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TITULO:
ASOCIACION ENTRE EL ESTRES OXIDATIVO Y LA SEVERIDAD DEL DENGUE
EN PACIENTES ADULTOS DEL AREA METROPOLITANA DE BUCARAMANGA

AUTORA: ELSA MARINA ROJAS GARRIDO™

PALABRAS CLAVES: Dengue, estrés oxidativo, superdxido dismutasa, glutation
peroxidasa, severidad, estudio de cohorte.

CONTENIDO: En la ultima década ha aumentado la incidencia y la severidad de la
infeccidn por dengue en Bucaramanga y su area metropolitana. Algunos estudios han
demostrado la asociacion entre caracteristicas virales y de la respuesta inmune con el
desarrollo de formas severas. Entre ellos, se considera al estrés oxidativo como un
factor asociado a una peor evolucion del dengue en vista de su papel pro-inflamatorio
en otras enfermedades infecciosas. Sin embargo, en el contexto de dengue el estrés
oxidativo no ha sido apropiadamente estudiado.

OBJETIVO: Evaluar durante la fase inicial de la infeccion por dengue la asociacién de
estrés oxidativo con la aparicion de formas severas de la enfermedad.

METODOLOGIA: Estudio observacional, analitico de cohorte de 164 pacientes
agudamente enfermos por dengue, en quienes se cuantificé los niveles de superéxido
dismutasa (SOD) y glutatién peroxidasa (GP) durante los primeros 4 dias de fiebre, y
posteriormente sometidos a seguimiento clinico hasta la aparicion de desenlaces
adversos o resolucion de la enfermedad.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES: Se encontraron alteraciones en estos dos
biomarcadores durante las fases tempranas de la enfermedad. Los dos estuvieron
asociados con la aparicién de signos de extravasacion plasmatica. No se encontrd
asociacion de los niveles de SOD y GP con trombocitopenia y alteraciones del perfil
bioquimico. Este estudio sugiere la relacion del estrés oxidativo con la patogenia de la
infeccion por dengue. La cuantificacion de SOD y GP tienen el potencial de
convertirse marcadores pronésticos de choque en dengue.
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ABSTRACT

TITLE:
ASSOCIATION BETWEEN OXIDATIVE STRESS AND DENGUE SEVERITY IN
ADULT PATIENTS IN BUCARAMANGA AND ITS METROPOLITAN AREA

AUTHOR: ELSA MARINA ROJAS GARRIDO™

KEY WORDS: Dengue, oxidative stress, superoxide dismutase, glutathione
peroxidase, severity, cohorts study.

CONTENT: During the last decade the incidence and severity of dengue iliness have
raised in Bucaramanga and its metropolitan area. Some studies have shown the link
between viral characteristics and immune response with adverse outcomes. It has
been suggested that oxidative stress could be associated to a worse evolution, since
its pro-inflamatory role in other infectious diseases. Oxidative stress as a risk marker
in Dengue has not been properly evaluated.

OBJECTIVE: To evaluate during early stage of dengue disease, the association of
oxidative stress with the emergence of severe forms.

METHODS: Observational and analytic cohort study of 164 patients with dengue
infection, whom plasmatic levels of superoxide dismutase (SOD) and glutathione
peroxidase were measured during the four first days of fever. They were followed until
apparition of adverse outcomes or disease resolution.

RESULTS AND CONCLUSIONS: The two biomarkers evaluated were altered in the
early stage of dengue illness. Both of them were associated with signs of increased
vascular permeability. Levels of SOD and GP were analyzed as risk factors for
thrombocytopenia and biochemical profile alterations but no association was found.
The present study suggests the relationship of oxidative stress with the pathogenesis
of dengue virus infection. Measurement of SOD and GP has the potential to become
prognostic marker of dengue shock.

" Graduation Project
Faculty of Health, Medicine school, Director Dr. Luis Angel Villar.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El dengue es la infeccidn por Arbovirus con mayor incidencia en el mundo
(1,2). En Colombia, Santander ha sido uno de los departamentos mas
afectados desde la década anterior (3,4). Es una enfermedad de curso
agudo que se presenta con un amplio espectro de manifestaciones desde
las leves, no incapacitantes, hasta cuadros con mayor compromiso del
estado general e incluso inestabilidad hemodinamica que genera un
porcentaje variable de casos fatales. Estos ultimos enmarcados en el
contexto de la forma mas severa que corresponde al choque por
Dengue (1,2).

La patogenia de cada una de las manifestaciones observadas durante la
evolucion de la enfermedad ha sido motivo de multiples estudios en
diferentes areas del mundo y con diferentes enfoques, que van desde
aspectos basicos de la biologia molecular del virus hasta aspectos
relevantes en el escenario clinico, obteniéndose un importante acervo de
informacion que ha servido de evidencia para ciertas intervenciones
terapéuticas como la reposicion de volumen intravascular temprano, al
demostrarse que es el aumento de la permeabilidad capilar y la fuga de
liquidos al espacio extravascular uno de los mecanismos centrales para
ocurrencia de choque (5). Sin embargo, existen otra serie de
complicaciones asociadas a diferentes 6rganos y sistemas que no logran
ser explicadas y que por tanto adolecen de una terapéutica especifica, lo

que eventualmente mejoraria el curso de la enfermedad.

En la investigacion sobre factores de riesgo para sufrir formas severas de

dengue también se ha progresado, pero sigue siendo pobre la informacion



y esta limitada a grupos poblacionales diferentes al nuestro por cuanto la

aplicabilidad de sus conclusiones puede tener serios cuestionamientos.

Teniendo en cuenta que la identificacion de los eventos moleculares
tempranos que llevan a una determinada expresion clinica en el escenario
de un paciente agudamente enfermo, es una herramienta esencial para
establecer parametros sobre prondstico e intervencion, se ha desarrollado
este estudio de cohorte que intenta responder algunos interrogantes
especificos sobre los eventos moleculares inherentes a estrés oxidativo en
las fases iniciales de la infeccion y su relacion con la expresion clinica del
dengue. Este trabajo representa una aproximacién novedosa en el
conocimiento de la patogenia de la enfermedad y de la valoracion de la
severidad en el contexto de la poblacidén adulta de un area hiperendémica

para Dengue en Colombia.



1. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

1.1 INTRODUCCION

Las infecciones por Arbovirus representan una importante carga de
morbilidad y mortalidad para los paises en desarrollo (1-4,6). Sin embargo,
es la fiebre por virus del Dengue en Colombia y especificamente en el
departamento de Santander la que ha generado mas atencién durante la
ultima década por su comportamiento endemo-epidémico con circulacion
simultanea de diferentes serotipos virales (D1, D2, D3 y D4) y una tendencia
bianual o trianual (3,4,7,8). Segun datos de la OPS, para el afio 2001, la
incidencia de dengue (clasico y hemorragico) del area metropolitana de
Bucaramanga supera cuatro veces las tasas de Colombia (140 por cien mil
habitantes), Venezuela (153 por cien mil habitantes) y de la regién de las
Américas (126 por cien mil habitantes). Ademas, durante los afos 2000-
2004, se encontr6 una razén de un caso de dengue hemorragico por
aproximadamente tres casos de dengue clasico, cifra dramatica teniendo en
cuenta calculos realizados en Asia que muestran una razén de 10 a 30 casos

de dengue clasico por cada caso de dengue hemorragico (9).

El virus RNA del Dengue pertenece a la familia Flaviviridae del género
Flavivirus de los Arbovirus y su principal vector es el Aedes aegypti (10).
Cuenta con 4 serotipos que comparten determinantes antigénicos, sin
embargo, la inmunidad producida por la infeccién con cualquiera de ellos no
confiere proteccion de larga duracion y por el contrario se ha atribuido como
un mecanismo de patogenicidad, hipotesis que se ha denominado bajo el

término de “inmunopotenciacion” (11,12).



La presentacion clinica de la infeccion por virus del dengue abarca un amplio
espectro, desde el cuadro febril con sintomas generales de caracter
autolimitado del dengue clasico hasta el potencialmente letal del choque por
dengue, que incluye importantes manifestaciones de fuga hidrica a partir del
espacio intravascular y usualmente acompafado de marcadas
manifestaciones hemorragicas (13,14). Esta variedad en su presentacion y
evolucion ha llevado a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) a crear
una clasificacion que de acuerdo a las descripciones de epidemias en todo el

mundo se correlaciona con el prondstico (15).

El arsenal terapéutico con que se cuenta para el manejo del paciente con
fiebre hemorragica por dengue esta limitado a paliar los sintomas y
especificamente para las formas severas solo se hace un soporte de
volumen hidrico teniendo en cuenta la fisiopatologia y la evidencia de
algunos ensayos clinicos (16-19). Sin embargo, no existe hasta la fecha un
farmaco con indicacion especifica para evitar la evolucion hacia formas
severas o para manejo en las fases de mayor compromiso hemodinamico.
De la misma forma, a pesar de numerosos intentos para desarrollar una
vacuna que proteja contra todos los serotipos, hasta ahora no existe ninguna
con efectividad aceptable y por tanto las acciones preventivas estan
enfocadas a la disminucion de la infestacion por el vector a través de la

eliminacion del criadero del Aedes (20).

Con la percepcion objetiva de un aumento de la incidencia y la severidad en
la region de Santander durante los ultimos afios, surgid la necesidad de
realizar una adecuada caracterizacion del cuadro de dengue hemorragico
para la regidon, destacando la valoracion de aspectos clinicos y paraclinicos
inherentes a los pacientes los cuales eventualmente pudiesen identificar una
subpoblacién con una evolucién diferencial de la enfermedad. La pertinencia

de este estudio se hace mas patente en la medida que muchos de los



aspectos de la infeccibn se conocen por investigaciones realizadas en
poblacion pediatrica asiatica (21-25), cuyas caracteristicas
sociodemograficas modifican de manera importante la validez externa de
dichos estudios para la inferencia de sus resultados en el contexto de adultos
colombianos. Este supuesto se hace evidente en aspectos de gran
relevancia que al ser comparados muestran importantes diferencias, como es
el caso de la mortalidad que es mucho mas alta en dichas poblaciones que
en la nuestra. Lo anterior soporta la necesidad de identificar los factores que
determinan o modifican la evolucién de la enfermedad y en este propdsito es
fundamental describir en primera instancia las caracteristicas de los

individuos afectados y la manera como dichas diferencias se manifiestan.

En este sentido, el objetivo central de este estudio es la caracterizacion del
perfil bioquimico de estrés oxidativo en pacientes con dengue y la relacién de
este fendmeno fisiopatolégico con las manifestaciones clinicas de la
enfermedad como un nuevo abordaje para conectar las alteraciones
bioquimicas celulares tempranas con variables clinicas definitorias de

desenlace adverso en dengue en nuestra poblacion.

1.2 VIRUS DENGUE

Los cuatro serotipos del virus Dengue son miembros de la familia
Flaviviridae, que esta constituida por al menos 60 virus transmitidos por
artrépodos. Comparten caracteristicas gendmicas y determinantes
antigénicos que dificultan la identificacién por técnicas seroldgicas clasicas.
Su estructura consiste en el genoma (cadena simple de RNA) vy

nucleocapside icosahédrica (10).

La replicaciéon viral involucra los siguientes pasos: adhesion a la superficie

celular, entrada al citoplasma, traduccién de proteinas virales, replicacién del



genoma viral, formacién de viriones por encapsidacion y finalmente liberacion
de la célula. Inicialmente, la adhesion del virion a las células es mediada por
la glicoproteina mayor de la envoltura conocida como glicoproteina E. Este
paso es critico para la infectividad. A través de esta proteina el viridn se
adosa a receptores de las células, posiblemente los del tipo heparan sulfato.
También lo hace a través de receptores por fraccion Fc de anticuerpos a la
proteina E. Este ultimo fendbmeno da sustento a la teoria de la potenciacidon

de la replicacion por presencia de anticuerpos no neutralizantes (26).

Se conoce poco sobre la replicacion inicial del RNA, se presume que
requiere una RNA polimerasa para su transformacion. La estructura viral y
las proteinas no estructurales se derivan de una poliproteina precursora
gigante que posteriormente es escindida por un péptido proteolitico
producido por el mismo virus. Estos fendmenos ocurren en regiones
perinucleares de las células infectadas. La liberacién del virus se da por

exocitosis secretoria (27).

1.3 MODOS DE TRANSMISION

Los humanos, los primates y los mosquitos son los unicos hospederos
naturales del virus del dengue. En 1931 se demostrd que el virus puede ser
transmitido de monos a monos y de monos a humanos. Aunque los monos
no exhiben las formas clinicas de la enfermedad, este modelo se ha
convertido en uno de los mas convenientes para estudiar la respuesta
inmune a las infecciones por flavivirus y a las vacunas. Los mosquitos que
suelen ser los hospederos naturales son los miembros del género Aedes,
particularmente aegypti y albopictus, especies ampliamente distribuidas en

las regiones tropicales de todo el planeta (28).



1.4 CARACTERISTICAS CLINICAS

La primera descripciéon de la enfermedad se hace en 1780 por Benjamin
Rush, quien la define con la expresiéon “fiebre rompehuesos”. El espectro de
sintomas que definen dengue fue determinado después de cientos de
observaciones hechas desde 1920 en infecciones naturales vy
experimentales. Aunque el cuadro sigue un patron mas o menos uniforme
de acuerdo a lo que se describe a continuacion, se han determinado
variaciones asociadas a edad, estatus inmunoldgico del afectado y otros

aspectos (29).

El periodo de incubacion va de 3 a 15 dias, usualmente 5 a 8 con aparicion
abrupta de fiebre asociada a cefalea y dolor retrocular. Durante las primeras
24 horas se puede observar un exantema macular que se decolora con la
digitopresion, ademas hay una amplia gama de sintomas generales,
gastrointestinales y del sistema linfatico. En los casos tipicos la fiebre
persiste por 2 a 6 dias terminando en crisis. También se pueden presentar

sintomas respiratorios como tos, odinofagia vy rinitis (1,30).

En los casos complicados de dengue como la variedad hemorragica y el
sindrome de choque por dengue, se desarrolla una serie de eventos luego de
la desaparicion de la fiebre, tales como alteraciones hematoldgicas,
hemoconcentracion, sangrado espontaneo y en el peor de los casos,

inestabilidad hemodinamica con choque (31).

La clasificacion propuesta por la OMS es ampliamente utilizada e incluye
caracteristicas clinicas y de perfil hematoldgico que se describen en la tabla
1(32).



Tabla 1. Clasificacion de espectro clinico de Dengue por Organizacion
Mundial de la Salud.

CLASIFICACION CARACTERISTICAS CLINICAS | PERFIL HEMATOLOGICO

. Fiebre sin manifestaciones de No hemoconcentracion, sin
Dengue clasico ) ) )
hemorragia trombocitopenia

) . Plaquetas menos de 100000,
Fiebre, pulso normal, presion .
hemoconcentracién con un

arterial normal, Unica
Grado | . . . aumento del 20% en el
manifestacion hemorragica:

. - hematocrito con respecto al
prueba de torniquete positiva . ]
previo o al de convalecencia.

Plaquetas menos de 100000,

Fiebre, pulso normal, presién | hemoconcentracién con un

Grado Il | arterial normal, manifestaciones | aumento del 20% en el

hemorragicas espontaneas hematocrito con respecto al

Dengue previo o al de convalecencia.

hemorragico Plaguetas menos de 100000,

hemoconcentraciéon con un

Fiebre, pulso rapido y débil,
Grado lll y ] ) aumento del 20% en el
presion arterial baja

hematocrito con respecto al

previo o al de convalecencia.

Plaquetas menos de 100000,

hemoconcentracién con un

Pulso indetectable, presion
Grado IV o aumento del 20% en el
arterial indetectable

hematocrito con respecto al

previo o al de convalecencia.

1.5 PATOGENIA DE LA ENFERMEDAD Y SUS COMPLICACIONES

Hay vacios en el entendimiento de la patogénesis del dengue, porque
aunque existen modelos animales, estos no reproducen la enfermedad a

pesar de desarrollar una alta viremia. Por tanto lo que se conoce parte de la



informacion brindada por estudios epidemioldgicos y experimentales en

humanos (33).

El curso de la infeccion esta caracterizado por eventos tempranos,
diseminacion y respuesta inmune con la subsiguiente depuraciéon viral. Los
eventos tempranos implican la entrada del virus a las células del sistema
inmune, especificamente célula de Langerhans como blanco primario luego
de la picadura del mosquito. A las 24 horas se puede detectar viriones en los
nddulos linfaticos regionales (27). La diseminacion ocurre a través de la
viremia que se extiende hasta la desaparicon de la fiebre. Las células diana
en esta etapa son los monocitos, aunque también se ha detectado la
presencia del virus en otras células (34). A través de la deteccion de
antigenos intracelulares también se ha comprobado el compromiso de

macrofagos y de las células de Kupffer en el higado (35,36).

La respuesta inmune innata y adaptativa inducida por el virus del dengue
juega un papel importante en la depuracion de la viremia (37). La infeccion
de los monocitos induce la produccion de TNF a, IL6, IL1b (38,39). La
respuesta humoral se dirige inicialmente a determinantes especificos de
serotipo, aunque existe un importante nivel de anticuerpos de reacciéon
cruzada. Esta respuesta humoral media la neutralizacion de la infeccién, al
igual que genera lisis celular mediada por complemento y bloqueo de

adhesion viral a receptores celulares (40).

El componente celular de la respuesta inmune representado por los linfocitos
CD4 Y CD8 también ejerce un importante efecto en el control de la infeccidon
a través de lisis de células infectadas y produccion de citoquinas como
interferon gamma, factor de necrosis tumoral alfa. Sin embargo, estas

mismas sustancias parecen jugar un papel paraddjico favoreciendo la



progresion de la enfermedad, al facilitar procesos relacionados con

amplificacion de la respuesta inmune (41,42).

Al igual que la cinética de la respuesta inmune, también se ha estudiado los
fendmenos que determinan ciertas manifestaciones patofisiolégicas propias
de la infeccién. Uno de los mas importantes es el sindrome de fuga capilar
que resulta en una de las caracteristicas cardinales del dengue hemorragico.
Por estudios de microscopia electrénica se sabe que se debe principalmente
a una disfuncion endotelial que suele ser transitoria, de resolucién rapida y

sin efectos residuales (43).

Se ha buscado los factores circulantes que inducen este aumento transitorio
de la permeabilidad capilar, demostrandose que el factor de necrosis tumoral
alpha, el interferon gama y la interleuquina 2 estan implicados en este
proceso (42,44). Incluso algunos de ellos se han propuesto como

marcadores potenciales de severidad.

También existen fendmenos hematoldgicos como la leucopenia y
trombocitopenia.  Dichas citopenias se atribuyen a depresion de la
hematopoyesis por efecto directo de la invasion del virus a las células madre.
Sin embargo, lo ultimo no explica del todo la trombocitopenia y hay estudios
que evidencian disminucion de la vida media de las plaquetas, lo que sugiere
la presencia de anticuerpos dirigidos contra estas células o activacion del
complemento por presencia de complejos virus-anticuerpos adheridos a la

superficie de las plaquetas (45).
A nivel hepatico se ha demostrado un compromiso similar al ocasionado por

el virus de la fiebre amarilla con necrosis hepatocelular y presencia de

cuerpos de Councilman dada por infeccion directa del virus a estas células.

10



Sin embargo, el mecanismo intimo que media la lesion se desconoce
(46-48).

1.6 FACTORES DE RIESGO PARA FORMAS SEVERAS

Se han estudiado diferentes factores que influyen en la evolucién del dengue
hacia formas severas como dengue hemorragico o choque, encontrandose

una amplia gama de factores:

a. Factores virales: Varios estudios prospectivos dan cuenta que la infeccion
con el serotipo 2 confiere mayor riesgo para la aparicion de la variedad
hemorragica, especialmente cepas inicialmente observadas en sudeste
asiatico las cuales ahora se encuentran diseminadas en todo el mundo
(49).

b. Exposicion previa al virus del dengue: Los estudios epidemioldgicos han
sugerido que la infeccion secundaria determina un riesgo mayor para
formas hemorragicas y para choque comparadas con las infecciones
primarias. Basicamente este hallazgo se debe a estudios
epidemiologicos llevados a cabo en epidemias en Tailandia, Myanmar y
Cuba (11,12).

c. Edad: Estudios epidemioldgicos también han sugerido que el riesgo de
dengue hemorragico declina con la edad. Sin embargo, esta no ha sido

una observacion uniforme (14).
d. El estado nutricional: Dos estudios han mostrado la correlacion negativa

entre un buen estado nutricional y la ocurrencia de dengue hemorragico y

choque, siendo mayor el riesgo en nifos bien nutridos que en

11



desnutridos. Esta asociacion se ha atribuido a la supresion de la

inmunidad celular en pacientes con mal estado nutricional (50, 51).

Ademas de lo anterior existen estudios que han intentado correlacionar
niveles de marcadores bioquimicos como predictores de riesgo para formas
severas. Sin embargo, el disefio de estos estudios no ha permitido
generalizar estos resultados, pero ha sentado las bases para el desarrollo de
otros estudios y el entendimiento de la enfermedad y su fisiopatogenia (22,
37, 40).

Al igual que en otras enfermedades infecciosas como la endocarditis
bacteriana, apendicitis aguda, sarampién y otras fiebres hemorragicas, el
dengue muestra evidencia directa e indirecta de alteraciones bioquimicas y/o
de reactantes de fase aguda, especialmente los relacionados con la alanino
aminotranferasa (ALT), amilasas séricas, Lactato Deshidrogenasa (LDH),
Creatin quinasa (CK), proteina C reactiva (PCR) que en diferentes disefios
han mostrado la relacién positiva entre valores altos y mayor severidad
(21,22, 46,52). A lo anterior se agrega alteraciones en el perfil lipidico como
niveles de colesterol y triglicéridos encontradas en estudios de corte
transversal. (53) Este fendmeno puede explicarse por la oxidacién lipidica
que puede falsear los niveles de reales de estos lipidos dado que las
pruebas no detectan formas oxidadas. Estos hallazgos dan pie a la
exploracion del estrés oxidativo dentro de la fisiopatogenia del dengue y el

potencial uso como marcador de severidad.

1.7 ESTRES OXIDATIVO Y ENFERMEDAD

La evolucién del entendimiento de la fisiopatologia y el manejo de las
enfermedades agudas a través de los ultimos afios establecid que la

produccion de radicales libres era la base de muchas lesiones celulares y del
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desencadenamiento de la disfuncion organica multiple a corto, mediano y
largo plazo. A principios de los 80, los estudios se enfocaron en intentar
explicar los mecanismos de produccién de tales radicales o sustancias
quimicas inestables electrénicamente, a través de peroxidacién lipidica y
destruccion de membranas celulares como base del problema. Sin embargo
el tiempo ha demostrado que implica una serie de eventos metabdlicos mas
complejos que incluyen la peroxidacién de proteinas que finalmente llevan a
la disfuncion de organelas celulares y disfuncion de érganos en pacientes

bajo estrés (54).

El balance de oxido-reduccion depende de un delicado equilibrio entre el
potencial antioxidante intracelular y extracelular y la actividad oxidativa propia
del estrés. La produccion de radicales libres o especies inestables que
pueden reaccionar con moléculas lipidicas o proteicas constituye el paso
inicial de disfuncion a nivel celular que progresivamente se manifiesta con
disfuncion de érganos (55). Esta cascada de fendmenos puede ser reversible
restituyendo la funcién normal a lipidos que integran la membrana vy
proteinas intracelulares y extracelulares por lo que de manera natural existen
mecanismos antioxidantes que frenan y disminuyen la magnitud de este
fendmeno (56, 57).

No existe a la fecha una manera exacta para determinar la actividad
oxidativa y el poder del organismo para hacer frente a esta produccion
excesiva de especies moleculares inestables, sin embargo, se conocen una
serie de moléculas a nivel extracelular e intracelular cuya cuantificacion
puede dar una panoramica de la actividad antioxidante particular en un
momento determinado. De la misma forma los productos oxidados de tipo
proteico o lipidico también pueden cuantificarse dando cuenta del impacto
oxidativo. Esto se traduce hoy en la existencia de procedimientos y

marcadores con un amplio uso en la investigacion (58,59).
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1.7.1 Clasificacion de antioxidantes por mecanismo de accion:

Agentes que remueven los radicales libres y otras especies reactivas en

forma catalitica: superdxido dismutasa, catalasa, glutatién peroxidasa.

Moléculas que disminuyen la disponibilidad de pro-oxidantes como iones

de hierro, cobre o hemo: transferrinas, haptoglobinas, metalotioninas.

Agentes de bajo peso molecular que barren radicales libres y especies
reactivas de nitrogeno: glutation, vitamina E, vitamina C, acido urico,

bilirrubina.

1.7.2 Clasificacion de antioxidantes por lugar de accién:

Extracelular hidrofilico: Vitamina C.

Intramembranoso liposoluble: Vitamina E

Intracitoplasmatico: Selenio, sistemas enzimaticos (catalasa, superoxido
dismutasa, glutation peroxidasa)

Intracitosplasmatico, intracelular e intramitocondrial: glutation.

1.7.3 Precursores de antioxidantes. Glutamina, N acetylcisteina, S adenosil

metionine.

Las anteriores son moléculas que ejercen actividad antioxidante directa e

indirecta, los cuales pueden ser cuantificados en diferentes fluidos corporales

o preparados celulares. Basicamente son aniones y productos proteicos y

lipidicos oxidados.
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1.8 ESTRES OXIDATIVO Y SEVERIDAD DE ENFERMEDAD

Existe evidencia que ha correlacionado los niveles de antioxidantes con la
severidad o progresion de enfermedades infecciosas y no infecciosas, tanto

de evolucién aguda como de evolucién cronica (60,61).

En la forma crénica de infeccion por virus de hepatitis C se ha encontrado
niveles significativamente mas bajos de glutation en pacientes infectados vy
que concomitante son HIV + comparados con controles sanos o pacientes
con hepatitis C sin HIV (62). Este hallazgo se ha correlacionado de manera
significativa con la actividad de replicacién viral y el grado de actividad
inflamatoria a nivel hepatico. Estas observaciones han generado la hipotesis
que sugiere que la deplecién de glutation y en general una menor capacidad
antioxidante son factores asociados a resistencia a terapia con interferon,
favoreciendo la replicacion viral. Lo anterior podria representar la base para
terapia de reemplazo con glutation. El estudio de estatus antioxidante
(medicion de superéxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa) y
metabolismo de glutatiéon en células mononucleares periféricas en pacientes
con hepatitis C crénica también ha mostrado alteraciones a favor de una
predominancia de actividad oxidativa que podria facilitar la cronicidad de la
infeccidon (63). Esta evidencia ha justificado la realizacion de ensayos clinicos
asociando n-acetilcisteina a la terapia convencional con interferén, con
resultados a favor de la combinacién, al disminuir los marcadores de estrés
oxidativo y evidenciar una mejoria clinica representada por la disminucién en
los niveles de transaminasas y actividad inflamatoria por biopsia hepatica
(64).

En estudios de corte transversal en pacientes con infeccidn por virus de
inmunodeficiencia humana se ha demostrado que la actividad de superodxido

dismutasa esta disminuida comparada con los controles, correlacionandose
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dichos niveles con recuentos bajos de linfocitos CD4 y cargas virales mas
altas (65,66).

En estudios clinicos realizados en unidades de cuidado intensivo donde se
evalua los modelos de estados inflamatorios agudos como es la sepsis
severa, (Que comparte algunos aspectos fisiopatoldgicos con el choque por
dengue) se ha demostrado que el nivel bajo de potencial antioxidante medido
por método de Miller (produccion del radical 3 etilbenzotiazoline, 6 acido
sulfénico) o cuantificacion de enzimas antioxidantes (superpdxido dismutasa,
glutation peroxidasa) esta significativamente asociado a la ocurrencia de
mortalidad independientemente de otros factores ya conocidos como el
indice de Apache (57, 61,67).

El exceso de radicales libres como el anidon superéxido se ha relacionado
igualmente con la ocurrencia de lesion celular en diferentes érganos en el
contexto de una amplia gama de enfermedades. Los 6rganos comprometidos
suelen ser rindn, pulmén, estbmago, intestino, piel, corazén. La expresion
clinica de cada uno de estos fendbmenos es amplia e incluye apoptosis,

disfuncién de membrana, fendomenos hemorragicos e inflamacion (68).

En el contexto de la disfuncién organica multiple con choque refractario al
uso de inotropicos (situacion similar a la que ocurre durante el choque por
dengue), se ha encontrado la accion inhibitoria de los aniones superoxido
sobre las catecolaminas enddgenas, que eventualmente también tendria
accién sobre las exdgenas. Esta es una circunstancia que sin lugar a dudas

merece ser explorada en el choque por dengue (55).

De la misma forma productos metabdlicos electronicamente inestables o
también denominadas especies reactivas a oxigeno, se han relacionado con

la induccién de citoquinas como Factor de Necrosis Tumoral alfa, IL 1B, IL6,
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IL 8 a través de su accidon como factor de activacion génica del NF kappa B
(69). Dicho gen se reconoce como un modulador central de respuesta en los
eventos moleculares primarios de la respuesta inflamatoria en diferentes
enfermedades (70). En dengue ya hay evidencia a partir de estudios in vitro
que demuestran la activacién de este gen en la infeccion por virus dengue 2
y se expresa con apoptosis de células neuronales humanas (71). Los
aniones superoxido también inducen aumento de la adhesion de neutrdfilos a
través de la generacién de quimiotacticos ya mencionados y la expresiéon de
moléculas de adhesion como las ICAM. Estos eventos han podido
bloquearse por medio del uso de analogos de superdxido dismutasa en

modelos in vitro (72).

1.9 ESTRES OXIDATIVO, POTENCIAL ANTIOXIDANTE Y DENGUE.

Son pocos los datos disponibles sobre estrés oxidativo en dengue. A nivel
de investigacion basica se conocen algunos estudios al respecto. En uno de
ellos se demostré que el estrés oxidativo es un inductor de produccién de
interleukina 6 y RANTES (quimoquina que genera activacién y reclutamiento
de linfocitos T por antigenos expresados o secretados) a nivel sanguineo y
en las células hepaticas de pacientes infectados. Dicho proceso pudo
revertirse de manera parcial con uso in vitro de antioxidantes como n-
acetilcisteina, nitro I-arginina y ditiocarbamato pirrolidona (73).  Otro estudio
demostrd in-vitro que virus dengue 2 induce la produccién de un factor
citotoxico a nivel de macrofagos, la expresion de esta molécula se traduce en
aumento de anion superéxido y peroxido de hidréogeno, radicales libres que
pueden ser bloqueados por introduccion de superoxido dismutasa al

experimento (74).

A nivel clinico existen dos estudios, el primero de corte transversal realizado

en poblacion pediatrica de la India mostré diferencias significativas en los
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niveles de triglicéridos, ASAT, ALAT, CK y Colesterol al comparar pacientes
con dengue severo, dengue hemorragico y dengue clasico (22). El
colesterol mostré niveles mas bajos en pacientes severamente enfermos con
respecto a los controles, lo que puede ser un reflejo de la oxidacion lipidica
que impide que se puedan detectar las formas oxidadas con los métodos
convencionales de medicidn de lipidos. En este estudio también se evaluo la
superoxido dismutasa y glutation peroxidasa, enzimas que mostraron niveles
significativamente mas bajos en los pacientes muy enfermos comparado con
controles sanos, sin discriminar diferencias entre los subgrupos de severidad
en dengue. Sin embargo, el estudio no permite catalogar a estos marcadores

bioquimicos como posibles factores de riesgo.

El segundo estudio corresponde a un estudio cubano, de corte transversal en
el que se cuantificd en 22 pacientes con dengue los niveles de superoxido
dismutasa, glutation peroxidasa, actividad antioxidante total y malonaldehido.
Los autores encuentran niveles mas altos de malonaldehido y superdxido
dismutasa en los pacientes afectados por dengue sin poder correlacionar
estos hallazgos con severidad por el pequefio tamafnio de muestra. Por esta
primera exploracion los investigadores consideran que un mayor nivel de
estrés oxidativo puede estar relacionado en la patogénesis de la
enfermedad (75).

De acuerdo a lo anterior, aunque la evaluacién del estatus oxidativo es un
terreno poco explorado en dengue, la evidencia obtenida a partir del estudio
de estas vias metabdlicas en otras patologias sugiere que este es un campo
de investigacion prometedor en el avance del conocimiento que actualmente
se tiene sobre esta enfermedad. El balance oxidativo puede estar
relacionado con la evolucion de la infeccibn y su cuantificacion

eventualmente puede ser un factor prondéstico y un indicador de severidad.
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2. OBJETIVOS

2.1 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢El estrés oxidativo en las fases tempranas de la infeccién por virus del
dengue esta asociado con la presentacion de formas severas de la

enfermedad?

2.2 HIPOTESIS

Durante la fase inicial de la enfermedad, los pacientes infectados con virus
dengue presentan alteraciones en los marcadores de estrés oxidativo, las
cuales se relacionan con la presentacion de formas severas entendidas
como mayor frecuencia y severidad de manifestaciones hemorragicas,

trombocitopenia mas profunda e inestabilidad hemodinamica.

2.3 OBJETIVO GENERAL

Identificar los pacientes adultos con sindrome febril por dengue atendidos en
los servicios de urgencias de Bucaramanga y su area metropolitana y evaluar
si el estrés oxidativo se asocia a la presentacién de formas severas de

enfermedad.
2.4 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Cuantificar en fases iniciales de la infeccion por dengue los niveles

plasmaticos de superdoxido dismutasa y glutation peroxidasa como

marcadores de estrés oxidativo.
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Establecer posible asociacion entre los niveles de marcadores de estrés

oxidativo y riesgo de sangrado.

Evaluar probable asociacion estrés oxidativo y presentaciéon de

alteraciones hemodinamicas y signos de extravasacion plasmatica.

Explorar posible asociacidn entre estrés oxidativo y perfil de mediadores

bioquimicos.
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3. METODOLOGIA

3.1 DISENO

Estudio de tipo observacional analitico de cohorte. (Este estudio se anido
en el estudio de cohorte denominado IDENTIFICACION DE MARCADORES
TEMPRANOS DE SEVERIDAD EN DENGUE). Director del proyecto: Dr. Luis
Angel Villar Centeno, Cédigo 1102-04-12919. Financiado por Colciencias.

3.2 POBLACION Y MUESTRA

a) Poblacién blanco: Pacientes con diagnostico de sindrome febril atendidos
en el servicio de urgencias en quienes el sindrome se atribuy6 por clinica a

una infeccion aguda por virus del dengue.

b) Poblacién de estudio: Pacientes mayores de 12 afios con sindrome febril
atribuido clinicamente a dengue y confirmado a través de la seroconversion
de anticuerpo IgM especificos contra dengue, o cuadriplicacion del titulo de
IgM en sueros pareados o aislamiento viral en suero agudo, quienes se
encontraban entre los dias 1 y 4 de enfermedad, sin signos de choque y
fueron atendidos en los servicios de urgencias del hospital Ramén Gonzalez
Valencia ahora Universitario de Santander y centros de atencién en salud del

area Metropolitana de Bucaramanga.

3.3 CRITERIOS DE INCLUSION

Pacientes que acudieron a los servicios de urgencias de los niveles 2 y 3 de

Bucaramanga y su area metropolitana y a quienes se les identificé un
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sindrome febril cuya evolucion era inferior a 4 dias, teniendo como primera

posibilidad diagndstica etioldgica la infeccion aguda por virus del dengue.
Los criterios de inclusion fueron:

» Paciente mayores de 12 afos

= Historia de fiebre durante las ultimas 96 horas

» Temperatura mayor a 38 grados

» Fiebre de causa no establecida

= Recuento de plaquetas inferior a 180000/mm?® y superior a 50000/mm?®

=  Consentimiento informado

3.4 CRITERIOS DE EXCLUSION

= Pacientes de quienes no se logré obtener plasma para los respectivos

analisis.

= Pacientes remitidos para el manejo de complicaciones derivadas de la
enfermedad o quienes ya habian desarrollado choque o prechoque y
estuviesen en fase de recuperacién o con signos compatibles con este

sindrome al momento de la evaluacion inicial.

*» Presencia de manifestaciones hemorragicas mayores como equimosis,

hematemesis, metrorragia, melena, rectorragia y purpura.

= Otras enfermedades concomitantes como diabetes, insuficiencia
suprarrenal, desordenes hematolégicos, enfermedad tumoral, enfermedad

cardiaca.
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También se excluyeron aquellos pacientes que en la primera valoracion
ya reunian todos los criterios de dengue hemorragico (menos de 100.000
plaquetas/mm?®, extravasacion plasmatica y alguna manifestacion

hemorragica).

3.5 TAMANO DE MUESTRA

Se tomaron todos los pacientes que cumplieron los criterios de inclusién y

exclusion para finalmente ensamblar una cohorte de 164 pacientes. Se

captaron pacientes desde abril del 2003 a Diciembre del 2004.

3.6 VARIABLES Y SEGUIMIENTO

3.6.1 Variables clinicas:

Epidemioldgicas: Edad, sexo, residencia como variable dicotomica
(residente en Bucaramanga durante los dos ultimos meses, residente

fuera de Bucaramanga).

Sintomas: Fiebre (registro en grados centigrados), cefalea, dolor
retrocular, dolor faringeo, osteomialgias, dolor abdominal (referido por el
paciente, definiendo ubicacién sobre esquema en dibujo de cuerpo
humano, calidad de dolor, y cuantificacion por escala comparativa

analoga), diarrea (numero de deposiciones y caracter de las mismas)

Manifestaciones hemorragicas: Cutaneas y de mucosas (petequias,
equimosis, hematomas, gingivorragia, epistaxis), tracto digestivo
(hematemesis, melenas, rectorragia). Las manifestaciones hemorragicas

se comprobaran por observacion directa de excretas. Igualmente
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hemorragia en tracto genito urinario (metrorragia, hematuria

macroscopica).

Prueba torniquete: Numero de petequias en un area de 2.5 cm2 luego de
mantener por 5 minutos el manguito del tensiédmetro insuflado al nivel del
promedio entre la presion arterial sistolica y diastdlica del paciente. Se
calific6 como positiva si habia mas de 20 petequias en el area descrita
(OMS).

Evaluaciéon hemodinamica: Frecuencia cardiaca, tension arterial, tension
arterial media (TAS+ 2TAD) / 3, hipotension ortostatica (disminucion de 20
mmHg de la presién arterial sistolica y/o disminucion de 10 mmHg de la
presion arterial diastdlica, medidas un minuto después de adquirir la

posicion erguida).

Signos: edema de miembros inferiores que deja fovea, hepatomegalia (a
través de medicidn en centimetros sobre linea media clavicular derecha
del borde hepatico hasta reborde costal y medida en centimetros silueta
hepatica evaluada por matidez a la percusion luego de acuerdo entre dos
examinadores), derrame pleural detectado por clinica (disminucion del

murmullo vesicular, matidez en bases pulmonares) y/o ecografia.

Estado nutricional: peso, indice de masa corporal (peso/talla®).

3.6.2 Variables de laboratorio:

Toma de muestra de sangre. Las muestras fueron tomadas por personal
adecuadamente entrenado en condiciones optimas para evitar molestias
a los participantes y reducir al minimo el riesgo de infeccion. El

laboratorio encargado del procesamiento y analisis de Hematologia y
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Quimica sanguinea fue el Laboratorio de la Escuela de Bacteriologia de
la Facultad de Salud de la UIS, el cual esta debidamente certificado por
trabajar con adecuados estandares de calidad y sirve de referencia para
otros laboratorios del oriente colombiano. Las pruebas de diagndstico
virolégico fueron realizadas en el Laboratorio de Virologia del Centro de
Investigaciones en Enfermedades Tropicales CINTROP. De cada sujeto
se obtuvo una muestra de 20 ml, utilizando técnica aséptica para
recolectar una muestra de suero que se utilizé para estudios de quimica
sanguinea (marcadores de inflamacion hepatica) y virologia y luego una
de sangre en tubos con citrato para realizar los marcadores de estrés
oxidativo. Las muestras se centrifugaron y separaron en alicuotas que
fueron almacenadas a —70 grados centigrados hasta el procesamiento.
Hacia el 6 a 8 dia de enfermedad, se obtuvo una segunda muestra de
suero para la determinacion de IgM para dengue en aras de confirmar el

diagndstico de infeccidn por Dengue.

Estado de infeccion por virus del dengue. La determinacion del estado
de infeccion por virus del dengue se hizo por deteccién de anticuerpos
especificos contra el virus del Dengue de la clase IgM, a partir de una
primera muestra de suero recolectada en la etapa inicial de la
enfermedad (primeras 96 horas) y una segunda obtenida después del 7
dia del inicio de la fiebre. Para el efecto se utilizd la prueba de
inmunoensayo enzimatico (ELISA) siguiendo el protocolo originalmente
descrito por Anzari y colaboradores (Anzari, MZ, Shope R, and Malik.
Evaluation of vero cell lysate antigen for the ELISA of Flavivirus. J Clin
Lab Anal 1993; 7:230-237); de acuerdo con éste, microplacas de 96
pozos (Titertek, Flow Laboratorios, McLean, VA) se sensibilizaron con 100
microlitros de anticuerpo contra cadena pde Ig humana (Hyland
Diagnostic, Garden Grove, CA) diluyendo 1:800 en tampon carbonato

6mM, pH 9.0 por 1 hora a 37 grados y luego fueron lavadas por 8 veces
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con PBS (pH 7.4) ‘0.05%, Tween 20. EIl suero (diluido 1:100 a 1:20000
en PBS 1% Tween) se adicion6 a cada pozo en volumen de 50 uL por
duplicado y luego las placas se incubaron 1 hora a 37 grados para
nuevamente ser lavadas y adicionadas a 50 pL de antigeno, diluido
segun resultado de titulacion. Después de 18 horas de incubacion a 4
grados centigrados se adicion6 25 uL del conjugado y previa incubacion,
la reaccién se visualizé adicionando 100 uL de substrato (o-phenylene
diamine 0.5 mg/ml en H202 3%)(Sigma St Louis, MO) diluido 1:300
tampén citrato 0.1 M pH 5 por 30 min, suspendiendo la reaccién de color
por adicion de 50 uL de H2S0O4 4 M por pozo; los valores de absorbancia
fueron medidos a 492 nm con un espectofotometro “Titer Tek
Multiskan”(Dynatech Laboratories, Inc). Un suero fue considerado
positivo cuando el valor detectado fue 2 veces el obtenido con controles
negativos. Se definio infeccidn aguda por virus dengue en aquellos casos
en que existié seroconversion entre el primer y segundo suero (paso de

IgM negativa a positiva o elevacion cuadruple de la absorbancia).

Para aquellos pacientes en los que por alguna razon no fue posible
obtener el segundo suero para detectar y cuantificar IgM contra virus
Dengue, se realizé6 como prueba diagnéstica el cultivo del virus. Con los
sueros se infectaron células de mosquito Aedes albopictus (clon C6/36)
mantenidas en medio Leibozt’s (L-15. GIBCO, BRL) suplementado con
suero bovino fetal (10%), triptosa fosfato (10%) y antibiéticos (penicilina
100 Ul/ml; estreptomicina 100 ug/ml) (1%). Se adicionaron 100 ul de
suero a monocapas celulares crecidas en tubos de vidrio y luego los
cultivos se centrifugaron a 2,000 rpm por 30 minutos y a temperatura
ambiente. Después se adiciond6 1 mililitro del medio de cultivo
suplementado con 2% de suero bovino fetal y los cultivos se incubaron a
32°C por 8 dias. La presencia del virus se determind por

inmunofluorescencia directa usando un anticuerpo policlonal anti-dengue

26



marcado con fluoresceina y luego el serotipo se identificé por
inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos monoclonales especificos.
Los anticuerpos fueron gentilmente donados por el CDC, Dengue Branch

Puerto Rico.

- Marcadores de estrés oxidativo:

Superoxido dismutasa (SOD): esta enzima acelera la dismutacién de un
radical toxico, el radical superdxido (O27), producido durante un proceso
oxidativo, en peroxido de hidrégeno y oxigeno molecular. Se utilizé el kit
Randox, No SD125. Este método emplea Xantina oxidasa para formar
radicales superoéxido los cuales reaccionan con cloruro de 2- (4-yodofenil)-3-
(4-nitrofenol).5. fenil tetrazolio para formar un colorante formazan rojo. Se
mide la actividad de la superdxido dismutasa por el grado de inhibicion de

esta reaccion.

O,y +0y +2H" —> 0O, + H)0,

Las muestras de plasma con citrato de sodio al 3.2% fueron diluidas en la
solucion Tampon Fosfato pH de 7.0. Se realizé la lectura de las
absorbancias a temperatura de 37°C y a una longitud de onda de 505 nm.

Se determind el porcentaje de inhibicion para cada una de ellas.

La actividad de esta enzima se expresd como porcentaje de inhibicion que
resulta de la resta de los porcentajes de inhibicién detectados para cada

muestra y los determinados en un patron estandar.

Glutation peroxidasa (GP): cataliza la oxidacion del Glutation (GSH) por
el hidroperdxido de cumeno. El Glutation oxidado (GSSG) en presencia de
Glutatiéon Reductasa (GR) y NADPH es inmediatamente convertido en su

forma reducida con una oxidacion de NADPH en NADP™.
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Principio de la reaccion:

GPX
2GSH + ROOH > ROH + GSSG + H,0O

GR
GSSG + NADPH + H* —> NADP" + 2GSH

Para la medicion de la actividad de esta enzima se utilizdé el kit Randox
RS505. Las muestras de plasma con citrato de sodio 3.2% se diluyeron con
la solucién proporcionada en el kit. Se realizé la lectura a una temperatura
de 37°C y a una longitud de onda de 340 nm. La concentracion de Glutation

Peroxidasa se expreso en UJ/L.

- Otras pruebas bioquimicas. Los niveles de AST y ALT se determinaron
siguiendo métodos previamente descritos y estandarizados (Métodos de
Analisis Enzimatico 3 Ed. Vol 3 de 1983, pag 416-433). La LDH se
determind utilizando el método recomendado por la sociedad
Escandinava para la Quimica Clinica y Fisiologia Clinica (J Clin Lab
Invest 1974; 33:291-306). Los niveles de colesterol y triglicéridos se
determinaron por métodos enzimaticos utilizando reactivos de la casa

comercial Human.

3.7 EVALUACION INICIAL

Los pacientes firmaron un consentimiento informado como prerrequisito para
poder ser incluidos en el estudio (ver anexo No.1), se les llen6 una ficha que
incluia datos socio-demograficos, patologias asociadas, examen fisico inicial
y medicamentos de uso previo (Anexo No 2). La evaluacion inicial fue
realizada por meédicos con entrenamiento y experiencia en investigacion

clinica en dengue (Dra. Ruth Martinez y Dr. Fredi Diaz). Estos mismos
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investigadores se encargaron de la obtencion de las muestras de sangre, al

igual que del seguimiento clinico hasta la ocurrencia de los desenlaces.

3.8 EVENTOS DESENLACE

Los eventos de desenlace del estudio fueron:

e Trombocitopenia: recuento de plaquetas inferior a 100.000 /mm?.

e Sangrados: prueba de torniquete, hemorragias mayores.

e Signos de extravasacion de plasma: Derrame pleural, ascitis,
hipoalbuminemia o viraje del hematocrito mayor del 20%.

e Dengue Hemorragico (DH): infeccién por dengue con manifestaciones

hemorragicas y signos de extravasacion de plasma.

3.9 PROCESAMIENTO Y CONTROL DE CALIDAD DE LOS DATOS

3.9.1 Almacenamiento de la informacién. Para la recolecciéon de la
informacion se llené un cuestionario de ingreso, que incluyé datos de
identificacion e informacion clinica obtenida por los médicos a cargo del
estudio. En un formato estandar se obtuvo informacion clinica diaria desde
la inclusién al estudio hasta al menos el séptimo dia a partir del inicio de la

fiebre o hasta la recuperacién del paciente.
3.9.2 Almacenamiento de los datos. Se hizo doble digitacion en una Base

de Datos Access XP, 2002. Se compararon las dos bases en el programa Epi

Info 6.04d y se corrieron las inconsistencias encontradas.
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3.10 ANALISIS DE LOS DATOS

Para todas la variables sociodemograficas y clinicas contempladas, se
realizé un analisis descriptivo, mostrando la distribucién de frecuencias. En el
caso de las variables continuas se determinaron las medias y desviaciones

estandar y para las variables categdricas se estimaron las proporciones.

Para comparar las caracteristicas clinicas y demogréaficas segun los
resultados obtenidos en los niveles SOD y GP, se emplearon como puntos
de corte de estas enzimas, los promedios del total de pacientes estudiados.
En el analisis bivariado se emplearon las pruebas T de Student y Chi
cuadrado, para la evaluacién de las variables continuas y categoricas,
respectivamente. Cada asociacion se expresd en términos de Odds Ratio
(OR), con su correspondiente Intervalo de Confianza del 95%, y se determin6

el valor de p en cada caso.

Analisis multivariado: Todas las asociaciones encontradas en el analisis
bivariado con una p<0,20, fueron evaluadas en un modelo de regresién
logistica para determinar cuales caracteristicas clinicas o demograficas
estaban asociadas de forma independiente a los niveles de cada enzima (GP
o SOD). Se consideraron como asociaciones estadisticamente significativas

aquellas con una p<0,05.

En el andlisis de datos se empledé el programa estadistico STATA

version 5.0.
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4. ASPECTOS ETICOS DEL ESTUDIO

De acuerdo al articulo 11 de la Resolucion 008430 de 1993 del Ministerio de
Salud, el presente estudio es de caracter observacional, sin intervencion en
pacientes. El riesgo para los pacientes incluidos correspondié solo al
derivado de la toma de muestras de sangre, lo que hace parte del manejo
usual de estos pacientes. En consecuencia, el estudio califica en categoria 7

definida en la mencionada resolucion como “investigacion de riesgo minimo”.

Por tal razon se solicitd6 la firma de un consentimiento informado

(Ver anexo A).
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5. RESULTADOS

Durante el periodo del estudio se captaron 164 pacientes con dengue cuya
edad promedio fue 29,3 anos, con una desviacion estandar de 16,23 afios.
Se observé un leve predominio del género femenino, representando el
53,05% del total (87/164). Al momento del ingreso, el tiempo de evolucion del
sindrome febril agudo fue en promedio de 73,52 horas (IC 95%: 70,6 —
76,44), condicion que se mostr6 acompafada principalmente de cefalea,
mialgias, artralgias, escalofrio e hiporexia, sintomas que se presentaron en

mas del 80% de los casos (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas clinicas de pacientes adultos con diagndstico

de dengue confirmado por el laboratorio.

Variable TOTAL n=161 (%)
Sexo Masculino n (%) 75 (46,6)
Edad Media + DE 29,23 + 16,23
Cefalea 151 (93,8)
Dolor retroocular 111 (68,9)
Mialgias 149 (92,6)
Artralgias 133 (82,6)
Escalofrio 154 (95,7)
Hiporexia 145 (90,0)
Odinofagia 69 (42,9)
Tos 62 (47)
Rinorrea 50 (38,2)
Exantema 61 (45,5)
Vémito 44 (27,3)
Diarrea 48 (29,8)
Dolor abdominal 84 (52,2)
Fiebre (T. 238 °C) 20 (12,4)
Deshidratacién 68 (56,4)
Eritema facial 100 (62,1)
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La evaluacion clinica diaria permiti6 documentar en el grupo estudiado, que
142 (86,59%) pacientes presentaron alguna manifestacion hemorragica, 41
(25%) desarrollaron trombocitopenia (<100.000 plaquetas/uL) y 28 (17,07)
mostraron algun signo de extravasacion plasmatica. Del total, 12 pacientes
reunieron estos criterios de severidad configurando el sindrome de dengue

hemorragico (Incidencia=7,32%) (Tabla 3).

Tabla 3. Incidencia de los desenlaces durante el seguimiento clinico.

Desenlace TOTAL n =161 (%)
Hemorragias espontaneas 142 (86,59)
Viraje de Hematocrito = 20% 25 (15,5)
Trombocitopenia 41 (24,8)
Extravasacion plasmatica 28 (17,07)
Dengue hemorragico 12 (7,32)

En relacién con las pruebas de estrés oxidativo, se midio la enzima Glutatidon
Peroxidasa (GP) en 161 pacientes con dengue. Los niveles de este marcador
de estrés oxidativo no se asociaron con los signos de severidad de la

enfermedad (p>0.2, para todas las variables) (Tabla 4).

Tampoco hubo asociacion alguna entre la GP y la mayoria de los
marcadores bioquimicos evaluados, entre los que se cuentan, las
transaminasas hepaticas, el colesterol y las lipoproteinas de alta y baja
densidad (Tabla 5). Como hallazgo interesante, niveles relativamente altos
de GP se asociaron a valores bajos de triglicéridos séricos. Cuando la GP
estuvo por encima de 1200 U/L, los triglicéridos oscilaron alrededor de los

115 mg/dL (1C95%: 102 — 127), los cuales fueron significativamente menores
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que los hallados con valores inferiores de GP (140 mg/dL; 1C95%: 119 — 162;
p=0,04).

Tabla 4. Manifestaciones clinicas en el total de pacientes con dengue

incluidos y segun el nivel de GP.

Variable T(zTAL GP >1_200 UL | GP <1_200 U/L Valor p

(n=161) (n=82) (n=79)
Sexo Masculino n (%) 75 (46,6) 33 (40,2) 42 (53,2) 0,10
Edad Media + DE 29,23+16,23 | 27,2+14,32 | 31,34 +17,85 | 0,11
Cefalea 151 (93,8) 80 (97,6) 71 (89,9) 0,04
Dolor retroocular 111 (68,9) 59 (72) 52 (65,8) 0,40
Mialgias 149 (92,6) 78 (95,1) 71 (89,9) 0,20
Artralgias 133 (82,6) 73 (89,0) 60 (76) 0,03
Escalofrio 154 (95,7) 78 (95,1) 76 (96,2) 0,74
Hiporexia 145 (90,0) 73 (89,0) 72 (91,1) 0,65
Odinofagia 69 (42,9) 34 (41,5) 35 (44,3) 0,72
Tos 62 (47) 30 (39,5) 32 (57,1) 0,04
Rinorrea 50 (38,2) 29 (38,7) 21 (37,5) 0,89
Exantema 61 (45,5) 38 (50) 23 (39,7) 0,23
Voémito 44 (27,3) 24 (29,3) 20 (25,3) 0,57
Diarrea 48 (29,8) 22 (26,8) 26 (32,9) 0,40
Dolor abdominal 84 (52,2) 45 (54,9) 39 (49,4) 0,48
Fiebre (T. 238 °C) 20 (12,4) 6 (7,3) 14 (17,7) 0,045
Deshidratacion 68 (56,4) 37 (48,7) 31 (56,4) 0,39
Eritema facial 100 (62,1) 53 (64,6) 47 (59,5) 0,51
Prueba torniquete 76 (47,5) 45 (54,9) 31 (39,7) 0,06
Hemorragias

24 (14,9) 14 (17,1) 10 (12,7) 0,43
espontaneas
Viraje de Hto 2 20% 25 (15,5) 14 (17,1) 11 (13,9) 0,58
Trombocitopenia 40 (24,8) 24 (29,3) 16 (20,3) 0,19
DH 12 (7,45) 4 (4,88) 8 (10,13) 0,20

34



Tabla 5. Variables bioguimicas segun el nivel de GP en pacientes con

dengue.

GP>1200 GP <1200

UIL (n=82) IC 95 % UIL (n=78) IC 95 % Valor p
AST 99,71 79,63 - 119,78 107,6 87,36 - 127,83 0,58
ALT 77,81 60,56 - 95,06 85 63,87 - 106,13 0,60
Colesterol 142,7 133,95 - 151,45 149,10 140,42 - 157,78 0,30
HDL 36,79 34,36 - 39,21 35,73 33,65 - 37,80 0,51
LDL 83,32 75,9 - 90,74 85,48 78,02 - 92,95 0,68
Triglicéridos 114,57 101,87 - 127,28 140,43 119,18 - 161,67 0,04

Cuando se compararon las manifestaciones clinicas de los pacientes con
dengue, de acuerdo a los niveles de GP, se observd que los pacientes con
mas de 1200 U/L de GP presentaban una mayor frecuencia de cefalea
(p=0,04) y artralgias (p=0,03); una menor frecuencia de tos (p=0,04) y fiebre

al examen fisico (p<0,05); una frecuencia cardiaca superior (p=0,0006) y una

presion arterial sistolica (PAS) significativamente inferior (p=0,009)
(Tablas 4 y 6).
Tabla 6. Analisis de variables continuas segun el nivel de GP en

pacientes con dengue.

Variable GP>1200 IC 95 % GP<1200 IC 95 % Valor p
(n=82) (n=79)

Peso 59,80 56,81 - 62,8 61,58 57,67 - 65,49 0,47
F. respiratoria 19,06 18,42 - 19,7 18,9 18,01 - 19,79 0,77
Temperatura 36,87 36,66 - 37,08 36,63 36,40 - 36,87 0,14
FC 84,95 81,8 - 88,11 77,53 74,75 -80,31 | 0,0006
PAS 113,61 | 110,82-116,4 119,87 116,09-123,66 | 0,009
PAD 71,5 69,34 - 73,66 73,05 70,78 - 75,32 0,33
Plaquetas x10°/uL 143,6 | 129,72 -157,5 148,8 132,02-165,57 | 0,64
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Estos hallazgos fueron evaluados en un analisis de regresion logistica que
incluyé las variables asociadas con los niveles de GP (con p<0,20), entre las
que se cuentan la edad y el género. En este modelo se observé que la tos, la
fiebre y la frecuencia cardiaca en decubito, estuvieron asociadas de forma

independiente al resultado de esta prueba (Tabla 7).

Tabla 7. Variables asociadas de forma independiente a un nivel de GP

>1200 U/L. Analisis de regresion logistica.*

Variable OR IC 95% Valor p
Género 0,89 0,36 2,15 0,79
Edad 0,99 0,96 1,02 0,60
Cefalea 1,32 0,12 14,21 0,82
Artralgias 2,69 0,83 8,74 0,10
Tos 0,37 0,16 0,85 0,02
Fiebre (T° = 38°C) 0,16 0,04 0,75 0,02
FC t 1,53 1,10 2,12 0,01
PAS T 0,74 0,54 1,02 0,07
Triglicéridos 1,00 0,99 1,00 0,22
Prueba Torniquete 1,70 0,74 3,92 0,21
Trombocitopenia § 1,26 0,46 3,45 0,65

* Se incluyeron todas las variables con p<0,20 en el analisis bivariado.

T Se muestra la asociacion con cada aumento de 10 Latidos/minuto en la
frecuencia cardiaca.

T Se muestra la asociacion con cada aumento de 10 mm Hg en la presion
arterial sistolica.

§ Recuento de plaquetas < 100.000 /L.

La enzima Superodxido Dismutasa (SOD) fue cuantificada en suero de fase
aguda de 157 pacientes. En el analisis bivariado se observé una mayor
incidencia de extravasacion plasmatica en los pacientes con mayores valores
de SOD (% inhibicion >-100). Sin embargo, cuando se evaluaron los otros

criterios de severidad, las manifestaciones clinicas y de los hallazgos de
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laboratorio, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas

relacionadas con los niveles de SOD (Tablas 8 y 9).

Tabla 8. Manifestaciones clinicas en el total de pacientes con dengue

incluidos y segun el nivel de SOD.

Variable T(zTAL SOEi >-100 SOD_<-100 Valor p
(n=157) (n=102) (n=55)

Sexo Masculino - N (%) 74 (47,13) 49 (48,04) 25 (45,45) 0,76
Edad Media + DE 30,11 + 16,15 28,22 + 14,66 33,64 + 18,22 0,04
Cefalea 149 (94,9) 96 (94,12) 53 (96,36) 0,54
Dolor retroocular 109 (69,43) 71 (69,61) 38 (69,09) 0,95
Mialgias 147 (93,63) 97 (95,1) 50 (90,91) 0,31
Artralgias 132 (84,08) 88 (86,27) 44 (80) 0,31
Escalofrio 151 (96,18) 98 (96,08) 53 (96,36) 0,93
hiporexia 140 (89,17) 94 (92,16) 46 (83,64) 0,10
Odinofagia 67 (42,68) 43 (42,16) 24 (43,64) 0,86
Tos 60 (46,51) 41 (50) 19 (40,43) 0,29
Rinorrea 49 (38,28) 29 (35,37) 20 (43,48) 0,36
Exantema 60 (46,15) 40 (47,62) 20 (43,48) 0,65
Voémito 44 (28,03) 33 (32,35) 11 (20) 0,10
Diarrea 47 (29,94) 28 (27,45) 19 (34,55) 0,35
Dolor abdominal 81 (51,59) 52 (50,98) 29 (52,73) 0,83
Fiebre (>38C°) 20 (12,74) 13 (12,75) 7(12,73) 0,997
Deshidratacion 68 (52,71) 48 (57,14) 45 (44,44) 0,17
Eritema facial 98 (62,42) 67 (65,69) 31 (56,36) 0,25
Prueba torniquete 75 (48,08) 50 (49,02) 25 (46,30) 0,75
Hemorragias espontaneas 25 (15,92) 16 (15,69) 9 (16,36) 0,91
Extravasacion plasmatica * 28 (17,83) 23 (22,55) 5(9,09) 0,04
Viraje de Hto >20 25 (15,92) 20 (19,61) 5(9,09) 0,09
Viraje de Hto >10 86 (54,78) 63 (61,76) 23 (41,82) 0,02
Trombocitopenia 41 (26,11) 26 (25,49) 15 (27,27) 0,81
DH 12 (7,64) 8 (7,84) 4 (7,27) 0,90

* Extravasacion plasmatica definida como la presencia de alguno de los siguientes signos:

Derrame pleural, ascitis, albuminemia o viraje del hematocrito mayor del 20%.
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Tabla 9. Andlisis de las variables continuas segun el nivel de SOD en

pacientes con dengue

variable |00 01 g5 [POP S0 g5 valor p
(n=102) (n=55)

Peso 62,08 59,12 - 65,04 62,34 58,71 - 65,97 0,92
F. respiratoria 19,17 18,49 - 19,85 18,62 17,68 - 19,56 0,35
Temperatura 36,85 36,65 - 37,05 36,63 36,34 - 36,91 0,20
FC 83,33 80,58 - 86,08 78,75 74,78 - 82,71 0,056
PAS 17,7 114,69 - 120,7 115,8 111,91-119,69| 0,45
PAD 72,22 70,29 - 74,14 72,2 69,38 - 75,02 0,99
Plaquetas

X10%/L 145,1 130,61 - 159,59 | 143,18 | 126,94 - 159,42 0,87
AST 102,57 84,20 - 120,93 104,95 81,01 -128,88 0,88
ALT 78,29 60,66 - 95,92 89,7 67,42 - 111,97 0,44
Colesterol 144,36 (136,77 -151,96| 149,65 |138,03-161,28| 0,43
HDL 36,47 34,49 - 38,44 35,96 33,05 - 38,87 0,77
LDL 82,35 75,84 - 88,85 88,35 78,54 - 98,15 0,30
Triglicéridos 129,55 |112,15-146,95| 126,55 |110,84-142,26| 0,82

La asociacion entre SOD y extravasacion plasmatica también fue evaluada

en un analisis multivariado de regresion logistica, incluyendo la variable

género, edad y aquellas con p<0,20 en el analisis bivariado. En este modelo

se evidencid que la extravasacion plasmatica se asocidé a una mayor

actividad de

la SOD,

consideradas (Tabla 10).
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Tabla 10. Variables asociadas con una mayor actividad de SOD en
pacientes con dengue. Andlisis de regresion logistica.

Variable OR IC 95% Valor p
Genero 1,20 0,51 2,78 0,68
Edad 0,98 0,95 1,00 0,07
Extravasacion de
olasma 6,90 1,45 32,9 0,02
FC 1,25 0,92 1,70 0,16
Deshidratacion 1,29 0,58 2,88 0,53
Voémito 0,84 0,32 2,17 0,71
Hiporexia 5,03 1,34 18,96 0,02
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6. DISCUSION

Durante el periodo del estudio se captaron 164 pacientes con dengue cuya
edad promedio fue 29,3 anos, con una desviacion estandar de 16,3 afios. El
promedio observado concuerda con lo descrito en otras series de adultos de
Latinoamérica y Asia. Este primer factor sugiere que el grupo de edad
afectado por el dengue no difiere de manera importante en la poblacion
estudiada con respecto a otras zonas lo cual favorece la validez externa del
estudio para extrapolar los resultados en poblaciones adultas diferentes a la
de Bucaramanga. La diferencia en cuanto género no fue importante y los

hallazgos pueden extrapolarse tanto a hombres como mujeres (13,14, 76).

De acuerdo con los criterios de inclusién disefiados para captar pacientes en
fases tempranas de la enfermedad, se logré un inicio de seguimiento en
promedio a partir del tercer dia del sindrome febril, lo cual representa un
periodo temprano de acuerdo al conocimiento que se tiene sobre la
fisiopatologia de la infeccion. Teniendo en cuenta que se excluyeron los
pacientes con DH u otras complicaciones propias del dengue, los
marcadores clinicos y paraclinicos se evaluaron antes del desarrollo de
formas severas y por ende representan variables factibles a considerar en un
modelo prondstico. Sin embargo, dada la baja incidencia de dengue
hemorragico (7,32%) en esta cohorte, el estudio no tuvo poder suficiente
para evaluar una asociacién entre este desenlace en particular y los

marcadores de estrés oxidativo.
Al momento del ingreso, el sindrome febril se acompafié principalmente de

cefalea, mialgias, artralgias, escalofrio e hiporexia, sintomas que se

presentaron en mas del 80% de los casos. Estos hallazgos concuerdan con
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lo observado en otras descripciones de Latinoamérica, lo que sugiere que el
espectro clinico del dengue en nuestra regidn no tiene una caracteristica
particular que la haga diferente por lo menos para las fases iniciales con
respecto a lo observado en otras zonas geograficas del continente (14,77,
78).

La evaluacion clinica diaria permiti6 documentar que en el grupo estudiado,
142 (86,59%) pacientes presentaron alguna manifestacién hemorragica. Las
manifestaciones hemorragicas tradicionalmente se han utilizado en el
contexto de infeccion por dengue para hacer clasificacion de severidad, sin
que ellas diferencien dengue clasico de dengue hemorragico por cuanto en
ambos escenarios, éstas se dan con la misma frecuencia (79). La incidencia
de manifestaciones hemorragicas en este estudio es similar a la de otras
series y concuerda con lo previamente sefalado en que pacientes con estas
manifestaciones no mostraron una mayor severidad (80). Las
manifestaciones hemorragicas de dengue se han atribuido a diferentes
factores entre ellos trombocitopenia y alteracién en factores hemostaticos
séricos, los cuales eventualmente pueden actuar de manera sinérgica (79-
82). Sin embargo, aun existe controversia sobre cual es el factor que juega
el papel mas importante y cual es el mecanismo fisiopatoldgico que lo facilita.
De hecho algunos estudios han sefialado que el factor que mas contribuye a
los fendmenos hemorragicos es la activacion endotelial inicial que
subsecuentemente activa plaquetas y, a partir de alli, toda la cascada que se
expresa en coagulacion-sangrado tal como ocurre en purpura
trombocitopénica trombdtica (45,90,91). Visto de esta forma, se recomienda
que los estudios se dirijan a valorar el efecto que tiene el virus sobre la célula
endotelial como fendmeno inicial de la fisiopatologia de la hemorragia en

dengue.
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Al valorar la asociacion entre SOD y GP y la presentacion de
manifestaciones hemorragicas, no se encontrd relacion entre los niveles de
estas enzimas y la ocurrencia de sangrado espontaneo, aunque hubo una
mayor frecuencia (no estadisticamente significativa) de prueba de torniquete
positiva con GP > 1200 U/ml 54,9% vs 39,7% con p=0.06. Dado que la
prueba de torniquete es una forma de valorar indirectamente la fragilidad
capilar y por ende disfuncion endotelial, se podria inferir (aun con esa débil
asociacién) que el aumento de GP puede ser un mecanismo de defensa a
nivel endotelial ante la injuria que impone virus Dengue. Una limitante para
encontrar clara diferencia es que la medicion plasmatica de GP refleja parte
de los mecanismos antioxidantes extracelulares pero es probable que si la
medicion se hiciera a nivel tisular (contenido intracelular) como en mucosa
del tracto digestivo la asociacion seria mas evidente (sitio anatémico
frecuentemente relacionado con sangrado). De hecho modelos murinos de
infeccién bacteriana de mucosa gastrica han mostrado el efecto que tiene el
estrés oxidativo para inducir disrupcion y sangrado, lo cual puede ser

revertido con antioxidantes como glutation (83).

En el espectro clinico de dengue también se observa una importante
disminucién del recuento de plaquetas que se ha atribuido a falla en la
maduracién de megacariocitos, destruccion de plaquetas por el mismo virus
0 por activacion de complemento ante presencia de antigenos virales en la

superficie plaquetaria y a coagulacién intravascular diseminada (31).

En esta cohorte se identificO que 41 pacientes (25%) desarrollaron
trombocitopenia (<100.000 plaquetas/pL). En razén que el estrés oxidativo
€S un mecanismo lesivo para las membranas celulares, lo cual también
puede explicar la disminucion de plaquetas, se evalud esta asociaciéon con
los niveles de SOD y GP sin encontrarse una asociacion que fuese

estadisticamente significativa. Sin embargo, para este fendmeno también es

42



probable que si se evaluaran las enzimas antioxidantes a nivel celular, en
este caso en plaquetas el resultado podria ser diferente. Este fendbmeno no
se ha estudiado especificamente en dengue aunque si hay evidencia en
otras infecciones que fortifican el concepto que la peroxidacién lipidica de la
membrana plaquetaria esta implicada en la reduccion del numero de

plaquetas (84).

La mayoria de estudios sobre factores prondsticos y marcadores de
severidad en infeccion por dengue tienen en cuenta el recuento de plaquetas
(80,93). Sin embargo, este abordaje es muy limitado por cuanto es probable
gque mas que un descenso numeérico, sean los trastornos funcionales los que
estén mas implicados en modificar las expresiones clinicas de la enfermedad
y por ende la evolucion. Una alternativa para posteriores estudios es
correlacionar pruebas de funcién plaquetaria con marcadores de estrés
oxidativo, entre ellas agregometria y expresion de P- selectina. Es factible
que en fases tempranas se ponga en evidencia activaciéon plaquetaria
asociada a un perfil de mayor estrés oxidativo lo cual seria modificable con

ciertas intervenciones.

En esta cohorte, 28 pacientes (17,07%) mostraron algun signo de
extravasacion plasmatica. Esta condicion es la que asociada a otros criterios
define dengue hemorragico de acuerdo a la clasificacion de OMS. La
fisiopatologia de la extravasacion plasmatica en dengue aun no se conoce
muy bien, sin embargo se han implicado varios mecanismos que parecen
tener una via final comun expresada como activacion de endotelio (37).
Recientemente, Avirutnan et al. publicaron un estudio que evalua e integra
las diferentes hipotesis que han surgido desde 1973. Estos autores
encuentran que NS1 (proteina mayor no estructural de virus Dengue) de
manera directa o asociada a las membranas activa complemento, fendbmeno

que desencadena la elevacion de los niveles de la fraccion terminal SC5b-9
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los cuales se correlacionan con la severidad de la enfermedad. Los
investigadores proponen que la activacion masiva del complemento ocurre
en sitios de extravasacion plasmatica y que la cuantificaciéon de ellos podria
ayudar a predecir que individuos estan mas propensos a desarrollar choque

por dengue (85).

En vista que modelos in vitro han probado que la activacién de complemento
puede ocurrir por actividad oxidativa en membrana, es plausible que en
Dengue ocurra algo similar y que de manera analoga la cuantificacién de
marcadores de estrés pueda predecir la ocurrencia de choque como

consecuencia de la activacion de complemento (86).

En la cohorte de pacientes estudiada se encontré que la presencia de signos
de extravasacion plasmatica estuvo asociada con una mayor actividad de
SOD, lo cual se hizo evidente en analisis bivariado (p=0.04) y corroborado en
regresion logistica en la que se observé que la presencia de una alta
actividad plasmatica de SOD conferia un riesgo 5,90 veces mayor de tener
extravasacion plasmatica (p=0.02). Esta asociacion sugiere que en fases
tempranas de la infeccion por dengue se desencadena una importante
actividad antioxidante a nivel intravascular. Una limitante es que este estudio
no esta disenado para aclarar si la elevacion de la enzima antioxidante
corresponde a una respuesta a la lesidn endotelial ocasionada por el virus o
es un epifendbmeno de todas las alteraciones que se producen en otras
células como plaquetas, eritrocitos, hepatocitos y leucocitos. Para Glutation
Peroxidasa no se observd asociacion con respecto a la variable
extravasacion plasmatica. La explicacion a estas diferencias puede darse por
una distribucion diferencial de las enzimas en diferentes grupos celulares.
Se sabe que aunque las dos enzimas son comunes a muchas células es
claro que SOD predomina en eritrocitos y pared vascular donde regula la

disponibilidad de oxido nitrico al barrer aniéon superdxido (87). Igualmente,
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se ha demostrado que SOD disminuye la permeabilidad vascular producida
por el factor activador plaquetario mecanismo que también contribuye en

dengue a favorecer la extravasacion de volumen (88,92).

De otro lado se ha probado que el anion superdxido emerge en respuesta a
infeccion por virus dengue-2 en cultivos celulares, por lo que se podria
asumir que hasta cierto punto esta via antioxidante en endotelio es

especifica durante la infeccidn por dengue (71).

La fuga de volumen endocapilar se refleja en variaciones hemodinamicas
que pueden cuantificarse a través de métodos de uso cotidiano en el terreno
clinico, entre ellos frecuencia cardiaca y tension arterial. Aunque la GP no se
relaciond con las medidas de extravasacion de plasma, el estudio mostré
relacion directa entre la actividad de esta enzima y la frecuencia cardiaca e
inversa con tension arterial sistolica en el modelo univariado, lo cual fue
estadisticamente significativo en el modelo de regresion logistica para
frecuencia cardiaca. Esta observacién apunta a que GP también puede
jugar un papel importante en el ajuste antioxidante que se hace durante las
fases iniciales de la enfermedad y que eventualmente el estrés oxidativo
también esté relacionado con la fisiopatogenia del escape de volumen
intravascular. Se sabe que aunque el choque refractario a liquidos es un
fendmeno de corta duracién, la tendencia a mayor permeabilidad capilar se
da durante toda la evolucion de la infeccion (antes, durante defervescencia y
aun durante los dias posteriores) (89). Con lo anterior es valido considerar
que las alteraciones hemodinamicas y las diferencias en cuanto a niveles de
actividad antioxidante se dan en fases tempranas y las dos pueden estar
relacionadas, lo cual soportaria el uso de enfoques terapéuticos dirigidos a

modular la respuesta oxidante para prevenir el choque.
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Como hallazgo interesante, niveles relativamente altos de GP se asociaron a
valores bajos de ftriglicéridos séricos. Cuando la GP estuvo por encima de
1200 UI/L, los triglicéridos oscilaron alrededor de los 115 mg/dL (1C95%: 102
— 127), los cuales fueron significativamente menores que los hallados con
valores inferiores de GP (140 mg/dL; 1C95%: 119 — 162; p=0,04). Esta
correlacion negativa es coherente con los resultados de otros estudios, cuyos
autores sugieren que un elevado estrés oxidativo, generado tras la infeccion
por dengue, originaria una deplecion de los lipidos séricos por accion de los
radicales libres (22,53).

Los anteriores hallazgos sugieren que el estrés oxidativo es un trastorno
metabdlico celular que ocurre durante las fases iniciales de la infeccion, lo
cual esta acorde con el unico estudio publicado en el 2004 sobre marcadores
de estrés oxidativo y dengue, en el que sdlo se incluyeron 22 pacientes y en
el que se mostro actividad alta de SOD y marcadores de peroxidacion lipidica

en pacientes con dengue (75).

Este estudio confirma desde una nueva o6ptica que el disbalance oxidativo
esta implicado en la progresion de la infeccion hacia dengue hemorragico y
choque, probablemente como un reflejo de la actividad inflamatoria a nivel de
endotelio. El disefo de este estudio tiene como principal fortaleza con
respecto a los previos que las variables relacionadas con estrés oxidativo se
midieron antes de desarrollarse los desenlaces de severidad lo cual confiere
a las asociaciones observadas la naturaleza de potenciales marcadores
pronésticos por lo menos en lo que respecta al desenlace de fuga capilar que

finalmente es el que se traduce en choque.
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7. CONCLUSIONES

Aunque otros estudios han evaluado los cambios de los marcadores de
estrés oxidativo relacionados con dengue, este trabajo es el primero que
establece relaciones entre dos representantes importantes de estos
marcadores y las manifestaciones clinicas de la enfermedad. Este estudio
valora las asociaciones en fases tempranas de la infeccion lo cual ha sido
una falencia en los estudios previos y representa un nuevo enfoque que

eventualmente conducira a nuevos estudios en el area basica y clinica.

Estrés oxidativo representa un desequilibrio metabdlico celular que esta
presente en infeccion por virus dengue en estadios tempranos vy
probablemente juega un papel importante en la fisiopatogenia de la
enfermedad. Este estudio permitié demostrar que los niveles plasmaticos de
enzimas antioxidantes se alteran en fases tempranas de la enfermedad lo
cual probablemente representa una respuesta compensadora a la injuria que
impone el virus. Los niveles plasmaticos elevados de SOD y GP se
relacionan con presencia de indicadores directos e indirectos de fuga capilar
lo cual aporta un precedente importante sobre el potencial papel predictor de
severidad en dengue de estos biomarcadores, especificamente en lo que
concierne a los fendmenos de extravasacion plasmatica como evento central

en patogénesis de dengue.
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8. RECOMENDACIONES

Para préximos estudios seria conveniente complementar la mediciéon de SOD
y GP con contenido eritrocitario dado que las pruebas estan mejor

estandarizadas en estas células.

En el avance del conocimiento sobre los fendmenos de estrés oxidativo en el
escenario clinico es imperativo que se realicen estudios de niveles basales
de biomarcadores relacionados con dicha funcibn en poblaciéon sana
colombiana, ya que la falencia de esta informacion limita conclusiones de

trabajos realizados en nuestro medio.

Aportaria mayor informacion al conocimiento del papel de estrés oxidativo en
dengue la medicibn de marcadores de oxidacion como malonaldehido,
productos de peroxidacion lipidica y actividad antioxidante total. Igualmente
seria valioso obtener informacion sobre los niveles intracelulares de dichas
sustancias en tejidos especificos, al igual que la descripcion de la cinética de
estos biomarcadores durante toda la evolucion de la enfermedad. Es
probable que la evaluacion dinamica de los mismos establezca un punto de
quiebre donde los valores marquen diferencia sobre el comportamiento
ulterior de la enfermedad en lo que respecta a otros desenlaces como
sangrados o choque. Las diferencias observadas en las enzimas
antioxidantes también se pueden dar por el contenido dietario de Manganeso
y Selenio en la poblacién estudiada. Ya que estos elementos traza son
dificiles de cuantificar, proximos estudios deberian complementar la
informacion inicial con datos de nutricibn que permitan estimar el contenido
en alimentos y detectar posibles sujetos con deficiencia que llevaria a niveles

bajos de enzimas antioxidantes.
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ANEXO A. CONSENTIMIENTO INFORMADO PROYECTO
IDENTIFICACION DE MARCADORES TEMPRANOS DE
SEVERIDAD EN DENGUE CIE-UIS COLCIENCIAS

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

Propdésito del estudio

El Centro de Investigaciones Epidemiologicas de la Facultad de Salud de la Universidad
Industrial de Santander ( CIE- UIS) esta conduciendo un estudio para entender porqué
algunas personas con Dengue desarrollan Dengue Hemorragico.

Todas las personas tienen en su sangre proteinas que normalmente aumentan cuando la
persona sufre una infeccion. Estas proteinas se llaman marcadores de inflamacién y estan
aumentadas en algunas personas que sufren Dengue Hemorragico. Sin embargo, nosotros
no sabemos si los niveles de los marcadores de inflamacién se elevan antes de la aparicion
del Dengue Hemorragico, con suficiente anticipacion como para que estos puedan identificar
desde el principio del Dengue a aquellas personas que van a enfermar mas. Igual ocurre con
una serie de hallazgos del examen de sangre, de la historia clinica y el examen fisico. Si
nosotros encontramos que algunos hallazgos y/o los niveles altos de marcadores de
inflamacion en la sangre preceden al Dengue Hemorragico, entonces tendriamos una mejor
forma de identificar a las personas que estan a riesgo de tener una enfermedad muy grave o
morir por Dengue y esto nos ayudaria para darles el tratamiento que evite el desarrollo de
estas complicaciones.

Nosotros vamos a comparar registros clinicos y de laboratorio de pacientes con dengue
clasico y dengue hemorragico tomados en las primeras horas de la enfermedad cuando aun
no se conocia como iba a evolucionar el paciente. Esto nos ayudara a entender si los
hallazgos registrados nos permiten predecir quienes tienen mayor riesgo de sufrir Dengue
Hemorragico.

Quiénes pueden participar

Aproximadamente 1000 personas mayores de 2 afos, seran incluidas en el estudio. Ud. esta
siendo invitado a participar en él y ser seguido por la semana siguiente para conocer la
evolucion final de su enfermedad. Si Ud. tiene historia de un enfermedades del corazodn,
diabetes, cancer, enfermedades de la sangre, como leucemia, u otra enfermedad crénica
que le hace tomar medicamentos que reducen la respuesta inflamatoria (Esteroides por
Artritis Reumatoidea, por ejemplo), Ud. no puede participar en el estudio.

Procedimientos del estudio

Una vez hayamos verificado que Ud. 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 mediremos su estatura, su peso, se le tomara el
perimetro de su cintura. Le tomaremos una muestra de sangre de 40 ml (4 cucharadas) en
varios tubos. La muestra de sangre se le tomara de una vena en su antebrazo, con equipo
nuevo, estéril y no reusable, a fin de evitar el riesgo de infeccién, la muestra sera usada para
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medir sus niveles de marcadores de inflamacién. Una porcion de esta muestra sera
almacenada y podria ser usada en el futuro para otras pruebas, incluyendo pruebas
genéticas. Se realizaran visitas diarias en su casa para ver la evolucion de la enfermedad.
Al octavo dia de la enfermedad se le tomara una nueva muestra de sangre para corroborar
la infeccion por el virus dengue que sera llevada al laboratorio de virologia de la universidad.
También se tomara un control diario de muestra de sangre de un dedo en un tubo muy
pequefio con el fin de observar si hay algun cambio importante en ese examen que implique
que Ud. deba ser remitido al Centro de Salud de donde fue captado para valoracién por
urgencias. Si durante la visita el médico encuentra algun hallazgo pulmonar importante se le
realizara un Radiografia de térax o una ecografia del pulmon.

Confidencialidad

Nosotros haremos todos los esfuerzos razonables para proteger su privacidad. A Ud. se le
asignara un numero de cddigo y su nombre sera borrado de todas las formas de recoleccién
de datos. Sdlo los investigadores tendran acceso al archivo en el cual se vincula su nombre
con su numero de codigo. Los datos colectados en este estudio seran usados sélo para los
fines del estudio. Los resultados del estudio se presentaran en la forma de promedios y
porcentajes y Ud. no sera identificado de forma individual en ningin caso. Si su muestra de
sangre almacenada es usada para futuras pruebas, estas pruebas seran anonimas y tendran
que ser aprobadas por un Comité de Etica de Investigacién en Sujetos Humanos.

Riesgos y beneficios

Los riesgos para su salud derivados de este estudio son minimos. Tomar una muestra de
sangre resulta en dolor ligero y transitorio y en una pequefia probabilidad de infeccién, y
algunas personas pueden desarrollar un hematoma o morado (una pequefa cantidad de
sangre debajo de la piel), que desaparece aproximadamente en una semana. Sin embargo,
los resultados de este estudio nos podrian ayudar a entender mejor y a prevenir el desarrollo
del dengue, Ud. y personas como Ud. podrian beneficiarse de su participacion.

Nosotros no le daremos los resultados de sus pruebas de marcadores de inflamacién por
dos razones. Primero, porque no es claro que significado tienen valores altos o bajos de
estos marcadores en personas con fiebre de < de 4 dias como Ud. Por lo tanto, esta
informacion seria de poco uso para su cuidado clinico. Segundo, porque el propdsito de este
estudio es desarrollar conocimiento sobre el dengue, no proveer informacion clinica para Ud.

Costos y compensacion

Ud. no recibira pago alguno por su participacién en este estudio, pero todas las pruebas se
le haran de forma gratuita.

Derecho arehusar o a abandonar el estudio

Ud. debe estar consciente de que su participacion en este estudio es completamente
voluntaria. Aun después de dar su aceptacién para participar, Ud. tendra el derecho de
retirarse del estudio o de negarse a contestar una pregunta o de proveer una muestra de
sangre en el momento en que Ud. asi lo desee. Mas aun, si Ud. decide no participar en el
estudio o si Ud. se niega a seguir participando, Ud. recibira la misma atencién y los mismos
beneficios que Ud. hubiese recibido si nunca se le hubiese invitado a participar.
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Preguntas

Por favor, siéntase en la libertad de hacerme cualquier pregunta si hay algo que no haya
entendido. Si Ud. tiene alguna pregunta adicional acerca del estudio mas adelante, Ud.
puede contactar al Dr. Luis Angel Villar Centeno en el teléfono 6345781. Si Ud. tiene alguna
pregunta acerca de sus derechos como participante en este estudio, Ud. puede contactar al
Comité de Etica en La Facultad de Salud de la UIS a los teléfonos 6456325 o 6343125.

Declaracion del participante

Nosotros le entregaremos una copia de este documento. Al firmar este, Ud. esta 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. Ud. esta de acuerdo en:

No
| Dejar que le tomen la presion arterial, el peso y la talla

Dar muestra de sangre

Si
I:I Contestar a las preguntas de una entrevista verbal

Permitir que su muestra de sangre sea almacenada y usada en estudios futuros,
incluyendo pruebas genéticas.
¢ Acepta Ud. participar en este estudio voluntariamente? Si ] No ]
Si Ud. ha aceptado participar, por favor escriba su nombre y firme en el espacio de mas

abajo. Si el paciente es un menor de edad (< de 18 afios) debera ademas firmar uno de los
padres.

Nombre del participante:

Fecha | | | | Firma del participante

Nombre del padre o madre:

Cédula de ciudadania: Firma

Declaracion del investigador

Yo certifico que le he explicado a esta persona esta investigacion, y que esta persona
entiende la naturaleza y propdsito 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.

Nombre del investigador:

Firma del investigador
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ANEXO B. INSTRUMENTO DE DATOS CLINICOS BASALES I
PROYECTO IDENTIFICACION DE MARCADORES PRONOSTICOS DE
SEVERIDAD EN DENGUE CIE-UIS COLCIENCIAS

I. DATOS DE IDENTIFICACION

1. Cédigo | |

2. Nombres | | 3. Apellidos |

4. Edad: 5. Fechade

nacimiento  dia Mes ano

6. Lugar de

residencia actual Direccion Barrio Municipio

7.Ndmero Telef6nico. _

8. Género:  F=0 M=1 []

9. Estado Reproductivo: No embarazada=1, Embarazada=2, Puerperio=3, |:|
Menopausia=4, Prepuber=5, No palica=999

10. Raza: Negra=1, Mestiza=2, Blanca=3, Asiatica=4 |:|

11. Sitio de captacion: | |

12. Seguridad Social: Subsidiado=1, Contributivo=2,Vinculado=3, Particular=4 |:|

. DATOS CRONOLOGICOS
13. Fechadeinicio s
de fiebre Dia Mes Afo Hora

14. Fechaingreso - X
al estudio Dia Mes Afo Hora

15. Horas desde el inicio de |la Fiebre: horas

16. Fechatomade s
muestra basal Dia Mes ARo Hora
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17. Diade enfermedad al ingresar al estudio

1d | 2d | 3d | 4d |
| | | |
Oh 24h 48h 72h 96h
18. Seguimiento e
Hasta: Dia Mes Ano
19. Visité zona endémica de Malaria en los ultimos 30 dias: No=0

Si=1

Il. USO DE MEDICAMENTOS AL INGRESAR AL ESTUDIO

20. Registrar en la celda correspondiente el (los) nombre del medicamento que este
tomando el paciente, asi como su presentacion, dosis diaria y por cuantos dias los
ha tomado.

Via Admon. Dosis
(tab/dia)

Nombre del
medicamento
(genérico)

Dias
de uso

Presentacion (mg
0 gm)

Via de admon: 1=V.0, 2=1.V, 3=I.M, 4=0tro
V. COOMORBILIDAD

21. Registre en la celda la enfermedad que refiera el paciente, que haya sido
diagnosticada por médico.

V. SINTOMAS
Registre en la celda correspondiente 1 si el paciente presento el sintoma.

A. SINTOMAS GENERALES

22. ;Durante la enfermedad ha tenido fiebre? Si=1 No=0
23. ¢ Durante la enfermedad ha tenido dolor de cabeza? Si=1, No=0,
NE=888
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24. ; Durante la enfermedad ha tenido sensacion dolorosa detras
de
los ojos o al movilizarlos?

25. s Durante la enfermedad ha sentido dolor en los musculos?

26. ¢ Durante la enfermedad ha sentido dolor en las
articulaciones?

27. ¢ Durante la enfermedad ha sentido escalofrios?

28. ; Durante la enfermedad ha sentido disminucion o pérdida de
las
ganas de comer?

29. ;Durante la enfermedad ha sentido dolor o ardor en la
garganta
espontaneo o al deglutir (pasar - ingerir) los alimentos?

30. ¢Durante la enfermedad ha tenido tos?

31. ¢ Durante la enfermedad ha tenido secrecién por la nariz
(mocos) u obstruccion nasal (sensacion de tapazoén)?

32. ;Durante la enfermedad ha sentido dolor o ardor en la piel?

33. ¢ Durante la enfermedad la piel se le ha puesto de color rojo?

34. ; Durante la enfermedad ha sentido picazén en el cuerpo?

35. ¢ Durante la enfermedad se le han inflamados los genitales?

B. SINTOMAS GASTROINTESTINALES
36. ¢ Durante la enfermedad ha tenido ganas de vomitar?

37. i Durante la enfermedad ha tenido vomito?
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Si=1,No=0,NE=
888

Si=1, No=0,
NE=888

Si=1, No=0,
NE=888

Si=1, No=0,
NE=888

Si=1 No=0

Si=1,No=0,NE=
888

Si=1 No=0

Si=1 No=0

Si=1, No=0,
NE=888

Si=1 No=0

Si=1, No=0,
NE=888

Si=1, No=0,
NA=999
Si=1, No=0,
NE=888

Si=1 No=0

No Aplica=999




38. ¢ Cuantas veces vomitd en la ultimas 24/h?

39.;Durante la enfermedad ha tenido deposiciones liquidas Si=1 No=0
(diarrea)?

40. ¢ Cuantas veces presentd diarrea en las ultimas 24/h? L No Aplica=999
41. ;Durante la enfermedad ha tenido disminucion en la
frecuencia
de las deposiciones? Si=1  No=0 E
42. ; Desde hace cuantos dias no hace deposicion? No Aplica=999
43. ; Durante la enfermedad ha sentido dolor en el abdomen? Si=1, No=0,

NE=888
44. ; De qué tipo ha sido el dolor?  Cdlico=1, Punzada=2, Ardor=3, Otro=4,
NE=888, NA=999
45. ¢,Coémo era el dolor intermitente o] constante?
Intermitente=1,Constante=2,NE=888, NA=999
46. ; En donde sintid6 mas dolor?: utilizar el grafico para ubicarlo: 1, 2, 3,4, 5,

6,7,8,9,10
Si el dolor es en bases pulmonares registrar 11 si es derecho o 12 si es izquierdo.
NE=888, NA=999

C. SINTOMAS RELACIONADOS CON HIPOTENSION
47. ;Durante la enfermedad ha tenido vision borrosa al ponerse Si=1, No=0,

de pie? NE=888

48. ; Durante la enfermedad al ponerse de pie ha sentido mareo

(que el mundo gire o que usted se va a caer)? Si=1, No=0,
NE=888

49. ; Durante la enfermedad ha visto luces o estrellitas al ponerse

de pie o al moverse? Si=1, No=0,
NE=888

D. SINTOMAS HEMORRAGICOS
50. ¢ Durante la enfermedad ha tenido sangrado de las encias
espontaneamente? Si=1  No=0 [ |

51. ¢Durante la enfermedad le han sangrado las encias al

cepillarse
los dientes o al comer? Si=1 No=0 [ |
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52. ¢ Durante la enfermedad ha sangrado por la nariz sin realizar
esfuerzo (espontdneamente)? Si=1 No=0

53. ¢ Durante la enfermedad ha sangrado por la nariz al realizar
esfuerzo (estornudar, sonarse)? Si=1 No=0

54. ; Durante la enfermedad ha tenido vomito con sangre o vomito
oscuro como en cuncho de café? Si=1 No=0

55. s Durante la enfermedad ha tenido deposicion negra,
alquitranada , pegajosa o pastosa, con olor fétido? Si=1 No=0

56. ¢;Durante la enfermedad ha tenido deposicion con sangre
fresca
(roja) o ha sangrado por el ano? Si=1 No=0

57. ¢ Durante la enfermedad ha visto sangre en la orina? Si=1 No=0

58. sLa enfermedad le ha ocasionado sangrado vaginal en

tiempo

fuera de su periodo menstrual normal? Si=1, No=0,
NA=999

59. Si la paciente tiene en el momento la menstruacion:

¢, Con la enfermedad le ha aumentado el sangrado a tal punto que implica cambio de
toalla o

tampén cada hora o ha prolongado su menstruacion por mas de Si=1,No=0,NA=9
7 dias? 99

60. ¢ Durante la enfermedad ha tenido otras manifestaciones
Hemorragicas como sangrado por el oido o en el 0jo? Si=1 No=0

61. Si el paciente contestd Sl en la anterior pregunta especifique, ¢Cual
manifestacion? NA=999
E. SINTOMAS NEUROLOGICOS

62. ; Durante la enfermedad ha presentado convulsiones, movimiento

de las extremidades, incoordinados, involuntarios y suefo Si=1 No=0
posterior?

63. ¢Durante la enfermedad se ha tornado somnoliento, es decir
se
duerme frecuentemente, pero es facilmente despertado? Si=1 No=0
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64.

¢ Durante la enfermedad el paciente se ha tornado irritable

(agresivo) o llora facilmente es decir ha cambiado su Si=1 No=0
comportamiento?

VI. DATOS DE EXAMEN CLINICO
A. SIGNOS GENERALES
65. Talla: . Cm. 66. Peso : . Kag.
67. F.Respiratoria __Imt. 68. Oximetriade pulso: _ %
NE=888
69. T° axilar digital: . °C
70. Fiebre (T°>38°C) Si=1 No=0
71. Deshidratacion: Si=1 No=0
72. Grado de Deshidratacion: Grado 1=1, Grado |I=2, Grado IlI=3,
NA=999
73. Paciente irritable Si=1 No=0
74. Alteracion de la conciencia: No=0, somnolencia=1, estupor=2 y coma
=3
75. Eritema facial Si=1 No=0
76. Inyeccién conjuntival Si=1 No=0
B. SIGNOS CARDIOVASCULARES
77. Piel friay pélida Si=1 No=0
78. Cianosis peribucal Si=1 No=0
79. Cianosis ungueal Si=1 No=0
80. Frecuencia cardiaca 30s antes de ponerse de pie: _Imt
81. Frecuencia cardiaca 15s después de ponerse de pie: __Imt
82. Frecuencia cardiaca Indice 30/15: _
83. PA decubito supino: Sistdlica Diastdlica ___ ~ mmHg
84. PA supino digital: Sistolica Diastolica ___ mmHg
85. PA media: __ ___ ___mmHg 86. Presion de pulso: ___ mmHg
87. Hipotension: Si=1 No=0
88. Hipotensidn ortostatica: Si=1 No=0
C. SIGNOS DE EXTRAVASACION DE PLASMA
89. Edema parpebral Si=1 No=0
90. Fascies abotagadas Si=1 No=0
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Signos de derrame pleural

91. Matidez basal Si=1 No=0
92. Ausencia frémito tactil basal Si=1 No=0
93. Disminucién murmullo vesicular basal Si=1 No=0
94. Signos derrame pericardico (RsCs velados o disminuidos) Si=1 No=0 I:l
95. Perimetro abdominal: . Cm.

Signos de ascitis

96. Matidez cambiante Si=1, No=0, NE=888
97. Onda ascitica Si=1, No=0, NE=888
98. Hidrocele (en nifos): Si=1, No=0, NA=999
99. Edema miembros inferiores: Si=1 No=0
100. Grado del edema de MMII: Grado I=1, Grado lI=2, Grado IlI=3, NA=999

D. SIGNOS GASTROINTESTINALES

101. Proyeccion hepética: .. Cm

102. Higado por debajo de reja costal . Cm

derecha:

103. Hepatomegalia: Si=1
104. Dolor abdominal a la palpacion Si=1
Signos irritacion peritoneal

105. Blumberg Si=1
106. Contractura abdominal localizada Si=1
107. Abdomen en Tabla Si=1
108. Localizacion del sitio de mayor dolor: 1,2,3,4,5,6,7, 8, 9,10,
NA=999

109. Extension del dolor Abdominal :Adb.superior=1, medio=2, inferior=3,
generalizado=4,NA=999

No=0
No=0
No=0

Localizacion del dolor abdominal: sefialar en el grafico con una X el sitio de

localizacion del dolor abdominal durante la realizacion del examen fisico.

1,2 y 3= Abdomen superior
4,5y 6= Abdomen medio
7,8y 9= Adomen inferior
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E. SIGNOS HEMORRAGICOS

110. Prueba de torniquete Positivo=1 Negativo=0 [ |
111. Nimero de petequias en 2.5cm? o Valor Max.= 60

112. Tiempo de tolerancia del torniquete . min.

113. Gingivorragia Si=1 No=0

114. Epistaxis Si=1 No=0

115. Petequias Si=1 No=0

116. Extension de las petequias (regla de los _ % No aplica=999

nueve)

117. Equimosis Si=1 No=0

118. Extensién de las Equimosis (regla de los __ % No aplica=999

nueve)

119. Exantema Si=t  No=0 [ ]
120. Hematemesis Si=1 No=0

121. Melenas Si=1 No=0

122. Rectorragia Si=1 No=0

123. Hematuria macro Si=1 No=0

124. Metrorragia Si=1, No=0, NA=999

125. Menorragia Si=1, No=0, NA=999

126. Parpura Si=1 No=0

127. Otro hallazgo hemorragico al examen fisico Si=1 No=0

128 ¢, Cuédl hallazgo? No aplica=999

VILI. IMPRESION DIAGNOSTICA CLINICA

129. Segun la evaluacion clinica: ¢el paciente tiene signos de Si=1 No=0
choque? |:|
130. Segun la evaluacion clinica el paciente presenta D. Si=1 No=0

Hemorragico?

Si una de las dos respuestas anteriores es AFIRMATIVA (SI) se debera remitir al
paciente al sitio de captura
131. ¢ Fue necesario remitir al paciente al Centro de referencia? Si=1 No=0

VIll. DATOS DE LABORATORIO
A. Ayudas Diagndsticas

132. ;Se le solicitd Rx de térax al paciente? Si=1 No=0 |:|
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B. Muestra de sangre

Cuadro hematico

Fecha

133. Hemoglobina

134. Hematocrito

135. Indice Hto/Hb

Leucocitos 136. Total

137. Linfocitos

138. Polimorfos

139. Monocitos

140.L. reactivos

141. Plaguetas
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