves
depende de lo riguroso sea el seguimiento clinico. Luego, es necesario identificar
posibles predictores de severidad de fase aguda, que sirvan como herramienta
para los médicos tratantes en la identificacion de aquellos sujetos que se

complicaran y los que no lo haran.

La medicién de indicadores de estrés oxidativo en la enfermedad por dengue,

podria ser considerada en cuatro posibles categorias: biomarcador prondéstico de
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gravedad en fase aguda, un posible blanco terapéutico, biomarcador diagndstico
de la infecciébn o un biomarcador que contribuye al conocimiento de la patogenia
de la enfermedad (6). En esta investigacion, evaluamos el rol de biomarcador
pronéstico de gravedad, de los indicadores glutation peroxidasa, superoxido

dismutasa y capacidad antioxidante total.
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1 PLANTEMAMIENTO DEL PROBLEMA

El dengue es una arbovirosis que ha incrementado drasticamente su incidencia en
las ultimas décadas (1). Asociada a una creciente concentracidén de la poblacion
en areas urbanas, la adaptacion de su vector Aedes aegypti a mayores alturas, la
incidencia y expansion de esta infeccion por arbovirus hacia nuevas regiones del
tropico y area subtropical del mundo, la infeccion ha adquirido dimensiones
imprevisibles (1). Hoy la Organizacion Mundial de la Salud, estima que cerca de
un 40% de la poblacién mundial corre el riesgo de contraer la enfermedad (1);
siendo endémica en mas de 100 paises en Africa, las Américas, Mediterraneo
oriental, Asia suroriental y Pacifico occidental (5). En Colombia, 23'932.381
millones de personas estan en riesgo de infectarse (7). Durante el 2010, periodo
de mayor epidemia en el pais (7), se reportd al Sistema Nacional de Vigilancia
(SIVIGILA) del Instituto Nacional de Salud 157.203 casos de Dengue, de los
cuales, 9.482 fueron considerados casos graves de la enfermedad, con 217
muertes atribuibles a ella; como resultado, la letalidad (2,28%) aumentd 7,5 veces
respecto al afio anterior (8). Del mismo modo, durante el 2014, se notificaron
47.946 casos de dengue confirmados, de ellos 46.139 son casos dengue y 1.807
son dengue grave, con 88 muertes confirmadas por dengue; el 78% de estos
reportes, son generados por 12 departamentos, siendo Santander, Valle del
Cauca, Norte de Santander y Tolima los departamentos que mas reportan (9). Lo

anterior, indica el alto nivel de transmision en diferentes regiones del pais.

La carga de la enfermedad en las areas endémicas es muy elevada. En América,
durante el periodo 2000-2007, los costos directos e indirectos ascendieron a 2,1
millones de ddlares, con una pérdida de 72.277 afios de vida ajustados por

discapacidad (AVAD) (10). Los costos directos e indirectos durante el periodo
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2003 a 2007 en Colombia, se ubicaron entre 35y 82 millones de dolares (11). En
Bucaramanga durante los afios 2006 y 2009, se reporté una pérdida de 1.377
AVAD por cada 100.000 personas (12).

La enfermedad puede cursar en forma asintomatica o expresarse con un amplio
espectro clinico que incluye formas no graves (cuadro febril leve de 7 a 10 dias,
acompafado de cefalea, mialgias, artralgias y dolor retroocular) y formas graves,
llegandose a presentar desenlaces fatales (1). Ante la ausencia de una terapia
antirretroviral especifica, el tratamiento de esta enfermedad es exclusivamente
sintomatico; sin embargo, la administracidon oportuna de liquidos intravenosos,
antipiréticos y un seguimiento clinico cercano en los pacientes con mayor riesgo
de complicaciones puede llegar a reducir la mortalidad (5). Existe la necesidad de
identificar herramientas que orienten tempranamente al personal de salud, en la
caracterizacion de los enfermos con mayor riesgo de evolucionar hacia formas
graves; con el fin de priorizar su atencién y brindar un cuidado especifico y
oportuno. Una de estas herramientas podrian ser algunos marcadores biol6gicos
clinicamente Utiles, con caracteristicas de reproducibilidad, complejidad técnica
alcanzable, y costos razonables (13).

En consecuencia a la respuesta de fase aguda en la infeccion, se genera un
incremento en la produccién de especies reactivas de oxigeno (incluyendo el
anién superoéxido (03), peroxido de hidrogeno (H,O,) y el radical hidroxil (OH®)),
ademas de, alteraciones en los mecanismos de defensa antioxidante (las enzimas
superéxido dismutasa, glutation peroxidasa, glutation reductasa, catalasa) (14). El
desbalance en la produccién de agentes oxidantes y la defensa antioxidante
provoca un fendmeno llamado “estrés oxidativo”. Este desequilibrio, contribuye a
la patogenia de una amplia gama de enfermedades, incluyendo las infecciones
virales. Estudios in vitro y en pacientes sugieren que el estrés oxidativo podria

19



tener un papel importante en la patogénesis de la infeccion por dengue (15-30); e
inclusive, estar relacionada la liberacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)

con el riesgo de presentar la disfuncién vascular (17-22).

En la fase inicial de la infeccion, los linfocitos T CD4 infectados inducen la
produccion de la citoquina hCF, encargada de activar a los macréfagos y células
endoteliales para que sinteticen radicales de oxigeno mediante la via de la
NADPH oxidasa (31-33); lo que provoca, el inicio la ruta apoptética de las células
endoteliales y la liberacion de citoquinas proinflamatorias (IL-1, IL-8 e INF-a) e
histamina; para finalmente, traducirse en el incremento de la permeabilidad
vascular en los pacientes infectados (31). La hemoconcentracion, hipoproteinemia,
efusion pleural y ascitis son signos clinicos que evidencian los efectos de esta
alteracién sobre la condicién clinica del paciente con dengue (34).

Investigaciones previas han sugerido alteraciones en la actividad oxidativa durante
la infeccion por el virus dengue. Gil et al., en pacientes adultos con dengue
reportan reduccién en la actividad de la GPx y aumento en la actividad de la SOD
respecto a controles sanos; la capacidad antioxidante total (CAT) durante los
primeros dias de la enfermedad no muestra diferencia alguna al compararlos con
controles sanos, sin embargo, si aumenta significativamente al séptimo dia de la
enfermedad (p<0,05) (23). Ray et al., al evaluar el estado antioxidante en nifios
con dengue, reportaron incremento en los niveles de superdxido dismutasa (SOD)
y disminucion de la glutation peroxidasa (GPx) al compararlos con controles no
febriles (p<0,005) (24). Klassen et al., determinaron la CAT y vitaminas en
pacientes con dengue, encontrando niveles mas bajos de CAT en comparacion

con controles sanos (25).
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Considerando la posible relacion entre las alteraciones en el balance oxidativo y
los cambios en la permeabilidad vascular (sintomatologia caracteristica en
pacientes con dengue grave) y los indicios de que las enzimas antioxidantes y la
capacidad antioxidante total podrian sufrir cambios durante la infeccion, es
plausible, la evaluacion de estos marcadores de estrés oxidativo durante la fase
temprana de la enfermedad, con el fin de ayudar a reconocer aquellos pacientes
que se van a complicar, reduciendo los desenlaces graves asociados a esta

patologia.
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2 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Son los niveles altos de capacidad antioxidante total, superoxido dismutasa y
bajos de glutation peroxidasa en pacientes con dengue predictores tempranos de

su gravedad?
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3 MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

3.1 HISTORIA NATURAL

3.1.1 Virus

El Virus Dengue (VDEN) es miembro de la familia Flaviviridae, un grupo de virus
envueltos, icosaédrico, con un genoma constituido por ARN de cadena sencilla y
polaridad positiva. EI VDEN tiene 4 serotipos (VDEN 1, VDEN 2, VDEN3 y VDEN
4) los cuales exhiben caracteristicas antigénicas y seroldgicas diferentes; a su vez,
dentro de un mismo serotipo existen variantes genéticas relacionadas con la
virulencia y la procedencia geografica de la cepa (35). EI genoma de los flavivirus
tiene una longitud aproximada de 11.000 nucleétidos, y da lugar a 3 proteinas
estructurales (proteina E de envoltura, prM de membrana y la proteina C de
capside) y a 7 proteinas no estructurales (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b y
NS5) (36).

El ingreso del virus a la célula blanco se puede dar por al menos dos mecanismos:
por la unién de la proteina E a receptores celulares especificos o por la formacion
de complejos virus-anticuerpos no neutralizantes de tipo IgG (producidos por una
infeccidon previa por un serotipo diferente), que se unen a receptores de la fraccion
Fc presentes en la superficie de los macréfagos o monocitos. Una vez fusionado,
el virus entra a las células por medio de la formacién de endosomas (35, 37). La
consecuente maduracion de la vesicula endosomal, hace que la nucleocapside
sea liberada al citoplasma. Alli, se inicia el proceso de replicacion y traduccion en
el area perinuclear, para sintetizar las nuevas cadenas de RNA viral y las

proteinas necesarias para el ensamblaje de nuevos viriones (38). Cuando esta
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formada la particula inmadura en el reticulo endoplasmico, esta se traslada al
aparato de Golgi para continuar con su maduracion y finalmente ser liberado para

infectar nuevas células por exocitosis (38).

3.1.2 Ciclo de transmisién

La infeccidn por el virus dengue es una arbovirosis. EI VDEN es transmitido a los
humanos, utilizando como vector principal al mosquito Aedes aegypti (36). Los
mosquitos adquieren el virus por medio de la picadura de un huésped virémico.
Después de un periodo de incubacion de 8 a 12 dias, el mosquito es capaz de
transmitir el virus a un huésped susceptible como un ser humano (1, 5, 36). En los
humanos picados por un mosquito infectado, los signos y sintomas tardan en

aparecer de 4 a 7 dias (rango de 3 a 14 dias) (1).

3.2 CURSO CLINICO DE LA ENFERMEDAD

La Infeccion por el virus del dengue en los seres humanos es clinicamente de
amplio espectro, va desde un cuadro asintomético, pasando por una enfermedad
febril inaparente hasta la forma grave, pudiendo causar la muerte. Segun la Guia
para el diagnostico, tratamiento, prevencion y control de la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), el curso clinico de la enfermedad tiene tres fases principales
(ver Figura 1) (5).
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Figura 1. Curso clinico de la enfermedad por dengue

Dias de enfermedad 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Curso de la enfermedad del dengue: Febril Critica Fases de convalecencia

Fuente: OMS. Dengue. Guias para el diagnéstico, tratamiento, prevencion y
control. 2009. Adapted from WCL Yo, 1980 by Hung NT, Lurn LCS, Tan LH

3.2.1 Fase Febril

Generalmente, los pacientes desarrollan fiebre alta y repentina; este periodo febril

agudo dura de 2 a 7 dias y suele acompafiarse de rubor facial, eritema de la piel,

dolor corporal generalizado, mialgias, artralgias, cefalea y dolor retroocular. Las

manifestaciones clinicas de esta etapa temprana, pueden ser dificiles de distinguir

de otras enfermedades febriles agudas.

3.2.2 Fase Critica

Se presenta cerca de la desaparicion de la fiebre, ocurre por lo general en los

primeros 3 a 7 dias de la enfermedad. Puede aumentar la permeabilidad capilar
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paralelamente con los niveles del hematocrito, lo cual se asocia con hemorragias
de la mucosa nasal (epistaxis) y de las encias (gingivorragia), asi como, con
sangrado vaginal en mujeres en edad fértil (metrorragia o hipermenorrea). En este
punto, los pacientes sin un gran aumento de la permeabilidad capilar mejoran;
mientras, que aquellos con mayor permeabilidad capilar pueden empeorar como
resultado de la pérdida de volumen plasmatico. El derrame pleural y la ascitis
pueden ser clinicamente detectables en funcion del grado de pérdida de plasma y
del volumen de liquidos administrados. EI aumento del hematocrito, asi como el
estrechamiento de la presion arterial diferencial, o presion de pulso, y la caida de
la presion arterial media, reflejan la intensidad de la extravasacion de plasma. El
choque ocurre cuando un volumen critico de plasma se pierde por extravasacion,

gue casi siempre es precedido por los signos de alarma.

Cuando se produce el choque, la temperatura corporal puede estar por debajo de
lo normal. Si el periodo de choque es prolongado o recurrente, se deriva la
hipoperfusion de 6rganos, que da como resultado su deterioro progresivo, acidosis
metabodlica y coagulopatia de consumo. Las hemorragias en esta fase se
presentan principalmente en el aparato digestivo (hematemesis, melena), pero
pueden hacerlo en el pulmén o en el sistema nervioso central. El compromiso
grave de diferentes 6rganos, como la hepatitis grave, la encefalitis, la miocarditis y
la hemorragia profusa, también puede desarrollarse sin extravasacion evidente de

plasma o choque.

3.2.3 Fase de Convalecencia o Recuperacion
Cuando el paciente sobrevive a la fase critica (la cual no excede las 48 a 72

horas), pasa a la fase de recuperacion, que es cuando tiene lugar una reabsorcion

gradual del liquido extravasado, el cual regresa del compartimiento extravascular
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al intravascular. Hay una mejoria del estado general, se recupera el apetito,
mejoran los sintomas gastrointestinales se estabiliza el estado hemodindmico, y
se incrementa la diuresis. También, puede dar lugar a edema pulmonar o

insuficiencia cardiaca congestiva.

3.3 DIAGNOSTICO EN DENGUE

3.3.1 Diagnostico de laboratorio

El diagnéstico confirmatorio de la infeccién por dengue, se basa en pruebas de
laboratorio directas e indirectas. Las pruebas directas detectan: a) virus circulante
por medio de aislamiento viral, b) determinacién del ARN viral por RT-PCR o
antigeno viral NS1 por ELISA; y las técnicas indirectas, detectan anticuerpos
especificos tipo IgG e IgM por ELISA de captura (5, 36). Las mas empleadas en la
practica clinica para diagndstico de dengue son las seroldgicas, debido a su alta
sensibilidad y especificidad, su relativa facilidad técnica y disponibilidad; los
cuales, detectan una elevacidon en sueros pareados de la concentracién de
anticuerpos contra el virus. En contraste, las pruebas de aislamiento viral y RT-
PCR, requieren de una infraestructura compleja, reactivos de alto costo y personal
entrenado. Por otro lado, la sensibilidad de estas pruebas es ampliamente
influenciada por el momento de la enfermedad en que la muestra sanguinea sea
extraida para la realizacion del diagndstico de laboratorio y por el tipo de infeccién

primaria o secundaria (34).

El virus puede ser detectable en los primeros 4 a 5 dias de la enfermedad en el
plasma, células sanguineas circulantes y otros tejidos. En infeccion primaria, los

anticuerpos de tipo IgM son detectables entre los dias 5 a 10, alcanzando su pico
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méaximo dos semanas después de la aparicion de los sintomas; enseguida
empiezan a declinar hasta niveles no detectables durante dos a tres meses. Los
titulos de anticuerpos IgG, aparecen al final de la primera semana de enfermedad,
siendo detectables por varios meses, incluso de por vida (39). En infeccion
secundaria, los titulos de anticuerpos aparecen répidamente, exhibiendo
reactividad cruzada con varios flavivirus. El anticuerpo IgG es predominante,
siendo altos sus niveles aun en la fase aguda. Los primeros niveles de IgM se
detectan en la etapa de convalecencia y son mas bajos en comparacion con la

infeccién primaria (ver figura 2).

Figura 2. Linea de tiempo de las infecciones primarias y secundarias por el virus
del dengue y los métodos de diagndstico que se pueden usar para detectar la

infeccién
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Fuente: OMS. Dengue. Guias para el diagnéstico, tratamiento, prevencion y
control. 2009. Adapted from WCL Yo, 1980 by Hung NT, Lurn LCS, Tan LH
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Segun la recomendacion de la OMS, se considera un caso confirmado por
laboratorio de dengue cuando existe un aislamiento viral positivo, una RT-PCR
positiva, un viraje de negativo a positivo de anticuerpos IgM/IgG o cuadruplicacion
de los titulos de anticuerpos IgM/IgG en sueros pareados de fase aguda y

convaleciente (5, 40).

3.3.2 Diagnaostico Clinico

Inicialmente, la recomendacion de la OMS fue clasificar la enfermedad del dengue
como: fiebre por dengue (FD) y dengue hemorragico (FDH I, 1I, Il y IV), siendo los
grados Il y IV el sindrome de choque por dengue (SCD) (39). El diagndstico
clinico con esta definicion de caso, presenta dificultad para clasificar los FDH,
dado a la baja sensibilidad para identificarlos correctamente (41-46). Ante el
incremento de casos graves reportados y la necesidad de proveer a los clinicos,
herramientas que les permitiera clasificar correctamente estos pacientes, la OMS
considero evaluar una nueva definicion. En el 2009, basados en los resultados del
estudio DENCO (estudio con casi 2000 pacientes con infeccion por dengue
confirmada realizado en ocho paises), se recomendd clasificar los casos de
dengue de acuerdo a los niveles de gravedad en; dengue sin signos de alarma,
dengue con signos de alarma y dengue grave (ver figura 3) (5). Uno de los
estudios, que realizo la comparacion de la sensibilidad para identificar
correctamente los casos complicados de la enfermedad, muestra que la definicion
de FDH/SCD y dengue grave, tiene sensibilidad de 39.0% y 92.1%,
respectivamente, en la identificacion de aquellos pacientes que requieren ser
ingresados a UCI, ventilacién, administracion de drogas inotropicas o presentan
falla organica. Lo cual muestra que, la definicion del 2009 de la OMS es mucho

mas sensible para detectar los casos complicados que la definicién de 1997 (42).
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Figura 3. Diagrama de clasificacion de casos de dengue y niveles de gravedad

DENGUE + SENALES DE ALARMA DENGUE GRAVE

1. Extravasacion del plasma
Con signos de 2. Hemorragia grave

alarma
3. Compromiso grave de 6rganos

CRITERIOS PARA EL DENGUE CON SIGNOS DE ALARMA Y SIN ELLOS ~ CRITERIOS PARA DENGUE GRAVE

Dengue probable Signos de alarma* Extravasacidn grave de plasma que conduce
vivir en areas endémicas de * Dolor abdominal inienso o abdomen a
dengue/viajar a ellas doloroso a la palpacidn * Choque (SCD)
Fiebre y dos o mas de los siguientes ~ * Vomitos persistenies * Acumulacién de liquidos con insuficiencia
criterios: * Acumulacion clinica de liquidos respiratoria
* Nauseas, vomilo * Sangrado de mucosas
* Frupcion culanea * letargia, agilacion Sangrado intenso
* Molesiias y dolores * Hepaiomegalia >2 cm segtn la evaluacion del médico ralanie
* Prueba de torniquete positiva * laboralorio: aumento del hematocrito
* Leucopenia concurrente con rapida disminucion Compromiso organico grave
» Cualquier signo de alarma del nimero de plaquetas * Higado: AST 0 AIT 1000
* Sistema nervioso central: Alleracion de la
Dengue confirmado por laboratorio *[requiere esfricta observacion e conciencia
(importanie cuando no hay signos intervencion médica) * Corazon y otros 6rganos

de extravasacidn de plasma)

Fuente: Organizacion Mundial de la salud. Dengue. Guias para el diagndstico,

tratamiento, prevencion y control. 2009

Dengue sin signos de alarma: Paciente que presenta una enfermedad febril
aguda de hasta siete dias, acompafada de 2 o mas de los siguientes sintomas:
nauseas, vomitos, exantema, mialgias y artralgias, petequias o test positivo del
torniquete, leucopenia, y que ademas tenga antecedente de desplazamiento
(hasta 15 dias antes del inicio de sintomas) o que resida en un area endémica de

dengue.

Dengue con signos de alarma: Los signos de alarma son el resultado de un
incremento de la permeabilidad capilar y marcan el inicio de la fase critica. Entre
ellos se incluye: a) Dolor abdominal intenso abdomen doloroso al momento de la
palpacion; Dolor reflejo asociado a una gran cantidad de liquido extravasado hacia

las zonas perarrenales y perirrenales, que irrita los plexos nerviosos presentes en
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la region retroperitoneal. Asimismo, es un efecto de la extravasacion de liquido en
la pared de la vesicula biliar y las asas intestinales. b) Vomito persistente: definido
por tres 0 mas episodios en 24 horas, impidiendo una adecuada hidratacion oral y
contribuyen a la hipovolemia. ¢) Acumulacién clinica de liquidos: derrame pleural y
ascitis diagnosticados clinicamente, por la presencia matidez basal, ausencia de
frémito tactil basal, disminucion del murmullo vesicular basal, matidez cambiante u
onda ascitica. ¢) Sangrado de mucosas: documentado por epistaxis (espontanea
O no espontdnea) o gingivorragia (espontanea 0 no espontanea). d)
Hepatomegalia: palpacion del higado por debajo de la reja costal derecha de més

de 2 centimetros. €) Somnolencia y/o irritabilidad segun evaluacién clinica

Dengue Grave: Las formas graves de dengue se definen por uno o mas de los
siguientes criterios: a) choque por extravasacion del plasma y/o acumulacion de
liquido con dificultad respiratoria, y/o b) sangrado grave, y/o ¢) compromiso grave
de 6rganos. Se considera que el paciente esta en choque por extravasacion de
plasma, si la presion de pulso (diferencia entre las presiones sistélica y diastélica)
es igual o menos de 20 mm Hg, o la presién arterial media esta por debajo de 70
mm Hg o si hay signos de perfusion capilar (extremidades frias, llenado capilar
lento o pulso rapido y débil). La acumulacion de fluidos serosos en pulmén
suficientes para causar disnea. El sangrado grave segun evaluacion clinica
documentada por hematemesis, melenas, hematoquecia o hematuria. Esta
manifestacion de gravedad puede generarse por factores vasculares, desequilibrio
entre coagulacién y fibrindlisis, y trombocitopenia. Compromiso grave de 6rganos:
en pacientes con dengue grave puede presentarse miocarditos, encefalitis,
hepatitis (transaminasas >1.000 U/mL, colecistitis alitiasica, insuficiencia renal
aguda, y afeccion de otros organos, incluso en ausencia de extravasacion grave
del plasma o choque. Este compromiso serio de érganos es por si solo criterio de

dengue grave.

31



3.4 PATOGENESIS DE LA ENFERMEDAD

La patogénesis integral del dengue grave aun no ha sido establecida claramente.
Existen dos hipotesis principales que considerando la evidencia que las soporta,

podrian explicar las complicaciones de la enfermedad.

La primera y mas aceptada, es conocida como la hipétesis de la amplificacion
dependiente de anticuerpos (ADA). Esta, se fundamenta en la asociacion entre
infeccion secundaria con un serotipo heterélogo (una exposicién previa a un
serotipo diferente al que causa ahora la infeccion) y la enfermedad grave; y por el
riesgo que presentan, los infantes nacidos de madres inmunizadas contra el
dengue durante el primer afio de vida (34, 47 - 50). En la infeccion por un serotipo
de dengue (infeccién primaria), la respuesta inmune le confiere al paciente
proteccion permanente especifica para el respectivo serotipo (inmunidad
homotipica) y transitoria por unos meses para los demas serotipos (inmunidad
heterotipica) (51, 52). En la infeccibn secundaria, los anticuerpos heterdlogos
preexistentes no alcanzan niveles de neutralizacién del virus infectante suficientes
para controlar la infeccion (36, 50, 53). Por el contrario, se adhieren a los epitopes
de la superficie del virus heterélogo, formando un complejo virus-anticuerpo, que
une a los receptores Fc-y presentes en la membrana celular de los
monocitos/macrofagos y células endoteliales, incrementando el nimero de células
infectadas, la replicacion viral y la activacion de linfocitos T de memoria; asi como,
la consecuente cascada de citoquinas proinflamatorias (interferon- y (IFN-y),
interleuquina-2 (IL-2), factor de necrosis tumoral- a (TNF-a)) y mediadores

vasoactivos que aumentan la permeabilidad vascular (54 - 57).

La segunda hipétesis, esta relacionada con la virulencia del virus. Puesto que

algunas cepas que muestran una mayor virulencia y son asociadas con las formas
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graves de la enfermedad (58). El riesgo de desarrollar dengue grave, es mayor en
las infecciones secundarias con el virus del dengue de serotipo 2 en comparacion
con los otros serotipos; ademas, se han encontrado diferencias estructurales entre

las diversas cepas de dengue no grave y dengue grave (49, 52).

3.5 RESPUESTA INMUNE

En la infeccién por VDEN, las principales células diana son los monocitos, los
macrdfagos, las células dendriticas y los linfocitos CD4" y CD8", aunque in vitro se
ha reportado que infecta células endoteliales (38). Durante la infeccion primaria, la
célula infectada induce la liberacién de INF-y e INF-B, para controlar la infeccion.
Igualmente, mediante la presentacion antigénica se activan linfocitos T CD4" y
CD8", los cuales, inducen la liberacion de citoquinas de tipo anti-inflamatorio o pro-
inflamatorio (38, 59). En la infeccion secundaria, la ADA genera una expansion
masiva en la produccion de linfocitos T CD4" de memoria, sensibilizados en una
infeccion previa (serotipo heter6logo), para que proliferen y exacerben la
produccion de citoquinas tales como IFN-y, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 y TNF-q, asi
como la lisis de los monocitos infectados (35, 57). El resultado de la liberacion de
estas citoquinas, es la activacion de toda una cascada de citoquinas
proinflamatorias, las cuales serian responsables de estimular la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) en los fagocitos y las células endoteliales
mediante el estallido respiratorio, y por ende el incremento en la permeabilidad

vascular generada en dengue grave (22, 32, 33, 54) (ver figura 4y 5)

La respuesta los linfocitos T CD4" puede ser de tipo Th1, liberando principalmente
IFN-y, IL-2, y TNF-a, citoquinas responsables de la respuesta inflamatoria

mediada por células, hipersensibilidad retardada, dafio tisular en infecciones e
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enfermedades autoinmunes; o puede ser de tipo Th2, secretando las citoquinas IL-
4, IL-5, IL-6, IL-10, e IL-13, asociadas con la produccion de anticuerpos por los
linfocitos B (31). Se ha reportado, que en pacientes con dengue no grave la
respuesta predominante es de tipo Thl (66%); en contraste, la respuesta Th2 se
encuentra en el 71% de pacientes con dengue grave. Las citoquinas IFN-y y la IL-
10, son involucradas en la regulacion del cambio de respuesta de Thl a Th2,
siendo los macréfagos principalmente afectados por el perfil de citoquinas

presentes a su alrededor (59).

Figura 4. Inmunopatogénesis del dengue grave.
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La activacion del complemento, también parece jugar un papel importante en la
alteracion de la permeabilidad vascular (56). Esta activacion, es generada por
reconocimiento de la proteina estructural NS1 del virus por la fraccion C5a (56,

60).

Figura 5. Cascada de citoquinas inducida por el virus dengue
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3.6 ESTRES OXIDATIVO

3.6.1 Generalidades

A partir de los 50s se sugiri0 por primera vez que los niveles séricos de las
reactivas de oxigeno (anion superoxido 05, peroxido de hidrogeno H,O, y radical

hidroxil OH®) pudiesen estar asociados a enfermedad (61). En los ultimos afios,

este concepto ha sido incorporado al pensamiento clinico y es motivo de estudio
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en patologias cronicas y de etiologia infecciosa. Hoy se conoce que frente a la
agresion bioldgica existe en nuestro organismo una respuesta de primera linea, de
naturaleza antioxidante constituida por enzimas y eliminadores de radicales,
dirigida a preservar los tejidos y el endotelio vascular. Las moléculas mas
relevantes en esta respuesta, son las enzimas superoxido dismutasa, glutation
peroxidasa, glutation reductasa, catalasa (14). El desbalance en la produccion de
agentes oxidantes y la defensa antioxidante provoca un fenémeno llamado “estrés
oxidativo”, que conduce a cambios fisiolégicos y bioquimicos, provocando el
deterioro y muerte celular. El estrés oxidativo, se origina o bien por la deficiencia
de la respuesta antioxidante protectora o por incremento sérico de agentes
oxidantes cuya alta reactividad induce: peroxidacion lipidica, dafio de la membrana

celular, ruptura del ADN y degradacion proteica (14).

3.6.2 Mecanismos de generacion de estrés oxidativo en dengue

En la respuesta de fase aguda en la infeccion por dengue, las células infectadas
inducen la produccion de INF-y, para controlar la infeccion; simultaneo a este
proceso, los linfocitos T CD4" y CD8" activados secretan citoquinas de tipo
proinflamatorio (IL-1, IL-8 e TNF-a) (50, 59). Estas citoquinas, inducen la
estimulacién de neutréfilos y fagocitos para destruir el patégeno y la activacién de
la via NADPH oxidasa, por fosforilacion de sus componentes (efecto de los
mediadores secundarios intracitoplasmaticos PISK y PKC) (33). La sintesis del

anion superoxido 05, se da por activacion de esta via.

En respuesta a la produccion del radical de oxigeno, la enzima SOD cataliza la
reaccion para transformar los 0; circulantes a H,O,. Seguido a esto, las enzimas
GPx y catalasa de manera independiente convierten H,O, a H,O (33, 62). De no

darse la respuesta antioxidante normal, el H,O, podria reaccionar con 0; para
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formar el radical hidroxil OH® (por la reaccién de Fenton), una de las especies
ROS mas reactiva (62). Por otra parte, el 6xido nitrico (ON) sintetizado en el
endotelio, puede inducir la produccién de suficientes cantidades de 0; para
superar la accion de la SOD (63). EI ON reacciona rapidamente con O; para
generar el radical peroxinitrilo (ONOQ), el cual interactia junto con el OH® para
atacar los lipidos, proteinas y acidos nucleicos causando disfuncion en las células
del endotelio (23, 24, 29, 64).

A continuacion describiré las enzimas de mayor interés que actian en la barrera
antioxidante para controlar los niveles de especies reactivas de oxigeno y un
sistema que involucra a todas las moléculas antioxidantes llamado capacidad

antioxidante total.

La superdxido dismutasa, es una enzima que cataliza la dismutacién del anion
superoxido a una molécula de perdxido de hidrogeno y por lo tanto forma parte
crucial del mecanismo de defensa antioxidante celular (32,33). Se han
caracterizado tres tipos de SODs de acuerdo a su metal contenido en (Cu/Zn)-
SOD citosélica, MNnSOD mitocondrial y FeSOD extracelular. La funcion de la
superoxido dismutasa (SOD) es acelerar la dismutacion del radical superoxido
(03), produciendo durante un proceso oxidativo enérgico, peroxido de hidrégeno y

oxigeno molecular (32,33).

La enzima Glutation peroxidasa (GPx), cataliza la reduccion de hidroperéxidos,
incluyendo peréxidos de hidrogeno, por la reducciéon del glutation y funciona para
proteger a la célula del dafio oxidativo (32). Con la excepcion de fosfolipido
hidroperoxido de GPx, un monomero, todas las enzimas GPx son tetrameras de

cuatro subunidades idénticas. Cada subunidad contiene una selenocisteina en el
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sitio activo que participa directamente en la reduccion de dos electrones del
sustrato peroxido. La enzima utiliza glutation como el dltimo donador de electrones

para regenerar la forma reducida de la selenocisteina (33).

El sistema antioxidante de los organismos vivos incluye enzimas tales como la
superéxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa; macromoléculas tales
como albumina, ceruloplasmina, y la ferritina, y una gran variedad de moléculas
pequefas, incluyendo el acido ascorbico, a-tocoferol, B-caroteno, glutatién
reducido, acido Urico y bilirrubina. La suma de los antioxidantes enddgenos y los
derivados de los alimentos representa la actividad antioxidante total en el fluido
extracelular (32,33). Por lo tanto, la capacidad antioxidante total (CAT) puede dar
informacion biolégica mas relevante en comparacién con la obtenida por la
medicion de los componentes individuales, ya que considera que el efecto
acumulativo de todos los antioxidantes presentes en el plasma y los fluidos

corporales.

3.6.3 Antecedentes en Dengue

Durante los ultimos afios se ha sugerido la posible asociacion entre estrés
oxidativo y dengue (23-30). Gil et al., reportaron en 22 pacientes adultos con
dengue, no diferencias en la capacidad antioxidante total (CAT), niveles
significativamente mas altos de Potencial de peroxidacién (PP), Malonaldehido
(MDA) y enzima superoxido dismutasa (SOD) y niveles mas bajos de la de
glutation peroxidasa (GPx) e hidroperoxidos totales en los pacientes con dengue al
compararlos con los controles sanos (23).Un estudio que evalud esta asociacion
en 66 pacientes pediatricos con dengue, reporté incremento en los niveles de
superéxido dismutasa (SOD) (26,86+8,13 versus 2,31+0,97; p<0,005) vy
disminucién de la glutation peroxidasa (GPx) (0,45+0,16 versus 2,54+1,31;
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p<0,005) al compararlos con controles no febriles (p<0,005) (24). Klassen et al.,
determinaron la CAT y glutation en 9 sueros de pacientes con dengue,
encontrando niveles mas bajos en comparacion con controles sanos solo para el
glutation (25). En una cohorte en pacientes con dengue conducida por nuestro
grupo, una mayor frecuencia de cambios hemodindmicos (elevacion de la
frecuencia cardiaca) y sangrado espontaneo se observd en aquellos con niveles
elevados de GPx (31).

Por otra parte, estudios enfocados en la determinacion de los metabolitos
resultantes de la oxidacion de las proteinas y lipidos en pacientes con dengue,
soportan la idea de que el estrés oxidativo podria asociarse a la gravedad de la
enfermedad (26-29). Soundravally et al., exploran las alteraciones del estrés
oxidativo, mediante la oxidacién de proteinas en plasma en 86 pacientes con
dengue, reportando niveles significativamente mas altos de carbonilos proteicos
en suero (PCOs) y grupos sulfidrilos (DTNB) en pacientes con FDH/SCD al
compararlos con controles sanos. Sumado a esto, al comparar los niveles de estos
metabolitos en los diferentes niveles de gravedad, se observa diferencias con
concentraciones altas de PCOs y bajas de PBSH entre FDH/SCD y FD (P<0.001)
(26); sugieren para la prediccion de SCD, el valor de 6.13 nmol/mg de PCOs con
una sensibilidad y especificidad de 81% y 71.9% (27). Los niveles de CAT tienden
a ser mas bajos en pacientes con SCD al compararlos con FDH y FD (28). Sheet
et al., compara en 28 adultos con dengue los niveles de productos de acidos
hidroxieicosatetraenoicos (HETES), F2-isoprostanos (F2-IsoPs), y productos de la
oxidacion de colesterol (COPs) durante la fase febril, defervescencia y
convalecencia de la infeccidn, reportando niveles mas altos de HETEs en la fase

febril al compararlos con la convalecencia (29).
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3.7 BIOMARCADORES DE PREDICCION DENGUE GRAVE

Existe una gran fuente de informacioén que evalia marcadores de prediccion de la
gravedad en dengue. A continuacion se mencionan algunos, junto con sus

resultados.

Kalayanarooj et al., encontraron en muestras de nifios, de 72 horas de
enfermedad por dengue niveles plasméticos de AST mayores en los casos de
dengue grave en comparacion con dengue no grave (45).

Bozza et al.,, evalltan 17 citoquinas en 59 de casos de dengue confirmado
(muestras tomadas entre los dias 7 a 10), reportando un incremento significativo
de IL-1B, IFN-y, IL-4, IL-6, IL-13, IL-7 y GM-CSF, en pacientes con dengue grave
al compararlo con dengue no grave. En contraste, aumentaron los niveles de MIP-
1B en los pacientes con dengue no grave, comportandose como un marcador de

buen prondstico. (46)

Houghton-Trivifio et al., hallaron en 38 pacientes niveles mas altos de sST2 suero,
TNF-a, IL-8 e IL-10 en los casos de dengue graves en comparacion con los

pacientes con dengue no grave y los controles sanos. (64)

Villar-Centeno et al., en 125 casos con dengue grave y 120 controles con dengue
no grave, sugieren una asociacion de los niveles de PCR, LDH y albumina con la
gravedad de la enfermedad (p<0,001) (65). Asimismo, en 30 casos con dengue

grave y 30 controles con dengue no grave, encuentran niveles de ST2, TRAIL y
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TNFa significativamente mayores en dengue grave, comparados con los pacientes
no complicados (p<0,0001) (66)

Malavige et al., evaluaron los niveles séricos de IL-10 en 259 de los cuales (40
dengue grave) durante los dias 4-5 de enfermedad. Los pacientes fueron seguidos
hasta el momento de salida de hospitalizacion, en sus resultados reportan que la
IL-10 se asocia con la enfermedad grave (p = 0.001), se correlaciona con niveles
de transaminasa AST (Spearmans R = 0.16, p = 0.01) (67).

Los anteriores estudios, proponen moléculas como marcadores predictores de
gravedad. Durante la ejecucion, existen diferencias en el momento de la toma de
muestras, variables empleadas para definicion de caso, tamafio de muestras en
algunos casos pequefios y enfoque de andlisis disparejos entre ellos. Se
consideran de mayor importancia, aquellos que realizaron las mediciones en las
primeras horas de la enfermedad, antes de que se presenten manifestaciones
caracteristicas de gravedad ya que se trata de estudios para evaluar
biomarcadores de prediccion de gravedad.

3.8 MODELOS CLINICOS DE PREDICCION DE GRAVEDAD EN DENGUE
Se realiz6 una busqueda en Pubmed con los términos “clinical model prediction

dengue”, encontrandose los siguientes articulos de interés para nuestra

investigacion:
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Brasier et al., en el modelo de regresion logistica, sugieren que el aumento de las
concentraciones de IL-10 se asocian con una mayor probabilidad de dengue
grave, mientras que una disminucion del conteo de plaquetas y linfocitos se
asocian con una mayor probabilidad de dengue grave. Al evaluar la probabilidad
de discriminar entre un caso de dengue no grave y dengue grave, obtuvieron un
area bajo la curva ROC de 0,9615, mostrando un buen comportamiento del

modelo de regresion logistica para este conjunto de datos (68).

Huy Nt et al., proponen en su modelo de prediccion de choque por dengue la
inclusion de las variables, dia de admision, purpura/equimosis, efusion
pleural/ascitis, bajo recuento de plaquetas y presion de pulso estrecha, con un
area bajo la curva (AUC) de 0,73, sensibilidad de 68,3% y especificidad de 68,2%
(69).

Para la cohorte AEDES, se ha establecido un modelo clinico de prediccion de
gravedad, en el que se incluyen las variables, dolor abdominal, vomito persistente,
acumulacion clinica de liquidos, hemorragia menor, hepatomegalia, somnolencia e
irritabilidad [AUC=0,61 IC95%: 0,56 - 0,66, p=0.385]. Al incluir en el modelo la
variables deshidratacion, presién arterial media, nausea y dolor retroocular, la
probabilidad de predecir el desenlace de la enfermedad aumenta [AUC=0,71
IC95%: 0,66 - 0,76, p=0.401] (Villar LA. Comunicacién personal).
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el valor de los indicadores de estrés oxidativo en pacientes con dengue

como predictores de su gravedad.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Comparar los niveles de capacidad antioxidante total, superdxido dismutasa y la
actividad de glutatién peroxidasa, en pacientes con dengue durante las primeras

horas de inicio de sintomas (48 a 96 horas).

2. Estimar la asociacién entre los niveles de los indicadores de estrés oxidativo
observados en fase aguda de la infecciébn por dengue y el curso clinico de la

enfermedad.

3. Establecer la contribucion que hace al modelo clinico de prediccion de gravedad
en dengue, la inclusién de capacidad antioxidante total, superéxido dismutasa,

glutation peroxidasa como variables independientes.

4. Evaluar la asociacion entre los niveles de los indicadores de estrés oxidativo

observados tempranamente y marcadores intermedios de gravedad en dengue.
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5 JUSTIFICACION

Aproximadamente 2,5 billones de personas residen en areas con alto riesgo de
infeccion por dengue (5). La OMS calcula que ocurren 50 millones de casos de
dengue anualmente en el mundo (1). Durante el 2010, se present6 el mayor brote
de dengue en América con 1.8 millones de casos notificados (44.656 de estos
graves), de los cuales el 65% se concentraron en el cono sur; durante este afo,
1.167 personas fallecieron por complicaciones de la enfermedad (70). En
Colombia, el 75% del territorio nacional registra transmisién endémica urbana de
dengue (620 municipios) donde existe una poblacién a riesgo de 23’932.381

personas, concentrandose el 80% de la carga de la enfermedad en 100 municipios

(7).

Clinicamente, la enfermedad cursa como un cuadro febril leve, acompafado de
cefalea, mialgias, artralgias y dolor retroocular, que aunque autolimitado, tiene una
duracion de 7 a 10 dias. No obstante, el 15% de los casos evoluciona hacia
formas graves de la enfermedad, llegandose a presentar hasta un 5% de

desenlaces fatales (1, 4, 5).

Ante la ausencia de la terapia antiviral especifica, el tratamiento de la enfermedad
es sintomatico; sin embargo, la administracion de liquidos intravenosos,
antipiréticos y un seguimiento clinico cercano en los pacientes con mayor riesgo
de complicaciones puede llegar a reducir la mortalidad. No obstante, establecer de
forma temprana cuales pacientes son los sujetos que tienen mayor riesgo de
complicacion, resulta dificil para los clinicos tratantes, pues no se disponen de

suficientes herramientas tempranas de diagnostico que permitan realizar esta
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clasificacion. La busqueda de éstas, es una prioridad para la investigacion
aplicada en salud. Un posible abordaje en esta investigacion es la evaluacion del

stress oxidativo en el dengue.

Durante los ultimos afios se ha sugerido la asociacidon entre estrés oxidativo y
dengue (23-30). Un estudio conducido con 22 pacientes adultos reportd niveles de
superéxido dismutasa (SOD) y la capacidad antioxidante total (CAT)
significativamente mas altos y glutation peroxidasa (GPx) méas bajos en los pacientes
con dengue al compararlos con los controles sanos (23). Asimismo, un estudio que
evalub en pacientes pediatricos con dengue esta los niveles de enzimas
antioxidantes, reportd niveles de GPx y SOD anormales en el 96% y 94% de los
casos respectivamente al compararlos con los controles sanos (24). Klassen et al.,
determinaron la CAT en 9 sueros de pacientes con dengue, encontrando niveles
mas bajos en comparacidén con controles sanos (25). En una cohorte en pacientes
con dengue, una mayor frecuencia de cambios hemodinamicos (elevacion de la
frecuencia cardiaca) y sangrado espontaneo se observé en aquellos con niveles
elevados de GPx (30). Por otra parte, estudios enfocados en la determinacion de los
metabolitos resultantes de la oxidacion de las proteinas y lipidos en pacientes con
dengue soportan la idea de que el estrés oxidativo podria asociarse a la gravedad de
la enfermedad (26-29).

Si bien existe evidencia que indica la posible asociacién de la actividad oxidativa con
gravedad en dengue, los resultados de estos estudios no son concluyentes, pues
han sido realizados en muestras de pacientes tomadas en diferentes momentos de
la enfermedad, la edad poblacional es variable, los criterios usados para diagnoéstico
de infeccion son no uniformes, han empleado la clasificacion de WHO 1997, la cual
exhibe una baja sensibilidad para detectar casos de dengue grave. Por esta razon,

existe la necesidad de caracterizar adecuadamente las alteraciones de la actividad
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oxidativa que se presentan durante las primeras horas del sindrome febril por

dengue.

En este escenario, las alternativas disponibles para la evaluaciéon del estrés oxidativo
en los pacientes son, la determinacion de antioxidantes compuestos, como la
Capacidad antioxidante total (CAT) y las vitaminas; la medicion de enzimas
antioxidantes como superéxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx), la
catalasa y la glutation reductasa; o la evaluacién de metabolitos intermediarios de la
degradacion de lipidos, proteinas y acidos nucleicos.

La presente propuesta esta dirigida a evaluar la posible asociacion del dengue y su
gravedad con alteraciones en la actividad antioxidante, mediante la medicién de la
concentracion de capacidad antioxidante total, superdxido dismutasa y la actividad
de glutation peroxidasa; dado que, son la primera linea de defensa en nuestro
organismo para atacar las especies reactivas de oxigeno (ROS) generadas por los
fagocitos en la fase aguda de la infeccion. De confirmarse esta hipoétesis, la
realizacion de un ensayo clinico a mayor escala que evalle eficacia y seguridad de
antioxidantes en esta enfermedad seria biologicamente plausible. Para conocer el
plus de la mediciébn de estos indicadores, lo mejor es utilizar muestras de una
poblacidn cuyo estudio ya arrojo un modelo clinico de prediccién, como el caso de la
Cohorte AEDES.
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6 HIPOTESIS

H;: En pacientes con sindrome febril agudo por dengue los niveles de capacidad
antioxidante total, superéxido dismutasa y la actividad de glutation peroxidasa se

comportan como predictores tempranos de su gravedad.

Ho: En pacientes con sindrome febril agudo por dengue los niveles de capacidad
antioxidante total, superoxido dismutasa y la actividad de glutation peroxidasa no

se comportan como predictores tempranos de su gravedad.
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7 METODOLOGIA

7.1 TIPO DE ESTUDIO

Se evalud la hipotesis mediante un disefio de estudio de casos y controles
anidado en una cohorte. Para ello se utilizaron fuentes de informacion secundaria
y muestras bioldgicas (informacion clinica y de laboratorio obtenida en la primera
consulta y durante el seguimiento de la cohorte) recolectadas en el estudio
Multicéntrico AEDES .

7.2 POBLACION

La poblacion blanco para este estudio fue la informacion clinica y muestras
biolégicas de pacientes febriles sin foco aparente después del examen fisico; los
cuales fueron captados, durante el periodo comprendido entre 2009 y 2011,
residentes en ciudades con alta frecuencia de enfermedad por dengue en
Colombia (Bucaramanga, Piedecuesta, Floridablanca, Palmira y Barranquilla), las
cuales exhibieron tasas de incidencias promedio entre 147,3 y 559,9 x 100.000
habitantes durante la ultima década (7). En el cuadro 1, se puede observar los
centros de captacion y los niveles de atencion en los que se realizd el

reclutamiento de los sujetos para la cohorte AEDES.

" El estudio Multicéntrico “AEDES”, Abordando Areas Endémicas del Dengue para el Estudio de su Severidad, es una
cohorte prospectiva de pacientes ambulatorios y hospitalarios captados durante las primeras horas de la enfermedad,
realizada en areas de alta endemicidad de dengue en el pais (Bucaramanga y su drea metropolitana, Neiva, Cali, Palmira
y Barranquilla), en el periodo comprendido entre el mayo 2009 y abril 2011; financiado por Colciencias (1102-459-
21561).
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Cuadro 1. Centros de captacién de los participantes de la Cohorte AEDES

. Nivel de
Ciudad » Centro
atencion
_ I Centro de Salud Hospital del Norte
Barranquilla _ . )
1] Hospital Pediatrico de Barranquilla
I Hospital San Juan de Dios de Floridablanca
Bucaramanga Hyltv Clinica Materno Infantil San Luis
y su yltv Fundacion Oftalmolégica Carlos Ardila Lulle
area I Hospital Local de Piedecuesta
metropolitana I Hospital Local del Norte
Hyltv Hospital Universitario de Santander.

Palmira

Hospital Raul Orejuela Bueno de Palmira

7.3 DEFINICIONES

7.3.1 Caso

Pacientes con sindrome febril agudo por dengue confirmado/probable, que
durante el seguimiento presentaron hipotension (previamente definida en la base
para la cohorte AEDES) por al menos uno de los siguientes criterios: 1)
Taquicardia para la edad (71) y presion de pulso <20 mm Hg; 2) presién arterial
media disminuida para la edad (71); 3) presion arterial sistolica disminuida para la
edad en cualquier momento del seguimiento (71)) o sangrado mayor (definido por
la presencia de hematemesis 0 melenas). La alteracion de érganos, no fue incluida
como variable para definir caso, segun el informe de la OMS, este compromiso

requiere de definiciones mas precisas, la cuales estan en proceso de construccion

(71).
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7.3.2 Control

Pacientes con sindrome febril agudo por dengue confirmado/probable, que no
presentan los signos de alarma considerados por la OMS (5) al momento de
ingresar al estudio, ni durante el seguimiento. Entre estos signos clinicos se
incluyeron acumulacion clinica de liquidos, hepatomegalia, vomito persistente y

hemorragia menor.

7.3.3 Infeccién Confirmada por dengue

Se consideré infeccién confirmada por dengue, aquellos sujetos con reporte de
seroconversion (de negativo a positivo) 0 aumento mayor a 4 veces de los titulos
de IgM o IgG en muestras pareadas mediante la prueba de Ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) o resultados en muestra basal para
la prueba de reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-

PCR) positiva o prueba ELISA para la proteina NS1 positiva en muestra basal.

7.3.4 Infeccién probable por dengue

Se consideré una infecciébn por dengue probable en pacientes que presentara
reporte de una prueba de ELISA para IgM positiva en cualquier momento del

seguimiento.
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7.4 CRITERIOS DE INCLUSION

7.4.1 Paralacohorte AEDES

Los criterios de inclusion establecidos para la captacion de la informacion clinica y
muestras biolégicas en la cohorte AEDES fueron los siguientes: pacientes con 5 o
mas afos con sindrome febril agudo entre 48 horas y 96 horas de evolucion, sin
foco aparente después del examen fisico, con recuento plaquetario >50.000mm?y
con al menos dos de las siguientes manifestaciones: cefalea, dolor retroocular,
mialgias, artralgias, exantema, manifestaciones hemorragicas menores vy
leucopenia (<5000/mm3), segun definicibn operativa de la OMS de caso

sospechoso de dengue (5).

7.4.2 Para el estudio de casos y controles

En este estudio, se incluyeron aquellos sujetos que al verificar la base de
informacién recolectada en la cohorte, cumplieron con los siguientes criterios:
presentar un cuadro febril temprano (es decir, entre 48 a 96 horas de inicio de

sintomas), mayores de 5 afios, con manejo clinico ambulatorio e infeccion por

virus dengue confirmada/probable.

7.5 CRITERIOS DE EXCLUSION

7.5.1 Paralacohorte AEDES

Se excluyeron en la cohorte AEDES aquellos pacientes cuyo sitio de residencia

impidié completar el seguimiento requerido por el estudio. Presentar antecedente
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de cancer, SIDA, enfermedades del colageno, insuficiencia renal crénica, falla
cardiaca congestiva o trastornos hematolégicos o reporte de ingesta en los ultimos

ocho dias de corticoides.

7.5.2 Parael estudio de casos y controles

En esta propuesta se excluyeron aquellos sujetos que en la informacién clinica se
evidenciara la presencia de hemorragias mayores (melena, hematuria,
hematemesis, hematoquecia) y/o signos clinicos de extravasacion plasmatica
(derrame pleural, ascitis o hipotension) al momento del examen basal. Ademas,
aguellos sujetos que no contaban con sueros de linea de base almacenados a -
80°C para realizar la medicion de CAT, SOD y GPx.

Nota: como en nuestra investigacion se pretendia evaluar el rol de marcador de
prediccion de estrés oxidativo, solo consideramos la inclusion de sujetos que
fueron captados de manera ambulatoria, antes de las 96 horas de inicio de fiebre,
gue en la primera consulta no se evidenciara signos caracteristicos de la evolucién

a la gravedad del dengue .

7.6 TAMANO DE MUESTRA

Para la estimacion del tamafio de muestra, se tomaron los datos previos de
niveles de glutation peroxidasa en 22 pacientes adultos con dengue (23). Se
calcul6 un tamafio de muestra de 44 casos y 88 controles, teniendo en cuenta una
diferencia absoluta de medias del 20% en los dos grupos para GPx (24,04 U/ml vs
28,85 U/ml, DE+9.20) con un poder de 80%, un alpha 0.5 de doble cola, en
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relacion 1:2 de casos frente a grupo control, utilizando el programa estadistico
Stata SE, version 12.1.

Para la determinacion de la concentracion de SOD y CAT, contamos con un
namero (n) disponible de casos confirmados y probables mas bajo (n=59), puesto
que, por fallas técnicas de los reactivos las mediciones se realizaron en diferente
momento y durante la ejecucion del proyecto se realizé un panel de discusion para
hacer revisiobn del diagnéstico de laboratorio (excluyendo casos febriles
indeterminados, los cuales habian sido considerados inicialmente como
probables), afectando el tamafio de muestra por disponibilidad de los sueros.
Finalmente, el poder para la evaluacion de estos dos indicadores se disminuyo a
un 43,3% (alpha de 0,05).

7.7 VARIABLES

7.7.1 Variables Independientes

Se tomaron los datos obtenidos de la realizacion de las pruebas para determinar

los niveles de capacidad antioxidante total, superéxido dismutasa y la actividad de

glutation peroxidasa en los sueros de los casos y los controles.

7.7.2 Variable Dependiente o de resultado

Para evaluar la asociacion de los indicadores de estrés oxidativo y la progresiéon

de la enfermedad, se consider6 como variable dependiente la gravedad del

dengue: esta variable se precisO teniendo en cuenta, la presencia de sangrado
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mayor (definida por la presencia de melena, hematuria) durante el seguimiento o
hipotension (definida como presion arterial media inferior para la edad (71) o
presion de pulso inferior a 20 mm Hg o presion sistélica menor para la edad en
cualguier momento del seguimiento (71)). No se consideré la alteracion de

organos para definir esta variable, de acuerdo al informe de la OMS (72).

En el analisis de desenlaces intermedios (objetivo 4) se consideraron como
variables dependientes la transformacion logaritmica del recuento minimo de

plaquetas, hematocrito minimo, presion arterial media y presion de pulso.

7.7.3 Potenciales variables de confusién

Se consideraron como posibles variables confusoras, edad, género, horas de
evolucién de la enfermedad y tipo de infeccion (primaria o secundaria)'™; estas

variables se han asociado con la severidad de la enfermedad.

7.7.4 Otras posibles variables asociadas

Se consideraron cefalea, dolor retroocular, mialgias, artralgia, escalofrio, hiporexia
0 anorexia, tos, rinorrea u obstruccion nasal, odinofagia, prurito, nauseas, vomito,
diarrea, astenia, deshidratacién, exantema, temperatura, frecuencia respiratoria,
frecuencia cardiaca, presion arterial sistolica, presion arterial diastélica, presion
arterial media <70mmHg, presion de pulso <20mmHg, talla, peso, recuento de
leucocitos basal, recuento de plaquetas basal, albumina y proteina C reactiva.

™ La variable tipo de infeccidon se definid, mediante la deteccién de titulos de anticuerpos IgG por ELISA de
captura en muestra aguda. Aquellos sujetos que presentaron titulos de anticuerpos IgG superiores punto de
corte establecido para la prueba, fueron considerados como una infeccidn secundaria activa.
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Ver definicion de variables en el Anexo 1. Operacionalizacion de las

variables.

7.8 MUESTREO

Previo a la seleccion de los sujetos, se cre6 una base con aquellos codigos
identificadores que cumplieran con los criterios de inclusion y exclusion
mencionados anteriormente para este estudio. Enseguida, se realiz6 una auditoria
de la calidad de los datos, en la que se permitié corregir algunas inconsistencias
en esta base. Posteriormente, se realizé la seleccion de los casos y los controles
mediante muestreo aleatorio simple hasta completar el tamafio de muestra

planteado anteriormente, utilizando el programa estadistico Stata SE, versién 12.1.

7.9 ESPECIMEN DE ANALISIS
Sueros humanos tomados en la primera valoracién (entre 48 y 96 horas de inicio
de sintomas) de la cohorte de pacientes, almacenados a -80°C desde su toma

hasta el momento de realizar los ensayos (muestras que no han sufrido proceso

de descongelacion) en la seroteca del Grupo Epidemiologia Clinica.

7.10 MEDICION

Para la mediciébn de la capacidad antioxidante total, superdoxido dismutasa y

glutation peroxidasa, se emplearon estuches de la casa comercial Cayman
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Chemical (N° catalogo 703102 para GPx, 706002 para SOD y 709001 para CAT,
producidos en U.S.A)). Las pruebas fueron realizadas en el espectrofotometro
lector de microplaca Thermo Scientific Multiskan® Spectrum, con filtro de luz UV,
ubicado en el laboratorio del Centro de Investigaciones en Enfermedades
Tropicales (CINTROP). Previo a su montaje, los sueros fueron extraidos del
ultracongelador (-80°C), para someterlos a un proceso de descongelamiento

gradual (temperatura de -20°C, 4°C y por ultimo 25°C).

7.10.1 Determinacién Superdxido dismutasa.

La determinacién de SOD se realiz6 segun el protocolo de Sun et al. (73). En el
que se emplea una xantina oxidasa para generar radicales superoxido, los cuales
van a reaccionar con la sal de tetrazolio (oxidada) para formar el colorante
formazan (sal reducida). Midiéndose la actividad de SOD por el grado de inhibicion
de esta reaccion. Se definio una unidad de SOD como la cantidad de enzima
necesaria para inhibir el 50% del valor de la reduccién de la sal de tetrazolio, bajo
las condiciones del analisis. El ensayo detecta los tres tipos de SOD (Cu/Zn, Mn y
FeSOD).

Procedimiento: se pipeteo en cada pozo 200ul de radical detector (solucion de
sal de tetrazolio) y 10ul de muestra diluida (1:5). Para iniciar la reaccion se agrego
20ul de Xantina oxidasa a los pozos en uso. A continuacién, se agité la placa
durante 20 minutos a temperatura ambiente. El ensayo se realizé por duplicado,
leyendo la absorbancia a una longitud de onda de 450nm, con la temperatura
optima de 25°C. El rango de deteccion de este ensayo es de 0.025-0.25 U/ml,
cuando se obtuvieron valores extremos, se repitid la prueba con una dilucién

apropiada.
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Curva de Calibracion y calculo de resultados: Para cuantificar la enzima
presente en las muestras, se realiz6 una curva patrén con una solucién de SOD
(Cu/Zn) bovina diluida con la solucion tampén de muestra (50mM Tris-HCI, pH 8.0)
en 7 diferentes concentraciones (0, 0.025, 0.05, 0.1, 0.15, 0.2, 0.25 U/ml) (ver
Figura 6). El céalculo de los resultados se realizé utilizando las formulas sugeridas
por la casa comercial para esta prueba.

Figura 6. Curva de Calibracién Actividad SOD. Absorbancia en funcion de la
concentracion de la SOD (U/ml)

y=11,895x + 0,95

4,50 7 R? =0,9993
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2,50 -
2,00 -
1,50 -
1,00 & . ; ; . .
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
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Tasa de Linearidad

7.10.2 Determinacion de Capacidad antioxidante total

El kit de Cayman se basa en la capacidad de los antioxidantes en la muestra para
inhibir la oxidacién de ABTS® (2,2"-azino-di-[3-sulfonato de etilbenzotiazolina]) a
ABTS®" por la Metmioglobina (una peroxidasa) y H,O,. La cantidad de ABTS®
producida puedes ser cuantificada por lectura de la absorbancia a 750nm. La
capacidad de los antioxidantes en la muestra para prevenir la oxidacién de ABTS
se compara con la de Trolox, un analogo de tocoferol soluble en agua, y es

cuantificada como equivalente milimolar de Trolox.
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Procedimiento: se sirvieron 10 pl del control/muestra diluida (1:20), junto con 10
pl de Metmioglobina y 150 pl de cromdgeno en cada pozo. Para iniciar la reaccion
se agrego tan pronto como fue posible (dentro de un minuto) 40ul de perdxido de
hidrogeno. Enseguida, se llevd la placa a agitacion durante 5 minutos a
temperatura ambiente. El ensayo se realizé por duplicado, leyendo la absorbancia
a una longitud de onda de 750nm, con temperatura 6ptima de 25°C. Esta prueba
tiene un rango de deteccidon de 0.044-0.330 mM, cuando se obtuvieron valores por

fuera de este rango, se repitié con la dilucién apropiada.

Curva de Calibracion y célculo de resultados: Para la medicion de la capacidad
antioxidante total presente en las muestras, se realiz6 una curva patron con una
solucion de Trolox (acido 6-hidroxi-2,3,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) diluida
con la solucién tampén de ensayo (fosfato de potasio5 mM, pH 7.4, que contiene
cloruro de sodio 0,9% y 0,1% de glucosa) en 7 diferentes concentraciones (O,
0.045, 0.090, 0.135, 0.18, 0.225, 0.330) (ver figura 7). El célculo de los resultados
se realizé utilizando las formulas sugeridas por la casa comercial para esta

prueba.

Figura 7. Curva de Calibracién Capacidad Antioxidante. Absorbancia en funcion

de la concentracién de Trolox (mM)
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7.10.3 Determinacién Glutation peroxidasa

El protocolo del kit de glutation peroxidasa de Cayman esta basado en el método
Plagia and Valentine (74), el cual mide indirectamente la actividad de GPx por una
reaccion acoplada con glutation reductasa (GR). La Glutation peroxidasa (GPx)
cataliza la oxidacién del glutation (GSH) por hidroperéxido de cumeno. En
presencia de glutation reductasa (GR) y NADPH el glutation oxidado (GSSH) se
convierte inmediatamente en la forma reducida con una oxidacion concomitante de
NADPH a NADP®. La oxidacion de NADPH a NADP® se acompafia de una
disminucion en la absorbancia a 340 nm. La tasa de disminucion en el Azqo €s
directamente proporcional a la actividad de GPx en la muestra. Una unidad de
GPx, esta definida como la cantidad de enzima que puede causar la oxidacion de
1.0 nmol de NADPH a NADP+ por minuto a 25°C.

Procedimiento: se sirvieron 120 ul y 100 ul de solucién tampodn para ensayo para
el blanco y para controles/muestras diluidas (1:2), respectivamente. Adicionando
50 pl de co-sustrato de GPx (NADPH, glutatién y glutation reductasa). Se agreg6
20 pl de muestra o control segun corresponda, excepto en el pozo del blanco.
Para iniciar la reaccion se adicionaron 20ul de hidroperéxido de cumeno a los
pozos en uso, tomando el tiempo preciso de inicio de la reaccion tan rapido como
sea posible, agitando la placa cuidadosamente por pocos segundos. El ensayo se
realizé por duplicado, leyendo la absorbancia una vez cada minuto a 340nm hasta
obtener 6 puntos (0, 1, 2, 3, 4 y 5 minutos). El rango de deteccion de esta prueba
es de 50-344 nmol/min/ml, cuando se obtuvieron valores por fuera de este rango,
se repitio la prueba con la dilucion apropiada. Nota: la absorbancia inicial de las
muestras y el control debia ser entre 0.5y 1.2.
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Calculo de resultados: se determind el cambio en la absorbancia por minuto.
Para calcular la pendiente (tasa) de la porcion linear de la curva se graficaron los
valores de las absorbancias para cada muestra en funcién del tiempo (ver figura
8). Enseguida, se determiné la tasa de reaccion de AAzs/min de las muestras y los
controles. Finalmente, se uso la siguiente formula para calcular la actividad de la
GPx.

AA340/min 0.19ml

0.00373uM~1 X 0.02ml X F de dil. muestras = nmol/min/ml

Actividad GPx =

Figura 8. Modelo de una curva de actividad enzimatica de GPX.
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7.11 ANALISIS ESTADISTICO

Realizamos descripcion estadistica de los datos, con estimacion de medias
(desviaciones estandar) y conteos (proporciones) para variables continuas y
discretas, respectivamente. Evaluamos la presunciéon de distribucion normal para

las variables continuas mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Describimos aquellas
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variables que no seguian dicha distribucion mediante medianas (rango

intercuartilico) y alternativamente fueron transformadas a la escala logaritmica.

Evaluamos diferencias entre casos y controles mediante pruebas t de Student
para variables continuas con distribucion normal o la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis para aquellas con distribucion no normal. En el caso de variables
independientes discretas, empleamos la prueba x2 o la prueba exacta de Fisher
cuando el conteo esperado de alguna celda en las tablas de contingencia era

inferior a 5.

Adicionalmente, implementamos el método de regresion logistica para estimar la
fuerza de la asociacién entre las variables independientes de interés, es decir, las
relacionadas con el estado antioxidante de los pacientes en la linea de base, y la
condicion de caso o control. Estimamos odds ratios (ORs) e intervalos de
confianza del 95% (IC95%) para los cuartiles de la distribucion de los marcadores
del estado antioxidante, tomando como referencia el primer cuartil (C1) sin ajuste
(Modelo 1), ajustando por edad, género, horas de fiebre al momento del ingreso
del paciente al estudio y tipo de infeccién (Modelo 2) e incluyendo las variables del
modelo de prediccién se gravedad establecido para la Cohorte AEDES (Modelo
3)H,

Finalmente, conducimos un analisis considerando como variable dependiente
desenlaces intermedios, especificamente, el cambio en el recuento de plaquetas,

el hematocrito o la presion arterial media y de pulso durante el periodo de

* /. Y . . . .

El modelo clinico de prediccion de severidad para la cohorte AEDES, incluye las variables dolor abdominal,
vomito persistente, acumulacién clinica de liquidos, hemorragia menor, hepatomegalia, somnolencia e
irritabilidad, deshidratacién, presidn arterial media, nausea y dolor retroocular.
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seguimiento. Para este fin, dicotomizamos cada uno de los marcadores de estado
antioxidante empleando como punto de corte sus medianas. Mediante regresion
lineal maltiple, implementando estimacion de varianza robusta para corregir por la
utilizacion de multiples observaciones por individuo, evaluamos separadamente
para cada desenlace intermedio, si su nivel medio o tasa de cambio diferia segun
el estado o respuesta antioxidante en la linea de base ajustando por las
covariables edad, género y horas de fiebre al momento del ingreso al estudio.
Formalmente, determinamos si el cambio (lineal o no lineal) de cada desenlace
intermedio durante el seguimiento fue o no diferente entre los niveles de
concentracion de cada indicador de la respuesta antioxidante mediante la
evaluacion de interacciones entre dichos niveles y las tasa de cambio del

desenlace.

Para todas las pruebas de hipotesis consideramos un nivel de significancia
estadistica del 5% (p<0.05) a dos colas. Los andlisis fueron conducidos en el

programa estadistico Stata SE, version 12.1.
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8 CONSIDERACIONES ETICAS VIGENTES

Esta investigacion se encuentra anidada al estudio AEDES (Cédigos 1102-459-
21561), por lo tanto la informacién clinica y muestras biolégicas son secundarias.
Ademas, los pacientes permitieron en el consentimiento informado que las
muestras de sangre fueran almacenadas y usadas en estudios de factores
bioquimicos asociados a la gravedad de la enfermedad (Anexo 2). Por
consiguiente, no se requirié recolectar nueva informacion, ni muestras sanguineas

adicionales.

Para resguardar el anonimato de los pacientes que participaran en esta
investigacién, se manejaran coédigos identificadores propios de cada en la
selecciéon de los sueros y en el andlisis de los resultados, manteniendo la
confidencialidad de su informacion personal. En ningdn momento se revelaran
datos personales como nombre, nimero de documento de identidad o fecha de
nacimiento. La historia clinica que sera revisada de los pacientes participantes,
tendra el mismo trato que determina la ley Colombiana para las instituciones de
salud, considerando que se trata de un documento privado, obligatorio y sometido

areserva.

El estudio Multicéntrico AEDES es un estudio de caracter observacional, en el cual
se tomaron muestras de sangre a los pacientes. De acuerdo a la Resolucion
008430 de 1993 del Ministerio de Salud, el estudio calific6 como una

"Investigacién de riesgo minimo".
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Basados en la ultima actualizacion (2009) del libro “Principles of biomedical ethics”
de Beauchamp vy Childress analizamos los 4 principios éticos en lo referente a

este estudio:

* Autonomia: Este principio no aplica, ya que es un estudio observacional, sin
intervencion de pacientes; por ello no se afecta desde ningun punto de vista la

dignidad del sujeto.

» Beneficencia: No aplica directamente a los pacientes, debido a que la
informacion clinica y muestras biolégicas de los pacientes a evaluar en el estudio,
estan disponibles en el banco de muestras biologicas y las bases de datos que
administra el grupo de Epidemiologia Clinica, de la Universidad Industrial de
Santander, por lo que la informacién generada, no es relevante para el manejo
clinico en el momento de obtenerse los resultados, ni en caso de que llegasen a
sufrir un nuevo episodio de dengue. Pero si aplica y se cumple este principio ya
que hara todo el bien a la poblacion que se encuentra en riesgo de enfermar o
morir por dengue, ya que contribuira con nueva informacién que permitira la toma

de decisiones clinicas que aseguren un mejor abordaje del paciente con dengue.

* No maleficencia: Como hemos aclarado anteriormente al no haber ninguna
intervencidn en pacientes, no causa dafio a los deméas. Se cumple el principio

prioritario primun non nocere (lo primero es no hacer dafo).

+ Justicia: Al no involucrar manejo de pacientes, el principio de justicia no aplica al
referirse a la obligacién de igualdad en los tratamientos y, en lo que respecta al

estado, a la equitativa distribucién de recursos para la sanidad, los hospitales, etc.
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Pero si aplica 'y se cumple al referirse de que uno de los productos esperados sera

generar conocimiento y herramientas en salud publica.

Esta investigacion fue previamente aprobada por el Comité de ética de la
Universidad Industrial de Santander (Cddigo de aprobacién 7083 P11.02)
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9 PRESUPUESTO

Este estudio se realizd con informacion obtenida en el proyecto AEDES, por esta
razén solo se incluyeron los gastos generados por: pago de honorarios estudiante
de maestria (durante 5 semestres), el costo de los estuches comerciales de los
marcadores de estrés oxidativo, costo de una publicacion cientifica, y gastos
administrativos para papeleria, transportes, material fungible necesarios para el
desarrollo de este estudio. Asimismo, la contrapartida en especie de la universidad
en equipos de oficina y laboratorio, bases de datos de la biblioteca, software para
el analisis de los datos y apoyo para participacidbn en un evento académico

internacional, para la socializacion de los resultados. (Ver Anexo 3)

66



10 CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

o 2014
.N. Actividad -
Actividad Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sept Oct Nov Dic
1 Elaboracién de la propuesta con
observaciones de evaluadores
2 Aprobacion de comité de ética
3 Control de Calidad de la base de
datos
4 Seleccion de los casos y los
controles
5 Extraccion de muestras de la
seroteca
6 Andlisis de Laboratorio
. Andlisis y discusion de los
resultados obtenidos.
8 Divulgacion de resultados
9 Informe Final

67



11 TRAYECTORIA DEL GRUPO

El grupo de Epidemiologia Clinica est4 adscrito al Centro de Investigacion
Epidemiolégica (CIE) de la UIS, clasificado por COLCIENCIAS en la categoria de
reconocido B. Ha recibido financiacién de esta institucion para adelantar estudios
en el tema de dengue y Sindrome febril Agudo en 5 ocasiones. Entre ellos, los
proyectos "ldentificacion de Marcadores Tempranos de Severidad en Dengue"
(1102-04-12919), “Validacion de una Definicion Clinica de Dengue y Evaluacion
de su Utilidad para ldentificar Tempranamente las Condiciones Asociadas a
Hospitalizacién” (1102-04-18205), Etiologia y caracterizacién clinica del sindrome
febril agudo inespecifico en un area urbana colombiana endémica de dengue
(1102-343-19192), El estudio Multicéntrico “AEDES”, Abordando Areas Endémicas
del Dengue para el Estudio de su Severidad (1102-459-21561) y Factores De
Riesgo Asociados A Mortalidad Por Dengue En Adultos Y Nifilos Durante Una
Epidemia En Areas Endémicas De Colombia (110-2569-34490) (en curso). Cuenta
con la financiacion del International Vaccine Institute “IVI”, para el proyecto
“Burden of dengue infection in children and adults of Piedecuesta, Santander,
Colombia” (en curso) y con la financiacion del fondo de ciencia y tecnologia del
Sistema General de Regalias de Colombia para el Programa “Desarrollo
Investigacion aplicada para contribuir a un modelo efectivo y sostenible de
intervencion del dengue en Santander, Casanare y Valle del Cauca” (en curso). El
tutor (Luis Angel Villar) ha participado en los estudios mencionados. De igual
forma, de los resultados de estos proyectos se han generado varias publicaciones

nacionales e internacionales sobre el area.
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12 RESULTADOS

La cohorte AEDES reclut6 un total de 2.004 pacientes febriles, de los cuales 1.021
tuvieron pruebas de laboratorio positivas para infeccién por dengue (Figura 9). Al
considerar los criterios de inclusion, 280 paciente eran mayores de 5 afios de
edad, captados de manera ambulatoria, entre 48 y 96 horas de inicio de sintomas.
Al asignar la clasificacion de acuerdo a la definicion de caso, 163 fueron controles
de dengue no grave y 50 casos de dengue grave, con un grupo intermedio de 67
sujetos (presencia de signos de alarma durante el seguimiento). Se incluyeron 132
sujetos en esta investigacion. Realizandose la medicién de actividad de GPx en 88
controles y 44 casos, y la medicién de concentraciones de CAT y SOD en 32
controles y 27 casos.

Figura 9. Flujograma de seleccion de sujetos de acuerdo a los criterios de
inclusién y exclusién del estudio en la Cohorte AEDES.
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En el andlisis de desenlaces intermedios, se incluyeron los 132 sujetos con
pruebas de GPX, todos tenian datos de presion arterial media (PAM) y presién de
pulso (PP) y solo 70 contaban con datos de plaquetas y hematocrito. De los 59
sujetos con CAT y SOD, todos contaban informacion de PAM y PP y solo 36 con

plaquetas y 37 de hematocrito.

12.1 ANALISIS CASOS Y CONTROLES DE DENGUE SEGUN SU GRAVEDAD

La media de la edad de los participantes en la muestra fue 25,2 afios, con una
mayor contribucion de pacientes menores de 15 afios en el grupo de casos (43,2
vs. 27,3%, p=0.066; Cuadro 2). No observamos diferencias estadisticamente
significativas en cuanto a la distribucion por género, horas de enfermedad o tipo
de infeccion. Las variables clinicas y de laboratorio evaluadas durante la primera
consulta al ingreso de la cohorte muestran una distribucion homogénea entre los
casos Yy los controles, excepto: prurito (22,7% vs 43,2%, p=0,021), deshidratacion
(36,4% vs 7,8%, p=0,000), presion arterial sistélica (106,5 mmHg vs 113,1 mmHg,
p=0,003), presion arterial diastolica (66,5 mmHg vs 70,3 mmHg, p=0,014), presion
arterial media (79,8 mmHg vs 84,6 mmHg, p=0,005), peso (47,2 Kg vs 55,6 Kg,
p=0,022) y la albumina (4,3mm/dl vs 5,0mg/dl, p=0,002) (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Caracteristicas demograficas y clinicas al momento de ingreso al
estudio de acuerdo a la severidad

) Casos Controles
Variable Total p
(n=44) (n=88)

Género femenino 23 (52,2)* 42 (47,7) 65 (49,2) 0,622
Edad (5-14 afos) 19 (43,2) 24 (27,3) 43 (32,6) 0,066
Horas de enfermedad

48 horas 5(11,4) 18 (20,4) 23 (17,4) 0,389

72 horas 19 (43,2) 31(35,2) 50(38,8)

96 horas 20 (45,4) 39 (44,3) 59 (44,4)
Infeccién Primaria 21 (50) 44 (52,4) 65 (51,9) 0,802
Sintomas
Cefalea 39 (88,6) 83 (94,3) 122 (92,4) 0,205
Dolor retroocular 30 (68,2) 67 (76,1) 97 (73,5) 0,329
Mialgias 41 (93,2) 85 (96,6) 126 (95,4) 0,400
Artralgia 30 (68,2) 71 (80,7) 101 (76,5) 0,110
Escalofrio 41 (93,2) 81 (92,0) 122 (92,4) 0,559
Hiporexia/Anorexia 10 (22,7) 23 (26,1) 33 (25.0) 0,670
Tos 32 (72,7) 58 (65,9) 90 (68,2) 0,428
Rinorrea 16 (36,4) 22 (25,0) 38 (28,8) 0,174
Odinofagia 12 (27,2) 28 (31,8) 40 (30,3) 0,592
Prurito 10 (22,7) 38 (43,2) 48 (36,4) 0,021
Nauseas 27 (61,4) 54 (60,4) 81 (61,4) 1,000
Vémito 15 (34,1) 21 (23,8) 36 (27,8) 0,214
Diarrea 12 (27,3) 28 (32,8) 40 (30,3) 0,592
Astenia 20 (45,4) 42 (47,7) 62 (46,9) 0,362
Deshidratacion 16 (36,4) 7 (7,8) 23 (17,4) 0,000
Exantema 13 (29,5) 31 (35,2) 44 (33,3) 0,514

* Los valores en las celdas se representan en conteos (proporciones).
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Cuadro 2. Continuacion

VAT Casos Controles —_— )
(n=44) (n=88)
Signos
Temperatura (°C) 36,9+0,9" 36,8+0,9 36,8+0,9 0,382
FR (Resp/min) 18,2+3,1 18,7+2,4 18,5+2,6 0,084
FC (Lat/min) 82,0x14,4 79,9+12,1 80,7+12,9 0,610
PAS (mm Hg) 106,5£10,7 113,1+11,9 110,9+11,9 0,003
PAD (mm Hg) 66,5+8,4 70,3+7,7 69,0+8,1 0,014
PAM (270 mm Hg)* 6(13,6) 2(2.3) 8(6.1) 0,010
PP (=20 mm Hg)* 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) -
Talla (cm) 153+16,7 158,0+18,0 156,4+17,7 0,113
Peso (Kg) 47,2+16,3 55,6+19,1 52,8+18,6 0,022
Andlisis de laboratorio*
Leucocitos/mm 3.375+1.037 3.425+1.209 3.407+1.076 0,984

Plaquetas/mm?® 138.960+47.261 146.255+44.709 143.650+45.431 0,524
Albumina (mg/dl) 4,3+0,4 5,0+0,4 4,740,5 0,002
PCR (mg/dl) 16,4+12,6 13,0+13,4 14,6212,9 0,407

*Valores en las celdas representan medias (desviacion estandar). * Los valores en
las celdas se representan en conteos (proporciones). FR: frecuencia respiratoria.
RC: frecuencia cardiaca. PAS: presion arterial sistolica. PAD: presion arterial
diastolica. PAM: presion arterial media. PP: presion de pulso. PCR: proteina C

reactiva.

Entre 48 y 96 horas de inicio de sintomas por dengue, se observa mayor
concentracion en suero de CAT (2,1 mM vs 1,7 mM) y SOD (6,7 U/ml vs 5,9
U/ml), en el grupo de dengue grave comparado con los niveles del grupo control ;

estas diferencias, exhiben una probabilidad marginal de ser estadisticamente
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significativas (p=0,057 y p=0,052, respectivamente). La actividad de la enzima
GPx, no muestra diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
evaluados (125,4 mmol/min/ml vs 132,7 mmol/min/ml, p=0,207) (cuadro 3) (figura
10).

Cuadro 3. Resultados de los indicadores de estrés oxidativo realizados en fase

aguda de la enfermedad por dengue

Variable Dengue grave Dengue no grave Total p
CAT* 2,1 (1,8-2,6)’ 1,7 (1,2-2,3) 2,0 (1,3-2,4) 0,057
SOD* 6,7 (5,6-7,7) 5,9 (4,9-7,0) 6,3 (5,3-7,3) 0,052

GPx* 125,4 (115,3-144,1) 132,7 (118,3-145,8) 131,2 (117,7-145,6) 0,207

*Dengue grave (n=27) y dengue no grave (n=32). ' Dengue grave (n=44) y dengue

no grave (n=88). 'Los valores en las celdas se representan en medianas (C1-C3).

Figura 10. Concentracion CAT, SOD vy la actividad de GPx en casos de dengue

grave y dengue no grave

Dengue Grave Dengue no Grave Dengue Grave Dengue no Grave
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150

100
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Al evaluar la fuerza de asociacion entre los marcadores indicadores de estrés
oxidativo y el desenlace dengue grave, se observd que los odds ratio (OR)
asociados al segundo, tercer y cuarto cuartil de CAT ajustados por edad, género,
horas de fiebre al ingreso y tipo de infeccion (Modelo 2) fueron 5,26 (IC95%: 0,93-
29,7), 5,06 (IC95%: 1,02-25,1) y 4,87 (IC95%: 0,92-25,7). Los ORs
correspondientes a los mismos cuartiles de concentracion de SOD fueron 2,50
(1C95%: 0,50-12,7), 2,58 (IC95%: 0,45-14,8) y 6,59 (IC95%: 1,07-40,4), y para
GPx 1,19 (1C95%: 0,43-3,29), 0,49 (IC95%: 0,15-1,56) y 0,94 (1C95%: 0,31-2,90)
(ver cuadro 4).

Cuando se incluyeron como variables de ajuste las consideradas en el modelo de
prediccion de gravedad de la cohorte AEDES (modelo 3, cuadro 4), se observé
para el cuartil 3 (2,23mM) de CAT un OR de 7,40 (IC95%: 1,25-43,5).

En la evaluacion de la contribucion que hace al modelo clinico de prediccién de
gravedad de la cohorte AEDES la inclusién de los indicadores de estrés oxidativo,
se obtiene para el modelo base (132 sujetos) un area ajo la curva (AUC) de 0,74
con intervalo de confianza del 95% entre 0,65 y 0,83. Ademas, al introducir de
manera independiente cada indicador de estrés oxidativo se obtuvieron las
siguientes AUC (95%): 0,80 (0,69 - 0,92), 0,77 (0,65 - 0,90) y 0,76 (0,67 - 0,85),
para CAT, SOD y GPx, respectivamente (Cuadro 5).
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Cuadro 4. Asociacion de CAT, SOD y GPX con la gravedad de la enfermedad por

dengue

Indicador

Modelo 1*
OR (I1C95%)

Modelo 2}
OR (IC95%)

Modelo 3
OR (IC95%)

CAT (mM)
C1(1,13)
C2 (1,81)
C3 (2,23)
C4 (3,17)

SOD (U/ml)
C1(4,77)
C2 (5,93)
C3 (6,90)
C4 (10,1)

GPx (mM/min/ml)

C1 (104,5)
C2 (125,6)
C3 (139,2)
C4 (161,8)

1,00
4,08 (0,86-19,4)
5,25 (1,15-23,9)
4,08 (0,86-19,4)

1,00
2,63 (0,57-11,9)
3,42 (0,75-15,7)
4,80 (0,98-23,5)

1,00
1,18 (0,45-3,11)
0,47 (0,16-1,39)
0,81 (0,29-2,23)

1,00
5,26 (0,93-29,7)
5,06 (1,02-25,1)
4,87 (0,92-25,7)

1,00
2,50 (0,50-12,7)
2,58 (0,45-14,8)
6,59 (1,07-40,4)

1,00
1,19 (0,43-3,29)
0,49 (0,15-1,56)
0,94 (0,31-2,90)

1,00
5,33 (0,85-33,4)
7,40 (1,25-43,5)
4,96 (0,85-28,9)

1,00
3,41 (0,59-19,7)
2,53 (0,42-15,5)
4,41 (0,68-28,5)

1,00
1,26 (0,42-3,76)
0,51 (0,15-1,77)
0,86 (0,25-2,96)

*Datos crudos. ' Ajustando por edad, género, horas de fiebre al ingreso y tipo de

infeccion. 'Incluye en ajuste modelo de prediccién severidad cohorte AEDES.
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Cuadro 5. Andlisis de curva ROC (AUC) del modelo de prediccién de gravedad de
dengue y los indicadores de estrés oxidativo.

Modelo de Prediccion AUC (1C95%)
Base (n=132)* 0,74 (0,65 - 0,83)
CAT (n=59) 0,80 (0,69 - 0,92)
SOD (n=59) 0,77 (0,65 - 0,90)
GPx (n=132) 0,76 (0,67 - 0,85)

*Ajuste por modelo de prediccion de gravedad de la cohorte AEDES
(informacion de primera consulta de las variables: edad, horas de enfermedad en

la inclusion, ndusea, dolor retroocular, deshidratacién y presion arterial media)

12.2 ANALISIS DE DESENLACES INTERMEDIOS

Para el andlisis de desenlaces intermedios, se dicotomizaron las variables
concentracion CAT, SOD y actividad enzimatica de GPx, de acuerdo a sus

medianas (2,1 mM, 6,4 U/mly 131,9 mmol/min/ml, respectivamente).

Evaluamos las diferencias entre las variables de desenlace intermedio (plaquetas
minimas, hematocrito maximo, presion arterial media y presion de pulso) de
acuerdo a la concentracion de CAT, SOD vy la actividad GPx dicotomizados,
encontrando una menor cantidad de plaquetas en el grupo con CAT=2,1mM, en
comparacion con el grupo con CAT<2,1mM, siendo la diferencia estadisticamente
significativa (valor p=0,026) (Cuadro 6). Las demas variables evaluadas no
mostraron diferencias entre los grupos evaluados (p>0,05), aunque se observa

leve tendencia a hemoconcentracion, hipotension para GPxy SOD (Cuadro 7, 8).
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Cuadro 6. Diferencias en la linea de base para desenlaces intermedios de

acuerdo a la concentracion de CAT

Variable n CAT <2,1 n CAT22,1 Total Valor p
Log (Plaquetas) 21 11,9+0,23 15 11,6+0,59 11,8+0,44 0,026
Hematocrito 21 40,1+4,07 16 42,3+3,70 41,0+4,02 0,097
PAM 33 82,7+9,45 26  83,7+8,94  83,119,16 0,685
PP 33 41,1+7,27 26  43,2+10,66 42+8,91 0,366

" Valores en las celdas representan medias (desviacién estandar).

Cuadro 7. Diferencias en la linea de base para desenlaces intermedios de

acuerdo a la concentracion de SOD

Variable n SOD <6,4 n SOD=6,4 Total Valor p
Log (Plaquetas) 23 11,84+0,35 13 11,8+0,57  11,8+0,44 0,619
Hematocrito 24 40,8+4,07 13 41,5+4,06 41,0+4,02 0,661
PAM 40 84,1+9,24 19 81,248,94  83,1+9,16 0,270
PP 40 42,249,53 19 41,6+7,65 42+8,91 0,805

" Valores en las celdas representan medias (desviacion estandar).

Cuadro 8. Diferencias en la linea de base para desenlaces intermedios de

acuerdo a la actividad de GPx

Variable n GPx <131,9 n GPx2131,9 Total Valor p
Log (Plaquetas) 39 11,8+0,40 31 11,8+0,32  11,840,37 0,190
Hematocrito 39 40,3+3,52 31 41,6%4,06  40,9+3,79 0,160
PAM 71 82,218,44 61 83,9+8,63 82,918,63 0,265
PP 71 41,3+8,75 61 42,648,99 41,9+8,86 0,377

" Valores en las celdas representan medias (desviacién estandar).
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En general, el conteo de plaquetas disminuy6 durante los primeros 2 a 3 dias de
seguimiento para luego incrementar. Observamos que los pacientes con
concentracion de CAT=2,1 mM tuvieron menor logaritmo del conteo de plaquetas
tanto en la linea de base como durante el seguimiento (linea azul), comparados
con quienes tuvieron concentraciones de CAT<2,1 mM (linea roja). La diferencia
media en el logaritmo entre los grupos evaluados de 0.4 unidades
(aproximadamente 60.498 plaquetas/mm?®). Esta diferencia estadisticamente
significativa (p=0,022) y se mantiene constante a lo largo del todo el seguimiento,

ajustando por edad, género y horas de fiebre al ingreso de estudio. (Ver figura 11).

Figura 11. Evolucion del recuento de plaquetas (con trasformacion logaritmica) en

los pacientes con infeccion por dengue durante su seguimiento
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Ecuacidn linea roja: log (plaquetas)= 12,12 - 0,25 (dia) + 0,04 (dia)

2
Ecuacion linea azul: log (plaquetas)= 11,72 - 0,25 (dia) + 0,04 (dia)
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13 DISCUSION

13.1 HALLAZGOS PRINCIPALES

Dado que el tratamiento de la enfermedad por Dengue es de naturaleza
sintomatico, es necesaria la busqueda de biomarcadores que permita al clinico
identificar tempranamente cuando un paciente evolucionara a dengue grave. Lo
anterior es especialmente significativo, si consideramos que en la historia natural
de la enfermedad la presencia de los signos de alarma coincide con la
desaparicion de la fiebre (fase critica) (5). En los ultimos afios, se ha evaluado el
rol de biomarcador pronéstico de algunas citoquinas y marcadores bioquimicos
(64 - 69, 75, 76) e inclusive algunas publicaciones de nuestro grupo han mostrado
resultados prometedores sobre este tema; sin embargo, la determinacién de estas
aun no ha sido incluidas en el manejo clinico del paciente. Posiblemente, por su
alto costo y nivel de complejidad para la realizacion, la falta de estudios que
evalien su reproducibilidad y tiempos prolongados para la obtencion de los
resultados (13, 77). En este trabajo de investigacion, se abordd la evaluacion de la
concentracion de capacidad antioxidante total (CAT), y las enzimas superéxido
dismutasa (SOD) y glutatibn peroxidasa (GPx) como posibles predictores de la
gravedad en la infeccion por dengue en una cohorte de pacientes captados de

manera ambulatoria, durante las primeras horas de inicio de sintomas.

El estrés oxidativo parece jugar un papel importante en la patogénesis del dengue.
En la respuesta de fase aguda de la infeccion, la liberacion de la cascada de
citoquinas proinflamatorias desencadena la activacion de la via de produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) (31, 50, 59, 33). Ante el aumento de
radicales de oxigeno libre y el desbalance de la actividad en la defensa

antioxidante, coexisten reacciones entre los diferentes tipos de radicales, de
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manera que se forman especies reactivas con mayor potencial para afectar las
células endoteliales. ElI H,O, podria reaccionar con O; para formar el radical
hidroxil (OH®), y el ON con el 03 para generar el radical peroxinitrilo (ONOO);
estos dos compuestos, interactlan en conjunto para atacar potentemente los
lipidos, proteinas y é&cidos nucleicos causando disfuncion en las células del
endotelio, lo cual conllevaria a un incremento en la permeabilidad vascular

caracteristico de la forma grave del dengue (23, 24, 29, 62-64).

Observamos mayor concentracion de superoxido dismutasa y CAT y menor
actividad de la glutation peroxidasa en los casos versus los controles, siendo esta
diferencia no es estadisticamente significativa. Como posible explicacién a este
fenomeno, planteamos que la SOD se consuma en las primeras horas de
enfermedad, debido a su gasto en la transformacion de O3 circulantes a H,O, y a
que, el éxido nitrico sintetizado en el endotelio ejerce un efecto regulador negativo
sobre su actividad (62, 63). Simultaneamente, los componentes de la capacidad
antioxidante en conjunto tienden a disminuirse durante la infeccién y su progresién
a dengue grave. En respuesta la respuesta inflamatoria sistémica se ha
demostrado un descenso de los niveles de &cido ascorbico, beta- caroteno y el
alfa-tocoferol y en general los niveles de CAT disminuyen probablemente por
mayor consumo de antioxidantes, que no es compensado por un mayor aumento
en los niveles de acido urico plasmatico y glutation peroxidasa (25, 62). Asimismo,
niveles bajos de albumina han sido asociados con la progresion a la forma grave
del dengue (24, 26, 65, 76).

Observamos un gradiente de ORs entre los diferentes cuartiles de distribucion de
la concentracion de SOD (Modelo 2. Cuadro 4); siendo mayor el riesgo de
evolucionar a dengue grave para los sujetos con concentracion >10,1U/ml, que los

sujetos con concentraciones distribuidas en el segundo y tercer cuartil (6,59 vs
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2,58 y 2,50), no obstante, se carece de poder estadistico (IC95% muy amplios).
Por otro lado, para la concentracion de CAT se observamos resultados
promisorios, donde para el cuartil tres se obtiene un OR de 7,40 (1C95%:1,25 -
43,5; Modelo 3. Cuadro 4); lo cual nos indicaria, que CAT podria funcionar como

un marcador predictor de gravedad por dengue.

En la valoracion de la contribucion que hace al modelo de prediccion de gravedad
en dengue establecido para la cohorte AEDES, la inclusién de CAT, SOD y GPx
como variables independientes, encontramos que los IC95% de los modelos que
incluyen de manera independiente cada indicador antioxidante se superponen con
el modelo base (Cuadro 5), lo que indicaria que no existe evidencia en favor de la
inclusiébn de los marcadores para mejorar la capacidad de discriminacion
(prediccion) del evento hipotension/hemorragia (dengue grave) durante la fase

aguda de la enfermedad.

En la descripcion de la poblacion de este estudio, se observa una tendencia a la
hipotensién en los casos (variables PAS, PAD y PAM). Lo anterior, se podria
atribuir principalmente, a que hay una mayor poblacién infantil en los casos (43,2%
para casos y 27,3% para controles). Igualmente, para la definicion de hipotension
se tomaron valores de referencia para poblacion pediatrica (5-14 afos) diferentes
a la poblacion adulta (73).

13.2 OTROS HALLAZGOS

En la exploracion de los desenlaces intermedios mencionados anteriormente,

encontramos que existe un menor recuento de plaquetas en el grupo con mayor
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concentracion de CAT (=2,1mM), en comparacion con el grupo que tienen menos
concentracion (p=0,026) en la linea de base. Asimismo, la trayectoria de la
transformacioén logaritmica del recuento, presenta un comportamiento cuadratico a
través de los dias de seguimiento del estudio, iniciando con una tendencia al
descenso, continuado de un incremento (ver figura 11). Los dos grupos evaluados,
exhiben wuna diferencia en la trayectoria de aproximadamente 60.498

plaguetas/mma3; diferencia que se mantiene constante durante el seguimiento.

Es posible que durante la respuesta de fase aguda, el incremento de ROS incite la
agregacion y activacion plaquetaria; y que esta activacion, contribuya a la
estimulacién de la liberacibn de mas ROS y al reclutamiento de citoquinas
inflamatorias y leucocitos al endotelio dafiado (78 - 80). Ademas, la exposicion
prolongada de las plaguetas a altas concentraciones de ROS, induciria el inicio de
su apoptosis (81). Por otra parte, desde el punto de vista de la fisiopatogenia de la
enfermedad por dengue, el recuento bajo de plaquetas ha sido asociado con la
presencia de manifestaciones hemorragicas leves y sangrados mayores
caracteristicas de los casos de dengue grave (hematuria, hematemesis,
hematoquecia, melenas) (82-85).

13.3 LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Si bien, esta es la investigacion que evalla estrés oxidativo en dengue con mayor
tamafio de muestra reportada en la literatura, los resultados de los indicadores
CAT y SOD no son precisos, pues los intervalos de confianza en las estimaciones

de fuerza de asociacion fueron muy amplios.
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La ausencia de datos del serotipo causante del cuadro febril, se considera una
limitante en el momento de evaluar la asociacién de los marcadores de severidad
en los casos y los controles, por los que existe evidencia de que el serotipo se

asocia con la gravedad de la enfermedad por dengue.

La inclusion de casos de dengue probable, puesto que no tenemos la certeza de
que los casos de dengue probable fueran casos de dengue confirmados. No
obstante, si consideramos que los sujetos fueron captados durante un periodo
epidémico, la probabilidad pre-test de las pruebas de diagnéstico, asi sea con

resultado probable, se hace alto.

La definicion de casos de acuerdo al punto de corte fijado por la mediana de CAT,
introduce un posible sesgo de clasificacion, debido a que existe la posibilidad que
esta clasificacion se mezclen los sujetos con dengue grave y dengue no grave en
el anadlisis de desenlaces intermedios, lo cual podria restarle validez a las
conclusiones de los resultados para estos desenlaces.

13.4 FORTALEZAS DEL ESTUDIO

Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que se conduce en Colombia
buscando evaluar el predictor de gravedad en dengue del estrés oxidativo.
Ademas, de ser el primero en realizarse definiendo los casos y los controles de
acuerdo a la clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud, recomendada
en el 2009, la cual presenta una mayor sensibilidad para identificar correctamente

los pacientes con complicaciones.
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El disefio de casos y controles anidado a una cohorte seleccionado para evaluar
nuestra hipotesis, nos permitié contar con informacién clinica sélida recolectada
durante la ejecucion del estudio Multicéntrico “AEDES”, de pacientes que fueron
seguidos durante la enfermedad hasta su recuperacién por personal vinculado
directamente por el estudio en los diferentes centros de captacion, controlando la
posibilidad de sesgar la clasificacion de los casos de dengue grave y los controles

de dengue no grave.

Ademas, durante la ejecucién de las pruebas de laboratorio se obtuvieron indices
de correlacién superiores a 0,9 entre las absorbancias de los patrones de
calibracion y las concentraciones o actividades enzimatica, lo cual reflejan la

calidad de las mediciones para los tres indicadores de estrés oxidativo.
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14 CONCLUSIONES

Se observa un gradiente no estadisticamente significativo entre respuesta

enziméatica antioxidante (SOD y CAT) y probabilidad de complicaciones.

Los indicadores de estrés oxidativo evaluados no contribuyen al modelo de
prediccién clinico de gravedad establecido en la cohorte AEDES.

Existe una relacion entre la concentracion de CAT y un recuento de plaquetas mas

bajo durante la fase aguda de la enfermedad.

Estos hallazgos requieren confirmacion en estudios que cuenten con muestras de

mayor tamafo.
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15 ESTRATEGIAS DE COMUNICACION

Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacidn se socializaran
mediante las siguientes estrategias:

e Presentacién del trabajo en el VIII Congreso Cubano de Microbiologia y

Parasitologia, a realizar en La Habana, Cuba durante los dias 14 al 16 de
Octubre del 2014.

e Presentacion del trabajo en la Universidad (sustentacion de tesis) con

invitacion a la comunidad universitaria (04 diciembre del 2014).
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Variables Independientes

ANEXO 1. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES.

Nombre de la Tipo de L L . Escala de .
_ _ Definicion conceptual Definicion operacional L Obj
Variable Variable Medicion
o o Concentracion de la .
Superoéxido Cuantitativa . _ Se registrara el valor en U/mL ]
. . enzima SOD medida en Razén 1,2,3,4
dismutasa continua
los sueros agudos
. o Concentracion .
Capacidad Cuantitativa o _ Se registrara el valor en mM ]
o _ antioxidante total medida Razon 1,2,3,4
antioxidante total. continua
en sueros agudos
- o Actividad de la enzima )
Glutation Cuantitativa _ Se registrara el valor en )
_ _ GPx en medida en ) Razén 1,2,3,4
peroxidasa continua nmol/min/ml

sueros agudos

97




Variables Dependientes o de desenlace

Nombre de la

Variable

Tipo de
Variable

Definicion conceptual

Definicién operacional

Escala de

Medicién

Dengue grave

Cualitativa

Nueva clasificacion de
la gravedad de la
enfermedad de acuerdo
a los criterios de la OMS

Pacientes que durante el
seguimiento hipotension (definida
por al menos uno de los siguientes
criterios: taquicardia para la edad y
presion de pulso <20 mm Hg;
presién arterial media disminuida
para la edad; presion arterial
sistélica disminuida para la edad
en cualquier momento del
seguimiento) o sangrado mayor
(definido por la presencia de
hematemesis 0 melenas). No se
considerara compromiso de

organos para definir esta variable.

Nominal

2,3

98




Recuento minimo

Cuantitativa

Cantidad de plaquetas

medidos en la muestras

Se tomara la transformacion

, de sangre de un logaritmica del recuento de Razén
de plaguetas continua ' s
paciente en el momento plaquetas por mm® registrado.
de ingreso al estudio
Porcentaje del volumen
Hematocrito Cuantitativa total de la sangre . _ ]
o _ ] Se registrara el hematocrito en % Razon
maximo continua  compuesta por glébulos
rojos
Se calcul6 con la
Presion arterial Cuantitativa  formula (PAD + (PAS- Se registro la presion arterial Razd
azon
media continua PAD)/3) en el momento media en mmHg
de ingreso al estudio
o Diferencia entre la PAS o .
. Cuantitativa Se reqistro la presion de pulso en ;
Presion de pulso ) y la PAD en el momento Razon
continua mmHg

de ingreso al estudio
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Potenciales variables de confusién:

Nombre de la Tipo de L L . Escala de .
. . Definicion conceptual Definicion operacional L Obj
Variable Variable Medicion
o . _ _ Numero de afios cumplidos hasta
Cuantitativa Afios de vida a partir del . _ ]
Edad _ ] o el momento de ingreso al estudio Razodn 2,3,4
continua  dia de nacimiento
AEDES
) Cualitativa  Género de nacimiento de = Femenino: si es mujer _
Género . _ ) Nominal 2,3, 4
Dicotomica cada persona Masculino: si es hombre
Horas de evolucion de la  Conteo de horas de enfermedad,
enfermedad actual, a partir de la hora y dia
Horas de Cuantitativa = contadas a partir de la reportados en la fecha de inicio Raz » 34
azon , 3,
enfermedad continua hora del inicio de la fiebre = de fiebre, hasta la hora y dia de la
hasta la hora de ingreso  fecha de ingreso al estudio.
al estudio Hasta con un decimal.
) ) . Primaria: tiene resultado 1gG
o Tipo de infeccion al )
_ . . Cualitativa . negativa. .
Tipo de infeccion . momento de ingreso al o Nominal 2,3,4
Dicotémica Secundaria: tiene resultado 1gG

estudio

positivo.
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Otras variables asociadas

Nombre de la Tipo de L L _ Escala de _
. . Definicion conceptual Definicion operacional o Obj
Variable Variable Medicion
o Pregunta: ¢ Durante esta
Cualitativa _ _
Cefalea o Dolor de cabeza enfermedad ha tenido dolor de Nominal 2,3
Dicotomica
cabeza?
Pregunta: ¢ Durante esta
) enfermedad ha tenido dolor
Dolor retro-ocular o Dolor constante detras ) _
) ; Cualitativa _ N detras de los ojos o al _
Registrara como no o de los ojos o al movilizar . _ Nominal 2,3
Dicotomica _ movilizarlos? Se registrara la
evaluable (NE). los mismo _
respuesta del paciente o
acudiente (Sl o NO)
o Pregunta: ¢ Durante esta
o Cualitativa _ _
Mialgias . Dolor muscular enfermedad ha sentido doloren ~ Nominal 2 3
Dicotomica ) ’
los musculos?
Cualitativa Dolor en las Pregunta. (;Dura_nte esta
Artralgia enfermedad ha sentido doloren = Nominal 5 3
Dicotomica articulaciones las articulaciones (o en las '
“coyunturas”™?
o Episodio de temblores Pregunta: ¢ Durante esta
) Cualitativa _ _ _ _
Escalofrio o junto con palidez y enfermedad ha tenido Nominal 23
Dicotomica '

sensacion de frio

escalofrios?
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Pregunta: ¢ Durante esta
enfermedad ha sentido

. . _ Cualitativa Disminucion o pérdida o s .
Hiporexia/ anorexia o disminucién o pérdida de las Nominal 2,3
Dicotomica = de las ganas de comer ]
ganas de comer o esta
comiendo muy poco?
Reflejo que consiste en
. Pregunta: ¢ Durante esta
o la expulsion violenta del _
Cualitativa _ enfermedad ha tenido tos? Se .
Tos o aire de los pulmones tras _ ] Nominal 2,3
Dicotomica o registrara la respuesta del
la inspiracion profunda, y _ _
) ) paciente o acudiente
el cierre de la glotis
Pregunta: ¢ Durante esta
_ o . enfermedad ha tenido secrecion
Rinorrea/ Cualitativa Secrecion nasal y _ _
. . y por la nariz (mocos) y Nominal 2,3
Obstrucciéon nasal = Dicotémica obstruccion nasal . B
obstruccion nasal (sensacion de
tapazon)?
Pregunta: ¢ Durante esta
o enfermedad ha sentido dolor o
. . Cualitativa Dolor o ardor en la ) .
Odinofagia . ardor en la garganta espontaneo . Nominal 2,3
Dicotémica garganta

o al deglutir (pasar — ingerir) los

alimentos?
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o Pregunta: ¢ Durante esta 2,3
. Cualitativa o . o .
Prurito o Picazon en el cuerpo enfermedad ha sentido picazén Nominal
Dicotomica
en el cuerpo
o Pregunta: ¢ Durante esta
] Cualitativa . _ .
Nauseas . Tener ganas de vomitar = enfermedad ha tenido ganas de = Nominal 2,3
Dicotomica _
vomitar?
o Expulsion violenta del
o Cualitativa . o Pregunta: ¢ Durante esta .
Vomito o contenido gastrico por la . o Nominal 2,3
Dicotémica enfermedad ha tenido vomito?
boca
Deposiciones liquidas o Pregunta: ¢ Durante esta
. Cualitativa aumento en la enfermedad ha tenido diarrea .
Diarrea . . o o Nominal 2,3
Dicotémica frecuencia de la (deposiciones liquidas o
deposicion aumento de su frecuencia)?
y N Pregunta: ¢ Durante esta
Sensacion de debilidad _
o enfermedad ha sentido la
_ Cualitativa para moverse o para _ B _
Astenia _ . . sensacion de debilidad para Nominal 2,3
Dicotémica realizar labores

cotidianas

moverse o para realizar las

labores cotidianas?
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Alteracion de agua y

Se registrod Si: cuando el

Cualitativa
Deshidratacion o sales minerales en el paciente presento algun grado Nominal 2 3
Dicotomica . - '
plasma de un cuerpo de deshidratacion
y ) Pregunta: ¢ Durante esta
o Coloracion roja de la _
Cualitativa _ enfermedad la piel se le ha _
Exantema o piel, que desaparece a la . . Nominal 2 3
Dicotomica o _ puesto de color rojo la piel o se ’
digito-presion
ha brotado?
Temperatura axilar
o tomada con termometro Se reqistro la temperatura en ]
Temperatura Cuantitativa ) Razon 23
en el momento de grados centigrados '
ingreso al estudio
Recuento de o )
) o ) Se registro la frecuencia
Frecuencia o respiraciones por minuto . . ]
) ) Cuantitativa respiratoria en Razon 23
respiratoria en el momento de o . ’
_ _ respiraciones/minuto
ingreso al estudio
Recuento de frecuencia
Frecuencia o cardiaca por minuto en Se registro la frecuencia )
) Cuantitativa ) . . ) Razon 23
cardiaca el momento de ingreso cardiaca en latidos/minuto '

al estudio
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Presién arterial

sistélica

Cuantitativa

Valor maximo de la
tensién arterial en sistole
en el momento de

ingreso al estudio

Se registré la presion arterial

sistolica en mmHg

Razén

2,3

Presion arterial

diastdlica

Cuantitativa

Valor minimo de la
tension arterial cuando el
corazoén estéa en diastole
o entre latidos cardiacos

en el momento de

ingreso al estudio.

Se registré la presion arterial
diastdlica en mmHg

Razén

2,3

Presion arterial

media<70mmHg

Cuantitativa

dicotomica

Se calculara con la
formula (PAD + (PAS-
PAD)/3) en el momento

de ingreso al estudio

Si: PAM <70mm Hg
No: PAM >70mm Hg

Nominal

2,3

Presiéon de

pulso<20mmHg

Cuantitativa

Diferencia entre la PAS
y la PAD en el momento

de ingreso al estudio

Si: PP <20mm Hg
No: PP >20mm Hg

Razén

2,3
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Talla

Cuantitativa

Medicién de la longitud
del cuerpo desde la

planta de los pies hasta

Se registro la talla en

Razoén

el vértice de la cabeza centimetros 2,3
en el momento de
ingreso al estudio
Medicion de la masa
o corporal del individuo en Se registro el peso en ]
Peso Cuantitativa . ) Razon 23
el momento de ingreso kilogramos '
al estudio.
Cantidad de leucocitos
medidos en la muestra Se registré el recuento de
Recuento de o . )
_ Cuantitativa de sangre de un leucocitos totales del CH como Razon 2 3
leucocitos Basal _ ] ’
paciente en el momento células por mm3
de ingreso al estudio
Cantidad de plaquetas
medidos en la muestras _ )
Recuento de o Se registrara el recuento de ]
Cuantitativa de sangre de un Razon 23

plaquetas Basal

paciente en el momento

de ingreso al estudio

plaguetas por mm?
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Concentracion de

Se registro la concentracion de

Albumina Cuantitativa = albumina medida en . Razon 23
albumina en mg/dl '
sueros agudos
Concentracion de
i _ o proteina C reactiva Se registro la concentracion de ]
Proteina C reactiva  Cuantitativa Razon 2.3

medida en sueros

agudos

proteina C reactiva en mg/I
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ANEXO 2. CONSENTIMIENTO INFORMADO ESTUDIO AEDES

Estudio “AEDES”: Abordando Areas Endémicas del Dengue para el Estudio
de su Severidad
UIS, UNIVALLE, UNINORTE, SURCOLOMBIANA, UTMB, UMMS, USP
COLCIENCIAS (V2)

CONSENTIMIENTO INFORMADO
Antes de que usted decida si va a participar en este estudio, es importante que
entienda lo que se hara en él, de manera gque usted tenga la informacion necesaria
para tomar esa decision. Este documento contiene informacion acerca del
estudio; una vez entienda de lo que se trata el estudio, si quiere participar en €l se
le solicitara que firme este documento. Esto quiere decir que usted es libre de
escoger si participa o no en el estudio.

Propdsito del estudio

La Fiebre tiene diferentes causas y en nuestro medio el virus del dengue es una
de sus principales causas. El dengue es una enfermedad que presenta sintomas y
signos muy variados, esto hace que la enfermedad se clasifique como dengue
clasico o dengue hemorragico. Sin embargo, existen otros compromisos
generados por el virus, como la infamaciéon del Higado (hepatitis), del cerebro
(encefalitis) entre otros, que aunque son menos frecuentes son complicaciones
importantes. Adicionalmente, algunos sintomas, signos, o proteinas de la sangre
de las personas pueden estar relacionados con el Dengue Hemorragico o con las
otras complicaciones, conocer cuales caracteristicas podrian servir para identificar
tempranamente las personas que se encuentran en riesgo de sufrir dengue grave,
orientarian al personal de salud para realizar un manejo priorizado.

Con el fin de conocer cual es la frecuencia de las manifestaciones severas de
dengue e investigar caracteristicas de los pacientes que predigan severidad, los
Grupos de Investigacion de las diferentes ciudades de Colombia (Barranquilla,
Bucaramanga, Buga, Cali y Neiva), en asociacion con las Universidades de Texas,
Massachussets y Sao Paulo, estamos desarrollando este estudio en el que se
evaluaran 2000 personas y usted ha sido invitado a participar.

Quiénes pueden participar

Personas con fiebre a quienes el médico les sospecha que tengan dengue y que
residan en las ciudades mencionadas. Usted esta siendo invitado a participar
porque presenta estas condiciones. Usted deberd estar dispuesto a ser
entrevistado y examinado durante la proxima semana para conocer como sigue de
su enfermedad. Si tiene historia de enfermedades tales como, cancer, leucemia,
VIH positivo o alguna enfermedad autoinmune como Artritis Reumatoidea, usted
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no puede participar en el estudio. En ese caso nosotros le aconsejaremos sobre
donde y qué tan pronto debe buscar asistencia médica.

Procedimientos del estudio

Una vez verifiquemos que Usted es elegible para el estudio, nosotros le haremos
algunas preguntas sobre la evolucion de su enfermedad, como por ejemplo dias
de fiebre, sintomas y uso de medicamentos. Luego se le realizara un examen
fisico completo, que incluye una prueba de torniquete (similar a la toma de la
presion arterial). Hoy se le tomarda una muestra de sangre en una vena de su
antebrazo (16ml 3 cucharadas en mayores de 10 afios, 12ml en nifios entre los 9y
2 aflos y 6ml en menores de un afio). La muestra de sangre sera usada para
realizar un cuadro hemético, pruebas de la coagulacion, medir enzimas del
higado, del musculo, entre otras y hacer el diagnéstico de la causa de su fiebre.
Posteriormente, usted sera valorado diariamente en la institucion de salud, en su
casa o donde nos lo indique, al menos hasta el sexto dia después del inicio de la
fiebre o hasta que su condicién clinica lo requiera. En el caso que sea
hospitalizado este procedimiento se realizara por el equipo de salud del estudio en
el sitio donde se encuentre. Ademas, se realizara un ultimo control 15 dias
después del inicio de la enfermedad y se tomara una ultima muestra de sangre
(igual cantidad a la que le tomaremos hoy), que serd utilizada para confirmar la
infeccion por dengue. En total el tiempo de participacion en el estudio en promedio
es de 2 semanas.

Confidencialidad

Toda la informacién obtenida sera maneja por los investigadores protegiendo su
privacidad; a usted se le asignara un cédigo y su nombre serd borrado de las
bases de datos, sélo los investigadores tendran acceso al archivo en el cual se
vincula su nombre con su codigo. Los datos del estudio se presentaran en forma
de promedios y porcentajes y usted no sera identificado de forma individual en
ningun caso.

Riesgos y beneficios

Los riesgos de este estudio incluyen que al tomar la muestra de sangre se
produzca un dolor transitorio, con una probabilidad minima de infeccién y algunas
personas pueden desarrollar un “morado” o hematoma pequeio (pequefia
cantidad de sangre debajo de la piel), que desaparece en una semana. La toma
de sangre se realizara por personal capacitado y con equipo nuevo, estéril y no
reutilizable, para evitar el riesgo de infeccién. Usted se beneficiarda directamente
de la participacion al tener los resultados de los examenes de sangre que se le
van a realizar y el seguimiento médico. Ademas, esperamos que su participacion
beneficie a otras personas con dengue y a futuro poder conocer que
complicaciones por dengue se estan presentando en nuestro pais y que
caracteristicas se asocian a estas complicaciones.

En el caso en que se con nueva informacién sobre el dengue con la cual usted se
pueda beneficiar esta le sera informada.
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Costo y compensacion

Su participacion en este estudio no le generard ningun gasto. Todas las
valoraciones médicas realizadas y las pruebas sanguineas seran gratuitas, al igual
que las visitas domiciliarias hechas por el personal de salud del estudio. Usted no
recibira pago alguno por su participacion en el estudio.

Nosotros le daremos los resultados de su cuadro hematico pero no los datos de
las pruebas enziméaticas porque no es claro que significado tienen valores altos o
bajos de estos marcadores en la infeccidon que usted tiene.

Derecho a Rehusar o Abandonar el estudio

Usted debe saber que su participacion en el estudio es totalmente voluntaria. En
caso de no aceptar participar en él, la conducta de su médico y del equipo de
salud no se modificara y se le brindara la misma atencion ofrecidas a otros
pacientes que tienen su misma condicion. Aun después de aceptar participar usted
tendra el derecho de retirarse del estudio o de negarse a contestar una pregunta o
de proveer una muestra de sangre en el momento que usted lo desee.

Preguntas

Por favor, siéntase en la libertad de hacerme cualquier pregunta si hay algo que
no haya quedado claro. Ademas, si Usted tiene alguna pregunta adicional acerca
del estudio mas adelante, Usted puede contactar al Dr. Luis Angel Villar Centeno
(Investigador principal) al teléfono 3003949888, a la médica Ruth Arali Martinez o
a la enfermera Janeth Flores al teléfono (7) 6345781 de Bucaramanga, o al
teléfono 6344000 ext. 3204 — 3205 o la direccion carrera 32 # 29-31 oficina 304,
Centro de Investigaciones Epidemioldgicas, Facultad de Salud UIS. Si Usted tiene
alguna pregunta acerca de sus derechos como participante en este estudio, Usted
puede contactar al Comité de Etica en la Facultad de Salud de la UIS a los
teléfonos 6456325 0 6343125.

Declaracion del participante

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

Usted esta de acuerdo en:

Contestar a las preguntas de una entrevista verbal

Dejar que le tomen la presion arterial, peso, talla y le realicen un

Si No s
examen fisico
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Dar muestra de sangre, para realizar cuadro hematico, pruebas de

S| No diagnostico para dengue, otras pruebas relacionadas con el estudio.

Permitir la realizacion de un ultimo control médico después de los 15

St INo| yias del inicio de la fiebre

En caso de ser necesario permitir la realizacion de una ecografia, una
Si No |radiografia de térax, un electrocardiograma, o una tomografia del
cerebro, o pruebas oftalmolégicas.

Permitir que en su muestra de sangre se midan proteinas del higado,
del pancreas, del musculo y otras sustancias inflamatorias.

[No | Permitir que su muestra de sangre sea almacenada y usada en
estudios de factores bioquimicos asociados a la severidad de la
enfermedad.

Permitir que su muestra de sangre sea almacenada y usada en otros
estudios futuros, incluyendo pruebas genéticas.

En caso de fallecimiento durante la enfermedad febril permitir la

Si No | realizacién de un autopsia cientifica con el fin de esclarecer la causa
de la muerte
¢Acepta Usted participar en este estudio voluntariamente? Si [ No [

Si Usted ha aceptado participar, por favor escriba su nombre y firma. Si el
paciente es un menor de edad (< de 18 afios) deberd ademas firmar uno de los
padres.

Nombre del
participante:
Cédula:

Fecha Firma del participante

Nombre del padre o

madre:

Cédula de ciudadania: Firma
Nombre del Testigo: Relacion:
Cédula:

Direccion: Firma
Nombre del Testigo: Relacion:
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Cédula:
Direccidn: Firma

Declaracion del investigador

Yo certifico que le he explicado a esta persona esta investigacion, y que esta
persona entiende la naturaleza y proposito del estudio y los posibles riesgos y
beneficios asociados con su participacion en el mismo. Todas las preguntas que
esta persona ha hecho le han sido contestadas en forma adecuada.

Nombre del Firma:
investigador:

Version 2. Aprobada por Comité de Etica de la UIS. Agosto 24 de 2009.
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ANEXO 3. PRESUPUESTO

item Rubros Entidad Contrapartida UIS TOTAL
Financiadora Especie

1. Personal $ 34.500.000 $0 $0 $ 34.500.000
2. Salidas De Campo $0 $0 $0 $0
3. Equipos $0 $0 $ 8.400.000 $ 8.400.000
4. Materiales $ 19.400.000 $0 $0 $ 19.400.000
5. Bibliografia $0 $0 $ 2.000.000 $ 2.000.000
6. Servicios Técnicos $0 $0 $0 $0
7. Publicaciones $ 1.000.000 $0 $0 $ 1.000.000
8. Eventos Académicos $0 $0 $ 3.696.000 $ 3.696.000
9. Software $0 $0 $ 1.000.000 $ 1.000.000
10.  Gastos Administrativos $ 250.000 $0 $0 $ 250.000

TOTAL $ 55.150.000 $0 $ 15.096.000 $ 70.246.000
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