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CD: Grupo de diferenciacion, del inglés (Cluster of differentiation)

CMSP: Células mononucleares de sangre periférica

CTL: Linfocito T citotoxico, (del inglés cytotoxic T lymphocyte)
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specific ICAM-3 grabbing non integrin)
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E (proteina): Proteina estructural de la Envoltura del virus dengue

EDTA: Acido etilendiamino tetraacético, del inglés ethylenediaminetetraacetic acid
ELISA: Ensayo inmunoenzimatico sobre fase so6lida, (del inglés, Enzyme Linked
Immunosorbent Assay)
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FD: Fiebre por dengue
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HLA/MHC: Sistema principal de Histocompatibilidad, (siglas del inglés Human Leucocyte
Antigens/Major Histocompatibility Complex)

HPRT-1: del inglés hypoxanthine phosphoribosyltransferase-1

HTLV: Virus linfotrépico humano, del inglés Human T cell lymphotrophic virus

IC: Inmunocomplejos

ICAM: Molécula de adhesion intercelular, del inglés Intercellular adhesion molecule

IFNa: Interferon alfa
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IFNy: Interferon gamma
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IL-: Interleuquina

IPK: Instituto Pedro Kouri
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activation motif

MEI: Método de ELISA de Inhibicion, del inglés Method ELISA Inhibition

M (Proteina): Proteina estructural de membrana del virus dengue

NK (células): Células asesinas naturales, del ingles Natural Killer Cells

NS (proteinas): Proteinas no estructurales del virus dengue

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

OR: Razon de productos cruzados, (del inglés odds radio)

PBS: Tampon Fosfato salino, (del inglés Phosphate Buffer Saline)
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prM (proteina): Proteina estructural pre-membrana del virus dengue

RAE: Riesgo atribuible de expuestos porcentual

RAP: Riesgo atribuible poblacional porcentual

RANTES (quimoquina):Quimoquina expresada y secretada por células T normales reguladas
tras la activacion, (del inglés Regulated upon Activation, Normal T Cell Expressed and
Secreted)

SCD: Sindrome de choque por dengue

STF: Suero de ternera fetal

TGFRB: Factor transformador de crecimiento, del inglés ( Transforming grow factor)
Th (célula): Células T auxiliadoras, (del inglés T helper cells )

TNE: Tris HCL, NaCL , EDTA

TNFa: Factor de necrosis tumoral alfa, (del inglés Tumor Necrosis Factor')
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VD: virus dengue



SINTESIS

Los resultados de la investigacion realizada mostraron que la variante homocigotica que
codifica para la arginina (RR) esta asociada a la proteccion frente al desarrollo de la fiebre
hemorragica en la poblacion con antecedentes de infeccion asintomatica (OR=0.09,
p=0.01). Sin embargo, la variante HH mostré una asociacion altamente significativa tanto
con susceptibilidad a padecer la enfermedad por dengue como con la presencia de sintomas
persistentes en un periodo de dos afios, en mas de la mitad de los individuos con
antecedentes de FD y FHD (FHD: OR= 10.56, p=0.00018- con tendencia similar observada
para la FD: OR=4.33, p=0.018,).

Los resultados descritos nos indican que individuos con genotipo RR para el receptor
FcyRlIIa, unirian con mayor afinidad los IC los que son eliminados por los mecanismos
fagociticos de las células. Esto repercutiria en la proteccion al desarrollo del cuadro severo
y favoreceria, en muchos casos, atn en presencia de infecciones secundarias, el desarrollo
de la forma asintomatica y la recuperacion total en etapas posteriores de la infeccion. Sin
embargo, individuos con la variante HH no clarificarian eficazmente los IC, lo que traeria
implicaciones en el desarrollo de la FHD en la etapa aguda de la enfermedad, posiblemente
favoreciendo el mecanismo de ADA. La ineficiente activacion de los mecanismos
fagociticos dependientes de este receptor pudiera repercutir, incluso, en etapas posteriores a
la infeccion en las que IC formados por anticuerpos contra estructuras propias podrian no
ser eliminados y se depositarian en estructuras filtrantes, provocando la persistencia de

manifestaciones clinicas de tipo osteomioarticulares y neurolédgicas.
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I. INTRODUCCION
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CAPITULO L. INTRODUCCION

La fiebre dengue (FD), caracterizada por un cuadro febril acompafiado, entre otras
manifestaciones, de cefalea y rash, es causada por cualquiera de cuatro serotipos del virus
dengue (VD), perteneciente al grupo de los flavivirus. Estos son transmitidos de humano a
humano por el mosquito Aedes aegypti. El espectro clinico de la infeccion puede variar desde
individuos asintomaticos hasta otros, en los que la infeccion tiene un curso mas severo, conocido

como Fiebre Hemorragica del Dengue (FHD) (1).

Durante la infeccion primaria, el VD entra a la célula a través de la interaccion de la proteina E
de su envoltura con un receptor celular ain no caracterizado. (2). Durante la infeccion
secundaria, el virus, ademas de utilizar su receptor primario para entrar a la célula, es capaz de
hacerlo formando inmunocomplejos (IC) con anticuerpos heterdlogos preexistentes no
neutralizantes. La interaccion con receptores alternativos, como los receptores Fcy I y II, puede
resultar en el fendmeno de inmunoamplificacion dependiente de anticuerpos (ADA).
Hipotéticamente, este fendmeno contribuiria a explicar la inmunopatogenia del dafio severo
causado por VD (3). Sin embargo, a pesar de la alta frecuencia de infecciones secundarias, solo
un pequefio porcentaje progresa a FHD; por ello, se piensa que factores adicionales relacionados
con el ambiente, el hospedero y factores virales, contribuyen al desarrollo de la forma grave de la

enfermedad (4-7) .

Es conocida la influencia de la genética del hospedero tanto en la resistencia a las infecciones
como en la susceptibilidad a las mismas (8). Entre los genes que codifican para los receptores del
dominio Fc (FcyR) de las Inmunoglobulinas G (IgG) (9), la isoforma II (FcyRIla), unica en la
especie humana, ha sido asociada con el desarrollo de diferentes patologias (10). Esta molécula
presenta dos formas alélicas en la que solo el polimorfismo asociado al aminoacido 131 afecta
significativamente la union al ligando (11, 12). Esto se ha asociado a la susceptibilidad de

padecer varias enfermedades infecciosas; tales como malaria, infecciones respiratorias agudas y
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dengue (13, 14) En esta tltima también se sugiere que desempefian un importante papel en otros

aspectos de la respuesta inmune (15, 16).

La produccion de anticuerpos contra ciertos antigenos puede resultar en un incremento selectivo
de inmunoglobulinas IgG de ciertas subclases (15, 17, 18). En general, los anticuerpos IgG anti-
virales estan altamente restringidos a IgG1l e IgG3 (19). Se ha descrito que la variante para la
histidina une eficientemente la I[gG2 (FcyRIla-H/H131), mientras que la isoforma de la arginina
presenta muy baja afinidad por este ligando uniendo preferencialmente las IgG 1/3 (FcyRlIla-
R/R131) (12). De esta forma las variantes alélicas del FcyRlIla estan vinculadas a las diferencias
en el proceso de fagocitosis y, en consecuencia, a una susceptibilidad hereditaria a enfermedades

asociadas a inmunocomplejos (20), infecciosas y de tipo autoinmunes (21).

Las enfermedades autoinmunes, desde el punto de vista etiologico, conjugan factores
medioambientales, genéticos, inmunoldgicos y hormonales. Desde el punto de vista
inmunogenético, son complejas y, de manera general, su fisiopatologia es el resultado de la
pérdida de tolerancia con exagerada activacion de linfocitos autorreactivos, produccion de

autoanticuerpos y, muchas veces, inflamacion cronica en los sitios de deposito de ICs (22).

Un estudio realizado en Cuba, tras la epidemia por VD3 (Ciudad de la Habana 2001-2002),
corrobord la existencia de astenia, dolores articulares y musculares en los individuos estudiados

seis meses después de haber padecido en etapa aguda la FHD (23) .

Los virus han sido descritos como agentes etiologicos desencadenantes de fendomenos
autoinmunes (24-27) a través del mimetismo molecular entre las proteinas virales y del
hospedero (28). Entre éstos se destacan el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH),
Citomegalovirus, Herpes Simple, Epstein- Barr, alfavirus y el parvovirus humano B19 (29-33) y,

entre los flavivirus, el de la hepatitis C (25, 26).

Si bien las manifestaciones clinicas durante la etapa aguda del dengue son bien conocidas, pocos
estudios abordan las consecuencias de la infeccion a largo plazo (34). Existen evidencias que
apuntan al posible desarrollo de fenomenos autoinmunes asociados a la infeccion por dengue
(24, 27). Estudios recientes mostraron que anticuerpos dirigidos contra la proteina NS1 del VD 2
reconocen elementos celulares y moleculares (30, 35). Por otra parte, anticuerpos contra la

proteina E del VD 4, reconocen una region de 20 aminoacidos en el plasmindgeno (36). Ha sido
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documentado el desarrollo de sindrome de Guillain Barre debido a la infeccion por VD. En
relacion con ello, se plantea que la amplificacion inmune permite la generacion de anticuerpos de

reactividad cruzada y la desmielinizacion (24, 27).

Las peculiaridades epidemiologicas de los eventos de dengue que han tenido lugar en nuestro
pais y las caracteristicas organizativas de nustro sistema de salud conforman un escenario
especial para llegar a definir, con mayor certeza, factores genéticos involucrados en el desarrollo
de la FHD, asi como estudiar la evolucion de los individuos en etapas posteriores a la

enfermedad aguda.

Partiendo de lo referido anteriormente, realizamos un estudio para explorar las implicaciones
que, tanto en la patogenia como en la evolucién de la infeccion por VD, podrian tener las

variantes genéticas (RR/HH) del receptor FcyRIIa.
I-2 Hipotesis del trabajo

Las variantes polimoérficas del gen del receptor FcyRIla se relacionan tanto con el curso clinico
de la infeccion aguda por dengue como con la persistencia de sintomas clinicos dos afios

después.

I-3 Objetivos
Objetivo general:

Determinar los efectos del polimorfismo del gen del receptor FcyRIla en la patogenia y
evolucion de la infeccion por virus dengue.

Objetivos especificos

1. Demostrar si existe asociacion entre las variantes polimorficas del gen del receptor
FcyRIla y la susceptibilidad a desarrollar enfermedad por dengue.

2. Determinar si el polimorfismo del gen del receptor FcyRIla esta asociado con la
presencia de manifestaciones clinicas dos afios después de haber padecido la enfermedad.

3. Evaluar si las variantes polimorficas del FcyRlIla al determinar las subclases de 1gG con

que interactian, influyen sobre la evolucion clinica de la infeccion por dengue.
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I-4 Novedad Cientifica

Aunque las manifestaciones clinicas del dengue son bien conocidas, los estudios que relacionan
la genética del individuo a la susceptibilidad o proteccion al virus, son recientes. El presente
trabajo explora, por primera vez, la poblacion con infeccion asintomatica, evidenciando que en
ésta la variante genética del receptor FcyRIla RR esta asociada a la proteccion.

Pocos son los estudios que abordan las complicaciones que, a largo plazo, pudieran derivar de la
infeccion por dengue. En este sentido el presente trabajo constituye el primer estudio que, de
manera preliminar, explora la posible relacion entre trastornos autoinmunes y manifestaciones
clinicas tardias atribuibles a dengue. Los resultados obtenidos brindan evidencias, cuya
verificacion futura pudiera tener importantes implicaciones en el desarrollo de estrategias
preventivas efectivas contra el VD.

Todos estos resultados parten de la caracterizacion genética que, con relacion al FcyRlla, se
realiza por primera vez en la poblacion cubana de Ciudad de la Habana, resultado novedoso que
puede ser empleado en investigaciones futuras asociadas a otras enfermedades infecciosas o de
tipo autoinmune.

Por lo tanto, los hallazgos encontrados constituyen un novedoso aporte al conocimiento mundial

de la fisiopatologia de la infeccion por dengue.

I-5 Valor Tedrico-Practico

La investigacion desarrollada se enfoco a la infeccion por virus dengue, hoy la enfermedad viral
transmitida por artropodos mas importante en términos de morbilidad y mortalidad humanas.
Esta entidad, constituye un problema grave de salud, en tanto no se dispone de medidas

preventivas eficientes, incluida una vacuna.

En Cuba se han producido epidemias, pero la accién concertada de organizaciones estatales y de
masas ha permitido que la infeccion por dengue sea controlada por lo que a diferencia de lo que
ocurre en cualquier otro lugar, para la realizacion de nuestro trabajo, pudimos contar con una
poblacion de caracteristicas Unicas. Ello permitio estudiar el polimorfismo genético asociado al
receptor Fcylla en relacion con individuos infectados asintomaticos. La investigacion realizada
sugiere que existe una variante genética asociada a la proteccion. Por otra parte es uno de los

pocos estudios que evaluan las consecuencias de la infeccion a largo plazo y en este sentido hace
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un aporte a nivel mundial, pues se evidencia que tras dos afios de haber padecido la enfermedad
por dengue e independientemente del cuadro clinico padecido en la etapa aguda, los individuos
presentan manifestaciones que sugieren el posible desarrollo de trastornos autoinmunes, lo cual
es de gran relevancia para el desarrollo de vacunas por las consecuencias que una respuesta
inmune de anticuerpos pudiera generar. Ademas constituye una alerta al sistema de salud para el
seguimiento de personas que, tras haber padecido la enfermedad, podrian continuar con

manifestaciones clinicas.



II. REVISION BIBLIOGRAFICA
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CAPITULO II. REVISION BIBLIOGRAFICA
I1I-1 Re-emergencia del dengue como problema de salud mundial

El origen de los VD ha sido objeto de muchas discusiones. En un inicio (1883) se especulaba que
habian surgido en Africa y distribuido alrededor del mundo con la trata de esclavos (37). Sin
embargo, hacia 1956 se propone que los mismos se originan en un ciclo forestal entre primates
bajos y mosquitos en la peninsula de Malasia (38). Su origen geografico, ha llevado a pensar que
¢éstos se desarrollaron inicialmente como virus de mosquitos de tres subgéneros Stegomya,
Finlaya y Diceromya, pertenecientes al género Aedes, hospedero donde son mantenidos por
transmision vertical, adaptandose posteriormente a los primates y al hombre. Se piensa que estos
virus tienen un origen asiatico, pues sus cuatro serotipos han sido encontrados en el ciclo forestal
del mencionado continente. En cambio, en Africa s6lo se ha encontrado el serotipo 2 (39). Aedes
aegypti, especie del nuevo mundo, es considerado el principal vector de los virus del dengue. De
origen africano, se piensa convivia en un ambiente peridoméstico en las aguas almacenadas de
las aldeas africanas. La especie se adaptd a los humanos y, la trata de esclavos que tuvo lugar
durante los siglos XVII, XVIII y XIX, contribuy? a la diseminacion del agente en todo el mundo,
fundamentalmente en las Américas, donde se adaptd al ambiente urbano (38). El VD, asi

transportado, tanto en los esclavos como en su vector, se asent6 del otro lado del atlantico.

Las migraciones de personas y el comercio contribuyeron a diseminar el virus en pueblos y
ciudades del Asia tropical, donde encontr6 otros vectores esporadicos para su transmision, como

Aedes albopictus y otra especies Stegomyia.

El Aedes aegypti se desarrolld6 muy asociado al humano, prefiriendo alimentarse de ¢l y
compartiendo sus viviendas y sus alrededores. De esta forma, se convirti6 en un vector muy

eficiente para el VD.



Polimorfismo del Receptor FcyRIIa . Influencias en la patogénesis y en la evolucion de la infeccion por dengue.

Como consecuencia del incremento del comercio y el cada vez mas intenso trasiego humano
entre diferentes regiones, los agentes portadores del virus se introdujeron en las regiones urbanas
y de esta forma comenzaron las grandes epidemias de la enfermedad. La primera descripcion
clinica y epidemioldgica de una enfermedad parecida al Dengue, fue encontrada en una
enciclopedia china publicada en el afio 610 (40). Muchos afos mas tarde, en 1779, se describe
la primera epidemia de Dengue, a la que entonces los chinos denominaron “veneno de agua” y a
la que asociaron con insectos del preciado liquido. La enfermedad se caracterizo por rash, fiebre,
dolor ocular, artralgias, mialgias y manifestaciones hemorragicas que incluian sangramientos
vaginales, intestinales y gingivales, todo esto acompafiado de una alta mortalidad. Esta
descripcion soporta las bases del origen y evolucion de los virus del Dengue en Asia. Se tienen
reportes anteriores a 1779 de una enfermedad que afectd a la poblacion de Las Indias Francesas
del Este y Panama, en 1635 y 1699, respectivamente, que fue descrita como un dengue clasico
(40). Esto demostro que el dengue, o una enfermedad similar, estaba ampliamente distribuida
antes del siglo XVIII, de cuando se tiene el reporte de la primera pandemia de Dengue. Todas
estas descripciones epidémicas, asi como otras que ocurrieron hasta 1945, no tuvieron una
confirmacion de laboratorio, lo que dificulté su diferenciacion de otras enfermedades

hemorragicas, como chikungunya, muy parecidas al dengue.

El origen del nombre de la enfermedad, Dengue, se remonta a la primera epidemia ocurrida en

Cuba hacia 1828, y se plantea que el mismo es de origen africano (40).

Sin embargo, a pesar de las descripciones sobre el origen de la enfermedad no se tiene claro ain
por qué existen cuatro serotipos diferentes. Se plantea que, probablemente se haya separado en
cuatro linajes debido a divisiones ecologicas o geograficas en diferentes poblaciones de primates

y, por tanto, los cuatro serotipos evolucionaron de forma independiente (41).

Otro enfoque del fenomeno evolutivo plantea que los VD pudieron evolucionar dentro de una
unica poblacion, donde la presencia de cuatro serotipos antigénicamente diferentes pudo facilitar
la transmision a través del fenomeno de ADA (41).Sin embargo, los estudios de seleccion natural
realizados hasta la fecha no muestran que los serotipos virales puedan ser seleccionados
inmunoldgicamente por dicho fenomeno. Luego, se ha considerado el fendmeno de

amplificacion como el resultado del contacto reciente entre los cuatro virus que evolucionaron
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por separado durante un periodo extenso y por casualidad tienen un nivel de divergencia
antigénica, mas que una estrategia evolutiva a largo plazo (41). Aunque existen numerosas
evidencias que relacionan la ADA con la patogénesis del dengue, su influencia en la

diversificacion genética de los VD requiere una mayor investigacion.

En la actualidad, el dengue es la enfermedad viral de mayor importancia médica transmitida por
artropodos y una prioridad de salud ptblica en los paises tropicales.La incidencia y las epidemias
por VD han aumentado exponencialmente en los ultimos 35 afios a escala mundial. En el periodo
de 1970 a 1995 el numero de casos de dengue se ha cuadruplicado, particularmente en 1998, afio
en que la incidencia alcanz6 la cifra maxima de 1,3 millones de casos y se informaron mas de 3
600 muertes. Actualmente el dengue es endémico en mas de 100 paises del sudeste Asiatico, el

Pacifico occidental, las Américas, Africa y el Medio Oriente (42).

Aunque no se ha determinado con exactitud la carga real de la enfermedad, se estima que de los
2 500 millones de personas que viven en areas de riesgo de transmision, 50 millones se infectan
anualmente y mas de 500 000 desarrollan su forma mas grave: la FHD. Durante las epidemias,
las tasas de infeccion pueden llegar a afectar a 80-90% de las personas susceptibles (43) y la

mortalidad puede ser mayor de 5%.

Si bien s6lo nueve paises habian informado casos de FHD antes de 1970, en la actualidad se ha
documentado su presencia en mas de 30 pises. Por ello se considera una enfermedad emergente
sin medios de control y constituye un problema creciente de salud que amenaza con expandirse a

todo el mundo (44).

Los factores determinantes de la emergencia del DH y la re-emergencia del dengue son
complejos y no se han estudiado completamente, aunque posiblemente estan relacionados con
los profundos cambios demograficos y sociales ocurridos durante la Segunda Guerra Mundial,
que favorecieron la expansion del virus y de su vector por varios paises del sudeste asiatico (40).
Posteriormente, el crecimiento sin precedentes de la poblacion, la urbanizaciébn masiva no
planificada, el insuficiente abastecimiento de agua potable, la disposicion inadecuada de los
residuales solidos, los depositos no biodegradables desechados en el medio, el aumento de
viajeros y migraciones poblacionales, el deterioro de los sistemas de salud y de los programas de

control y la pobreza han contribuido a agravar la situacion epidemioldgica. Recientemente se
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demostr6é que los cambios climaticos ocurridos en los ultimos afios contribuyen a la transmision

viral, lo que hace prever que aumente el nimero de enfermos (45).
I1-2 Caracteristicas del virion

Los virus del dengue pertenecen a la familia Flaviviridae, género Flavivirus. Existen cuatro
serotipos del virus dengue (VDI1, VD2, VD3 y VD4), para los cuales se ha descrito una
homologia de secuencia de un 70% aproximadamente. Esta homologia es mayor entre VDI,

VD3 y VD4. El serotipo 2 parece diferir en su origen evolutivo (1).

Similar a los otros flavivirus, los viriones maduros del dengue son particulas esféricas de 40-50
nm de didametro. Poseen una envoltura lipidica de 10 nm de espesor rodeando una nucleocéapsida
icosahédrica de 30 nm de didmetro, la cual contiene una molécula de ARN de simple cadena, con
orientacion positiva, de aproximadamente 11 Kb de longitud y peso molecular de 4.2 kD (46,
47). La densidad del virién es de 1.23 g/cm3 y tiene un coeficiente de sedimentacion de 210 S
(48). La traduccion del genoma de los flavivirus trae como resultado la formaciéon de un
precursor de poliproteina, en el cual, el orden de las moléculas ha sido determinado como: NH2 -
ANCHC - C - prM - E - NS1 - NS2A - NS2B - NS3 - NS4A - NS4B - NS5 — COOH (49), donde
ANCH y prM son precursores de C y M, respectivamente (50), y NS designa las siete proteinas

no estructurales identificadas y mapeadas del ARN viral (51).

Fig. 1. Virus dengue: Estructura y genoma.
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Hacia el extremo 5' del ARN viral, cubierto por una caperuza, se localizan las proteinas
estructurales, y el extremo 3', carente de cola de poli A, contiene el fragmento de las proteinas no
estructurales (47, 50). En ambos extremos estan presentes secuencias no codificadoras, las cuales
son necesarias para los procesos de replicacion, transcripcion y traduccion. La proteina C de 13,5
kD, es el primer polipéptido viral sintetizado durante la traduccion, posee caracter basico por lo
que interactia con el ARN formando la nucleocdpsida. Posee un dominio hidrofoébico hacia el
extremo carboxi terminal, que se plantea actia como transductor de sefiales transmembrana (52)
que median la insercion de prM dentro del reticulo endoplasmatico rugoso (53). Este precursor
glicosilado de 22kD es escindido proteoliticamente, liberandose su extremo N terminal para dar
lugar a la proteina M de 8kD, la cual aumenta la infectividad viral (54). Durante la ruptura se

genera, a su vez, un fragmento pr cuyo papel no ha sido bien identificado atn (53, 55).

La proteina E de 51 - 60 kD constituye la proteina mas grande del viriéon y es la principal
proteina estructural de los flavivirus. Contra ella se generan anticuerpos neutralizantes. Esta
proteina, ademas, participa en la unioén del virus a su receptor celular, estd implicada en el

aumento de la infectividad viral (56) y contiene epitopes para células T (57, 58).

Las proteinas no estructurales son, sin embargo, de gran importancia en el desarrollo de la
respuesta inmune antiviral. En ese caso tenemos la NS1, glicoproteina no estructural de 48 kD,
que presenta un mosaico de determinantes antigénicos especificos de serotipo, asi como algunos
de reactividad cruzada. La glicosilacion de la NS1 en la asparagina-130 y -207 es necesaria para
la replicacion viral en las células de mosquitos y para la neurovirulencia en ratones (59). Esta
proteina, al parecer, reviste gran importancia inmunoldgica, ya que las células infectadas que la
expresan se convierten en dianas de la citolisis inmune (60), tanto la realizada por células T
citotoxicas, como la mediada por anticuerpos especificos contra ella, que la hacen blanco de la

accion del complemento o de la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (61).

Otras, en cambio, se destacan en el procesamiento de las proteinas virales asi como en el
ensamblaje de la particula viral. En este caso se encuentran la NS3, proteina hidrofébica de 70
kD, la cual se sugiere actia como una proteasa viral activa (49). Ademads, esta proteina es la
principal fuente de epitopes para las células T del sistema inmune (62). Las derivadas de la

ruptura de NS2 (2A y B) son requeridas para el procesamiento proteolitico (49). La NS2A tiene
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un peso molecular de aproximadamente 22 kDa y su funcion puede estar relacionada con el
reclutamiento de los moldes de ARN necesarios para la replicacion. La proteina NS2B, de 14

kDa, es un cofactor requerido para la funcion serina-proteasa de la proteina NS3 (55, 63).

Las proteinas originadas a partir de NS4 (4A y B) actian como posibles cofactores de la NS5, la
que al parecer, es la polimerasa viral (63) e induce la transcripcion y la traduccion de la IL-8,
citoquina involucrada en la patogénesis de la enfermedad (64). La funciéon de NS4 no esta
totalmente esclarecida; sin embargo se conoce que inhibe la funcion antiviral de los interferones

(INFs)-a y - (65).

La composicion lipidica del virus es poco conocida y refleja la de las membranas intracelulares
del reticulo endoplasmatico de la célula hospedero. Los lipidos constituyen el 7% del peso seco
del virion, de ellos el 90% son fosfolipidos, el 7% esfingomielina y el resto colesterol y lipidos

neutros (66).

I1-3 Células dianas de la infeccion por dengue

Estudios iniciales in vitro mostraron al monocito como la célula donde mejor ocurria la
replicacion viral (67). Sin embargo, estudios recientes postulan que tras la picadura del mosquito
el virus es presumiblemente inyectado al torrente circulatorio esparciéndose sobre la dermis y la
epidermis, lo que resulta en la infeccion de células dendriticas inmaduras (CD), denominadas
c¢lulas de Langerhans (epidermis) y queratinocitos (68). Las células infectadas migran entonces
desde el sitio de la infeccion al linfonodo donde son reclutados monocitos y macroéfagos que se
convierten en blancos para la infeccion. Consecuentemente, la infeccion es amplificada y el virus
se disemina a través del sistema linfatico. Como resultado de esta viremia primaria muchas
células del linaje mononuclear como los monocitos derivados de la sangre (69), CD mieloides
(70), (71) y macréfagos del bazo e higado son infectados (72-74) Varios estudios sugieren que el
linfocito B podria ser también un blanco importante de la infeccion (75, 76). En este sentido, se
ha demostrado por inmunofluorescencia indirecta (IFI) la presencia de antigenos virales en la
superficie de estas células. Ademads, se ha demostrado in vitro, que el virus puede infectar y

replicarse en células de origen endotelial y epitelial (77).
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Estudios recientes en células cebadas humanas demuestran que éstas pueden ser infectadas por el
VD estimulandose la produccion de quimoquinas y citoquinas capaces de activar células

endoteliales y reclutar células efectoras al sitio de la infeccion (78).

Ha sido dificil identificar, si es que existe, el tropismo del virus por algin tejido.
Anecddticamente, tras estudios histopatologicos, se ha inferido la presencia del virus en
diferentes tejidos y oOrganos humanos como: piel, higado, bazo, nédulos linfaticos, riidn,
pulmoén, médula 6sea, pulmoén, timo y cerebro (74, 79-85). La presencia de particulas virales
infectivas, sin embargo, s6o se ha confirmado en aislamientos de higado y células

mononucleares periféricas.

A la luz de los conocimientos actuales, contintia siendo un reto conocer qué células son las que
se infectan después que el mosquito inocula el virus, como se disemina el mismo, qué drganos y

células contribuyen a la viremia y si el endotelio vascular se infecta in vivo (86).
I1-4 Ciclo Viral

Unidn y entrada a la célula hospedera: Los estudios realizados sugieren que en la entrada del VD

a su célula diana se produce mediante el empleo de multiples receptores de los cuales solo

algunos son especificos para dengue.

A pesar de esto se reconocen dos mecanismos de interaccion con la célula que son comunes para

todos los flavivirus:
. Interaccion del virus con el receptor celular.
. Uniodn del virus a la célula por formacion de IC (87).

La union primaria del virus a la célula blanco ocurre a través de un receptor especifico para la
proteina E (55). Se planteaba que esta interaccion inicial tiene lugar a través de
glucosaminoglicanos (GAG), los cuales transfieren el viridon a un receptor de alta afinidad (HAR,

del inglés high affinity receptor), ocurriendo la endocitosis (88, 89).
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La presencia de las CD en las superficies mucosales, en la piel y en la sangre asi como su
capacidad de capturar antigenos las ubica para ser los blancos iniciales de la infeccion viral. Ellas
presentan en su superficie receptores virales, las lectinas tipo C, como el DC-SIGN (del inglés
Dendritic cell-specific ICAM-3 grabbing nonintegrin), que reconocen residuos de manosa
presentes en la proteina E, y median el proceso endocitico (90). Una vez formada la vacuola
endocitica, ocurre la fusion entre las membranas de dicho compartimiento y la envoltura viral, lo
que facilita la salida del ARN viral al citosol (88). Estudios recientes revelan el reconocimiento
del ARN viral en el endosoma por el TLR-7 (del inglés toll like receptor) induciendo sefiales que

activan la produccién de citoquinas como el Interferon tipo I (IFN-1) (91).

El segundo mecanismo tiene lugar durante una infeccion secundaria. El flavivirion forma
complejos con las IgG, y estos se unen a las células susceptibles por sus receptores FcyR
expresados sobre la superficie, potenciando la infeccion del virus a la célula diana (92). Luego,
ocurre la internalizacion de los IC formandose el endosoma y es en ese compartimiento acidico
donde, y probablemente mediado por la proteina E (93), se desencadena la fusion entre la

envoltura viral y la membrana celular liberandose la nucleocapsida en el citoplasma (94, 95).

Aunque son pocos aun los estudios, algunos autores apoyan la idea de que la union del IC al
FcyR no es suficiente para que ocurra la internalizacion de la particula viral, sino que requiere el
receptor especifico del virus de modo que la uniéon IgG-FcyR propicia el acercamiento del virion
infeccioso a la proximidad de su receptor (96), para la entrada. Sin embargo, este mecanismo no
puede explicar las infecciones primarias en personas que no tienen anticuerpos contra el virus, ni

la capacidad de este para infectar células que no expresan los FcyR(97).

Replicacién: La replicacion del ARN viral puede ser detectada tres horas después de la infeccion
y parece ocurrir en la region perinuclear de la célula infectada asociada con membranas lisas
(98). E1 ARN del virus dengue sirve como ARN mensajero, tiene sentido positivo y contiene un
fragmento de lectura abierto para una polimerasa que esta insertada dentro de la membrana del

reticulo endoplasmatico (99).

Ensamblaje: El ensamblaje de la nucleocapsida a partir de la proteina C y el ARN, asi como la

adquisicion de la envoltura ocurren intracelularmente. Las particulas del virion son llevadas en
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vesiculas de transporte que salen de la membrana del RE y por un mecanismo especifico son
translocadas al pre—Golgi, pasando posteriormente al aparato de Golgi. En las vacuolas de pre y
post Golgi opera un transporte exocitico de glicoproteinas de membrana a la superficie celular
(95, 100). La liberacion del virus puede ocurrir por fusion de las membranas de la vesicula
exocitica, que contienen al mismo, con la membrana plasmatica, o por efecto citopatico, a través

de rupturas puntuales en la membrana que lo separan del espacio exterior (101).

II-5 Manifestaciones clinicas del dengue

Dos cuadros clinicos principales se reconocen, la fiebre del dengue (FD), y su forma severa, la
fiebre hemorragica del dengue/sindrome de choque del dengue (FHD/SCD). Ambas formas
clinicas se presentan en nifios y adultos aunque la enfermedad severa se ha asociado

principalmente a la nifiez, sobre todo en el Sudeste Asiatico y Pacifico Occidental (102).

La FD es una enfermedad febril autolimitada (= 38 °C), con un periodo de incubacion de 2 a 7
dias. La fiebre tiene un comienzo abrupto, puede estar acompafiada de escalofrios, cefalea
supraorbitaria intensa, dolor retroocular, quebrantamiento general, nauseas, vOmitos,
linfoadenopatias, anorexia y sensacion de frio corporal. Estos sintomas aparecen acompafiados
de leucopenia y diferentes grados de trombocitopenia y, en algunos casos, sangramientos
menores como petequias, epistaxis y gingivorragia. De uno a dos dias después de la
defervescencia, aparece un rash maculopapular generalizado y puede haber manifestaciones
hemorragicas como petequias. Su prondstico es en general benigno, y su convalecencia puede
acompafarse de fatiga prolongada durante varios dias sobre todo en los adultos (103). De
comienzo similar a la FD, al tercer o cuarto dia de evolucidn, coincidiendo con la caida de la
fiebre, se produce un agravamiento de la enfermedad; pudiendo observarse sangramiento y
tendencia al desarrollo de choque. Segliin la OMS, la fiebre, algiin sangramiento (al menos una
prueba de torniquete positiva), la trombocitopenia de menos de 100 000 plaquetas/mm’ y un
aumento del hematocrito en 20 % o mas y algn signo clinico de extravasacion de liquidos,
como derrame pleural y ascitis, caracterizan al dengue hemorragico. También pueden observarse
petequias, epistaxis, sangramiento gingival y por venipuntura, hematemesis y sangramiento
vaginal. Algunos pacientes evolucionan al choque presentando sudoracion profusa, pulso rapido

y débil, estrechamiento de la presion arterial o hipotension, y piel fria y sudorosa (102, 104). La
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evolucion hacia la fiebre hemorragica en general es precedida por los llamados signos de alarma;
entre ellos se identifican los vomitos frecuentes, el dolor abdominal persistente, cambios en el

nivel de conciencia, caida brusca de las plaquetas e incremento rapido del hematocrito.

La FHD/SCD puede presentarse en cuatro grados de severidad, el choque caracteriza los grados
Iy IV (104). La infeccion con cualquiera de los cuatro serotipos del virus puede conllevar a
desarrollar cualquiera de los cuatro niveles: una infeccion asintomatica, la FD, u ocasionar las
formas mas severas conocidas como la FHD y el SCD, potencialmente fatal para quien las
padece. Cada vez con mayor frecuencia se reportan las llamadas manifestaciones inusuales, en el
desarrollo del dengue. El fallo hepatico fulminante, la miocardiopatia, y los trastornos
neurolégicos (encefalitis y encefalopatia) son las observadas con mayor frecuencia. La
hipotension, el edema cerebral, las hemorragias focales y el fallo hepatico fulminante pueden ser

la causa de la encefalopatia.

El incremento en las enzimas hepaticas (aspartatoaminotransferasa y alanina aminotransferasa)
ha sido reportado en el DH con bastante frecuencia (105). Aunque el virus dengue se ha
detectado en cerebro, higado y miocardio, no esta bien definido si estas manifestaciones son
producto de la accién directa del agente en el tejido o de una respuesta de hipersensibilidad o de
tipo autoinmune, o ambas. Recién se ha reportado en pacientes de FD trastornos visuales en el
desarrollo de la enfermedad y en particular la presencia de hemorragias en la retina (106).
Aunque el dengue en cualquiera de sus formas clinicas es una enfermedad de evolucion rapida,
existen pocos estudios que presentan un seguimiento clinico de los pacientes una vez concluida
la fase aguda. Gonzalez y otros reportaron la presencia de cefalea, astenia y artralgia en 76
pacientes adultos que desarrollaron FHD/SCD por VD 3, aun después de 6 meses de la
enfermedad (107).

La definicion de caso FHD propuesta por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha sido de
gran utilidad para la clasificacion clinica de los pacientes, sin embargo cada vez con mayor
frecuencia se encuentran enfermos que no cumplen totalmente con estos criterios (108, 109). Por
otra parte, como ya mencionabamos, cada vez se detectan con mayor frecuencia las llamadas
manifestaciones inusuales en enfermos de dengue, como el fallo hepatico, la miocardiopatia y los

trastornos neuroldgicos (encefalitis y encefalopatia) (66). Harris y cols, en 2000 (110), en el

17



Polimorfismo del Receptor FcyRIIa . Influencias en la patogénesis y en la evolucion de la infeccion por dengue.

transcurso de una epidemia de dengue en Nicaragua reportaron casos de SCD en ausencia de
sangramiento y trombocitopenia. Existen numerosos reportes de enfermos graves que no

cumplen con todos los criterios establecidos.

La aplicacion de procedimientos clinicos estandarizados para la clasificacion y el tratamiento de
los enfermos de dengue debe ayudar a reducir la morbilidad y la mortalidad por esta enfermedad.
Por esta razon, la evaluacion de la clasificacion actual en diferentes condiciones epidemiologicas
mediante protocolos clinicos estandarizados constituyen una prioridad en la investigacion (111).
También se debe estudiar la utilidad de los signos de alarma clinicos y de laboratorio como
marcadores de prondstico del DH, la utilidad y el significado del estudio ultrasonografico y la
comparacion del cuadro clinico del DH, tanto en nifios y adultos como en pacientes de diferentes

regiones (75).

Estos estudios se deben complementar con la capacitacion del personal de salud en los paises

endémicos de esta enfermedad.

Teniendo en cuenta lo anterior y posterior a una reunion de expertos desarrollada en la Habana ,
se comenzo un estudio multicéntrico en 7 paises de ambas regiones para evaluar la clasificacion
de dengue hemorragico de la OMS, evaluar la utilidad de los signos de alarma (propuestos por
Cuba), describir el cuadro clinico de dengue en ambas regiones y proponer, de ser necesaria, una

nueva clasificacion (112).

La nueva clasificacion clinica propuesta fue validada en varios estudios prospectivos de 6-8
meses en paises endémicos de dengue, editdndose en 2009 la nueva edicion de las guias para la

Prevencion y control del dengue de la OMS (113, 114).
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Clasificacion revisada de dengue

Dengue + signos de alarma
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Criterios de dengue + signos de alarma

Dengue severo

Con signos

xl. Escape severo de plasma

2. Hemorragia severa
3. Daiio severo de 6rgano/s

Criterios de dengue severo

Dengue probable

Vive/ viajé a areas
endémicas de dengue. Mas
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® Nausea, vomitos

® Rash

® Mialgias y artralgias

® Test del torniquete (+)

® [eucopenia

® Un signo de alarma

Confirmado por
laboratorio
(importante si no hay
escape de plasma)

Signos de alarma* 1. Escape severo de
plasma

que lleva al:
® Shock (SSD)

® Acumulacion de fluidos y
distress respiratorio

® Dolor espontaneo o
durante la palpacion de
abdomen

® Vomitos persistentes

® Acumulacion clinica de
fluidos

2. Hemorragia severa
® Sangrado de mucosas g

e ® Segt luacion del
® [ etargia; irritabilidad ch’neiil(;n evaluacion €e
® Hepatomegalia >2cm

® Laboratorio: aumento del 3. Daiio severo de
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de las plaquetas * Higado: AST o
ALT>1000

*Requiere observacion * SNC: alteracion del

estricta e intervencion sensorio

médica

® Corazon u otros 6rganos

Fig. 2 Nueva Clasificacion de dengue WHO/TDR 2009 (114)
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I1-6 Inmunobiologia de la infeccion por virus dengue

El conocimiento de las interacciones hospedero-pardsito que se desarrollan en una infeccion
facilita el entendimiento de los mecanismos inmunopatogénicos que tienen lugar en algunas de
éstas, por ejemplo, el dengue. Ello, ademas, aclara el camino al hallazgo de inmundgenos que
estimulen respuestas protectoras que, a la vez que controlarian la infeccion, no desatarian la

produccién de mecanismos deletéreos de naturaleza inmune.

Existen muchas hipdtesis que tratan de explicar el incremento de la incidencia de la forma severa
de la enfermedad después de la infeccion heterotipica por virus dengue. El primer indicio de una
base inmunologica para el desarrollo de la FHD fue la observacion, en 1960, de que mas del 85%
de los nifios que en Bangkok desarrollaron este cuadro habian tenido altos titulos de anticuerpos
de reactividad cruzada, lo cual sugeria una infeccion previa con dicho virus (115). Esto sento las
bases para plantear que la FHD es mas comuin en las infecciones secundarias que en las
primarias. La hipdtesis fue confirmada tiempo después en estudios prospectivos hechos en
Tailandia y Myanmar (116). Estas observaciones se sustentaron, ademas, en las caracteristicas de
las epidemias que tuvieron lugar en Cuba (117), donde la infecciéon por VD 2, en 1981, causéd

muchos casos de FHD en pacientes que habian padecido la infeccion por VD 1 en 1977.

Se plantea asi la primera hipotesis que trata de explicar el desarrollo del fenomeno hemorragico,
el llamado efecto ADA (118): La respuesta inmune humoral a una infeccién primaria por un
determinado serotipo origina anticuerpos neutralizantes, capaces de proteger al individuo contra
el virus homologo y, en menor medida, contra serotipos heter6logos. Durante una infeccion
secundaria se formarian IC cuyos anticuerpos serian menos eficientes en la neutralizacion de la
particula viral. Estos IC, serian internalizados, por las células del sistema fagocitico mononuclear
(monocitos y macrdofagos), al interactuar con los receptores Fc-y tipo 1 (CD64) y 11 (CD32) en
ellas presentes. Se favoreceria, de esta manera, la diseminacion viral, ya que estos IC entran a las
c€lulas hospederas mas rapido que los viriones no acomplejados (118, 119). Otras células
contribuirian a la extension de la infeccion, entre ellas otros fagocitos, ampliamente distribuidos
en los tejidos (119, 120). Finalmente, como consecuencia de la lisis por efecto citopatico del
virus, o por interaccion de las células infectadas con mecanismos efectores del sistema inmune,

se liberan factores solubles al medio extracelular como IL-8, IL-18 e IFN-y (119, 121-123), los
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cuales estan implicados en la coagulopatia intravascular, la efusion pleural y el aumento de la
permeabilidad vascular con pérdida de plasma y, como consecuencia, en el desencadenamiento

de la forma grave de la enfermedad (7).

La clarificacion viral, la recuperacion del hospedero y la proteccion., en cambio, han sido
relacionados con otros factores. Tal es el caso de la IL-12, que se ha encontrado elevada en
pacientes que sufren la forma clasica y ausente en aquellos con FHD(123, 124). Recientemente
se planted que la elevada produccion de particulas virales durante la infeccion facilitada por la
ADA, se debe a la capacidad de esta via de infeccion de suprimir moléculas antivirales claves

como la IL-12 y el INFy (125).

La FHD/SCD detectada en algunos nifios menores de 1 afio, de madres inmunizadas y sin
antecedentes de exposicion al virus, es otra importante evidencia epidemioldgica en favor de la

ADA. En éstos, probablemente, el cuadro grave era causado por los anticuerpos maternos (126).

Los anticuerpos contra las proteinas E y prM han sido capaces de amplificar la infeccion por el
VD in vitro de manera dependiente de la concentracion y no del serotipo. Ademas, los
anticuerpos contra la proteina prM pueden amplificar la infeccion por una via independiente de
los Fc. El mecanismo que media este proceso es la union especifica dual de los anticuerpos anti-

prM a antigenos propios como la Hps60 y a la superficie del virion (127).

Los dafios inmunologicos por reactividad cruzada son, con frecuencia, rasgos de la enfermedad
por flavivirus (128). El estudio de la respuesta de células T al VD ha mostrado evidencias de la
participacién, no menos importante, de éstas en la induccion del cuadro severo de la enfermedad
(120, 129). Se ha corroborado la existencia de clones de células T virus especificos, capaces de

responder solo al serotipo homoélogo.

Otros, en cambio, presentan reactividad cruzada con uno, dos o los tres serotipos heterélogos
restantes, asi como contra otros flavivirus (130). El reconocimiento de estas células de
reactividad cruzada estd dirigido, con mas frecuencia, a los epitopes sobre las proteinas no
estructurales mas conservadas. Entre ellas, la NS3 parece ser el blanco principal de linfocitos T

CD4+ y CD8+ (129, 131).
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Varios estudios avalan la hipdtesis sobre la activacion de linfocitos T y la produccion de
citoquinas como factores importantes en la patogénesis de la FHD. Diferentes autores han
encontrado altos niveles de TNFa , IFNy e IL-2 asociadas a cuadros de FHD (132), asi como
altos niveles de receptores CD8 y CD4 solubles y receptores de IL-2 en nifios con FHD(133).

(Como pueden relacionarse la reactividad cruzada, la accidon citotoxica y la produccion de
citoquinas de las células T CD4+ para producir el fenémeno inmunopatologico? Después de la
infeccion primaria existen clones de memoria de linfocitos T CD4+ y T CD8+ cuyos niveles de
activacion se han visto aumentados en individuos con FHD durante el transcurso de la infeccion
secundaria. Las células T CD4+ pueden inducir el fendmeno inmunopatologico a través de dos
mecanismos: la citotoxicidad y/o la liberacion de citoquinas. La activacion del primero de ellos
puede, a su vez, cursar dos caminos: la liberacion de perforinas y granzimas de las células
citotoxicas sobre la célula infectada o la interaccion del FasL (Fas Ligando) sobre la célula T con
la molécula Fas expresada sobre la célula blanco. Estudios in vitro muestran que, cuando se
activa la via Fas/FasL, la lisis tiene lugar no solo sobre las células infectadas, sino también sobre
las células vecinas que no han estado aun expuestas al virus y que, en sus membranas expresan la
molécula de Fas, contribuyendo con la amplificacion de la enfermedad. De ocurrir este
mecanismo de destruccion celular in vivo, pudiese conducir al desarrollo de diferentes patologias
que tiene lugar durante la FHD (134). Como consecuencia de la activacion con serotipos
heterologos, los linfocitos de memoria T CD4+ con reactividad cruzada secretan citoquinas
como las ya mencionadas (IFNy, TNFa y TNFp), las cuales han sido detectadas en altas

concentraciones en el plasma de individuos con FHD(134).

El IFNy incrementa la expresion de receptores Fc-y en los monocitos, lo cual pudiera explicar el
aumento de la infeccion de éstas células por los complejos virus-anticuerpos (135). El TNFa
junto a otras citoquinas como la IL-6, incrementan la permeabilidad de las células endoteliales e
inducen la pérdida de plasma (136, 137). La IL-6, producida principalmente por células
endoteliales y mastocitos, tiene un papel dual ya que actia como molécula pro-inflamatoria y
anti-inflamatoria e incrementa la permeabilidad de las células endoteliales. Niveles elevados de

la misma son encontrados en los sueros de pacientes con FHD/SCD (137).
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Similar asociacion con la severidad de la enfermedad se muestra en la expresion de marcadores
de activacion en las células T CD8+ y la expansion de poblaciones de estas células especificas a
epitopes del VD. Durante la fase aguda de la infeccion secundaria con VD heterologo, células T
CDS8+ de alta reactividad cruzada con alta avidez por el virus infectivo son preferencialmente
activadas. En su mayoria estas células producen altas concentraciones de citoquinas pro y anti
inflamatorias como IFNy, TNFa e IL-13 y en ocasiones, bajos niveles de IL-10. Se plantea que
estas células de gran avidez y reactividad cruzada mueren por apoptosis, pero no esta claro aun si
esta es activada selectivamente por epitopes de reactividad cruzada o como resultado de la
activacion propia del proceso de muerte programada. Alternativamente, células TCD8+ de
reactividad cruzada de baja avidez pudieran preferencialmente, ser expandidas (138-140). Estas
células T de reactividad cruzada reconocen preferencialmente epitopes heterélogos produciendo
altos niveles de citoquinas proinflamatorias pero pierden su actividad citolitica. El retardo en la
clarificacion viral pudiera prolongar la activacion de las mismas, resultando en la produccion de
muy altos niveles de citoquinas como IL-6, TNF-a y otros factores solubles que afectan la
permeabilidad vascular. Este fenomeno donde se activan mas eficientemente las células T de
memoria con reactividad cruzada al serotipo primoinfectante ha sido llamado “Seno Antigénico
Original”’(138). Se plantea que s6lo un pequeio subset de células T de memoria podrian ser
estimuladas a expandirse debido al estrecho repertorio de los receptores de células T (TCR) (del
inglés T cell receptor) y esto, unido a una especificidad tinica del TCR (141), pudiera resultar en
una respuesta dominante Unica para cada individuo, explicando asi la variedad vista en el
espectro de la enfermedad ante la infeccion secundaria con un serotipo de dengue heterologo

(129).

Otro factor importante parece ser la activacion del sistema de complemento. Numerosos estudios
sugieren que este sistema proteico estd asociado a la pérdida de plasma, al detectarse niveles
elevados de C3 y Clq en pacientes que sufren la forma severa de la enfermedad (142-144). Se
plantea que la cascada del complemento podria ser activada por los IC circulantes (ICC). Los
niveles de anticuerpos se elevan con mayor rapidez en infecciones secundarias por VD, y de esta
forma los altos titulos de anticuerpos son alcanzables antes de la desaparicion de la viremia,

aumentando el potencial para la formacion del IC (7, 142, 143).
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Las evidencias experimentales ya citadas contribuyeron a la elaboracion de un modelo para
explicar las bases inmunologicas del sindrome de pérdida capilar en la FHD (7, 145). El mismo
plantea que, la pérdida de plasma en infecciones secundarias por VD es debida a un efecto
sinérgico entre el IFNy, TNFa y proteinas activadoras del complemento en las células
endoteliales unidas a un mecanismo de regulacion positivo, donde el fendmeno de ADA
incrementa el nimero de células presentadoras de antigeno que estimulan a los linfocitos de
memoria de reactividad cruzada CD4+ y CD8+. La activacion de macréfagos y linfocitos induce
la produccion de citoquinas y mediadores quimicos los cuales conllevan al choque por pérdida de

la capilaridad (7, 145).

Otra hipotesis relaciona el fendmeno de reactividad cruzada entre proteinas del virus y aquellas
pertenecientes a la cascada de la coagulacion. La misma plantea la existencia de una homologia
estructural entre una secuencia conservada de la proteina E de los flavivirus y ciertas secuencias
de factores de la cascada de la coagulacion, especificamente el plasmindgeno y su activador, que

pudieran estar vinculadas con la aparicion del cuadro hemorragico (36).

Se ha podido constatar por analisis computarizado que existe una region de 20 residuos de
aminoacidos de la proteina E del serotipo 4 del VD que tienen similitud con una familia de
factores que incluyen al plasmindgeno, primer mediador de la fibrinélisis, y otros como el factor

X, protrombina y el activador del plasminogeno (146).

La actividad de la plasmina, forma activa del plasmindgeno, estd modulada fisiologicamente por
un antagonista, o 2 antiplasmina, que se une a la serina del sitio activo en el complejo

plasminogeno/plasmina.

Se ha reportado que los anticuerpos producidos ante la infeccion por VD 4, especificos a la
proteina E, reconocen una secuencia similar en el plasmindgeno, provocando un impedimento
estérico que bloquea la union del antagonista, lo cual constituye una hipdtesis posible de la

alteracion hemostatica en pacientes con anticuerpos de reactividad cruzada (147).

Otros autores, en cambio, han analizado las formas virulentas de ciertas variantes virales y
plantean que las formas graves de la enfermedad por flavivirus pudieran estar ligadas ademads, a

un determinismo genético de la virulencia. Se plantea que la virulencia de las distintas cepas de
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los cuatro serotipos del virus puede aumentar cuando estas pasan repetidamente por el hospedero
humano. Una mutacion en una region precisa del gen que codifica para la proteina E, asegura la
atenuacion o el incremento de la virulencia de una cepa dada (148), por lo que la aparicion de
cuadros clinicos graves se asocia con determinadas cepas virales o mutantes de estas. Se
especula que, tras una infeccion primaria ( por ejemplo al serotipo 1), el repertorio de
anticuerpos neutralizantes generados es capaz de eliminar la infeccion causada por un serotipo
viral diferente (por ejemplo, el serotipo 2) antes que, en los individuos por segunda vez
infectados, tenga lugar el desarrollo de la respuesta inmune adaptativa especifica contra el agente
viral. Esto se explica porque, como consecuencia del proceso de maduracion de la afinidad, los
anticuerpos generados en la primoinfeccion son capaces de reconocer determinantes antigénicos
mayoritarios comunes en la superficie de la particula viral del serotipo 2. De esta forma son
eliminadas, en su mayoria, las particulas virales durante la segunda infeccion y, en consecuencia,
los individuos desarrollan un cuadro clinico benigno o, en muchos casos, asintomatico. Sin
embargo, en otros casos particulas virales escapan a la neutralizacion, pues en el proceso de
sintesis de sus proteinas estructurales no son expresados aquellos determinantes comunes al
serotipo causal de la primoinfeccion. Cuando son transmitidas, y de forma mayoritaria se
multiplican en otros individuos con igual historia primaria de infecciéon y por tanto con igual
repertorio de anticuerpos neutralizantes, son capaces de desarrollar en éstos el cuadro mas severo

de la enfermedad.

Los anticuerpos predominantes en dichos individuos son por tanto, anticuerpos que al no poder
neutralizar la infeccion por medio de su porcion Fc se unen a diferentes tipos celulares donde
encuentran los receptores correspondientes y, de esta forma, se desarrolla el proceso de ADA

(149).

Leitmeyer y cols. (1999) reportaron la existencia de diferencias estructurales entre las cepas de
origen asiatico y americano del VD 2, que estan correlacionadas con la virulencia y la
patogenicidad. Los determinantes principales de la severidad han sido encontrados en el
aminoacido 390 de la proteina E, que podria afectar la union del virus a la célula hospedera; los
nucleotidos del 68 al 80 del lazo de la NCR 5’, que podrian estar involucrados en la iniciacion de

la traduccion del ARN viral y en los primeros 300 nucledtidos de la NCR 3°, que podrian regular
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la replicacién viral mediante la formacion de intermediarios (150, 151). Ademas, las cepas del
VD 2 de genotipo americano muestran una capacidad replicativa menor en monocitos y en CD

humanas comparadas con las cepas de genotipo asiatico (151).

Estudios en Peru y Sri Lanka han proporcionado datos convincentes, demostrando la asociacién
de la FHD con genotipos virales especificos (152, 153). Durante las infecciones secundarias, las
cepas de VD 2 pertenecientes al genotipo asiatico han sido asociadas al desarrollo de las formas
severas mientras que las cepas de genotipo americano han sido asociadas al desarrollo de las
formas leves de la enfermedad (150). Las epidemias de VD 2 ocurridas en Cuba en el afio 1981 y
en Peru en el afo 1995 fueron precedidas por una epidemia de VD 1. Sin embargo, la
introduccion en Cuba en 1981 de una cepa de VD 2 de genotipo asiatico provocd una epidemia
de FHD, mientras que en Pertu en 1995 ocurrié una epidemia de FD causada por una cepa de VD
2 perteneciente al genotipo americano (154). En este sentido se ha demostrado que los sueros
humanos inmunes a VD 1 neutralizan mas eficientemente al VD 2 de genotipo americano que al

de genotipo asiatico (155).

Por otra parte, determinadas secuencias de infeccion han sido correlacionadas con el desarrollo
de las formas severas de la enfermedad. La infeccion secuencial VD 1-VD 2 o VD 1-VD 3 ha
sido asociada con epidemias de FHD (156, 157). En la epidemia de 1980 en Tailandia, la
secuencia de infeccion VD 1-VD 2 mostr6 un riesgo de desarrollo de FHD 500 veces mayor que
la infeccion primaria por el virus VD 2. Para la secuencia VD 3-VD 2 el riesgo de desarrollo de
la FHD fue 150 veces mayor, y en el caso de la secuencia VD 4-VD 2 de 50 veces (110). En la
segunda epidemia cubana de FHD ocurrida en el afio 1997 y causada por una cepa del VD 2 de
genotipo asiatico se comprobo la secuencia de infeccion VD 1-VD 2 en el 98% de los casos

graves y en el 92% de los fallecidos (158).

Otros elementos importantes son los factores del hospedero como la edad, la raza, el estado
nutricional, genético e inmunoldgico, asi como infecciones recurrentes los cuales contribuyen al

desarrollo de las formas graves de la enfermedad(159, 160).

Por lo tanto podriamos concluir que, para la comprension de los fenomenos inmunopatolégicos

desencadenados como consecuencia de la infeccion por VD, deben ser integrados multiples

26



Polimorfismo del Receptor FcyRIIa . Influencias en la patogénesis y en la evolucion de la infeccion por dengue.

factores: factores de riesgos individuales (presencia de anticuerpos anti-VD, edad, sexo, raza,
portador de enfermedades cronicas, genética del individuo), epidemioldgicos (vector e intervalo
entre infecciones) y factores relacionados con el virus (serotipo, virulencia de la cepa y secuencia
de infeccion), los que, como consecuencia de su interaccion, conllevan al desarrollo de la forma

grave de esta enfermedad (4).
I1-7 Situacion epidemiologica del dengue en Cuba

Aunque la circulacion del VD ha sido ampliamente documentada en la region de las Américas,

en Cuba los reportes de sindromes clinicos por infeccion han sido esporadicos.

La primera epidemia de dengue reportada en Cuba fue en 1977-79, con 500 000 casos
diagnosticados, todos clinicamente clasificados como FD. En esa ocasion el 44,6% de la

poblacion cubana fue infectada con VD 1 (161).

Una segunda epidemia tuvo lugar en 1981, donde circuld el serotipo 2 del virus. Un total de 344
203 personas resultaron infectadas, de las cuales 10 312 desarrollaron FHD/SCD. Se produjeron
158 muertes, de ellas 101 nifios y 57 adultos (162). Dieciséis afios mas tarde, en 1997, vuelven a
reportarse casos de dengue en nuestro pais, fundamentalmente en la provincia de Santiago de
Cuba. Durante esta epidemia fueron infectadas 2 946 personas; de estas 205 fueron
diagnosticadas con FHD/SCD y 12 fallecieron (163). Las cepas aisladas mostraron gran
homologia con VD 2 Jamaica y se relacionaron por andlisis de la secuencia nucleotidica, con

cepas del genotipo asiatico.

Tres afios mas tarde, en el afio 2000 se detectd un brote en Ciudad de la Habana, durante el cual
fueron aislados virus de los serotipos 3 y 4. Nuevamente durante el periodo 2001-2002 Ciudad
de la Habana estuvo afectada por un nuevo evento epidemioldgico. En esta oportunidad el
serotipo 3 fue responsable de la infeccion, y se confirmaron serologicamente 1 635 casos, de los

cuales 152 desarrollaron FHD/SCD (157, 164).

En el afio 2006 se vieron afectadas varias provincias del pais donde circularon los serotipos

virales 3 y 4 (165).
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Aunque las manifestaciones durante la etapa aguda del dengue son bien conocidas, pocos

estudios abarcan las consecuencias de la enfermedad a largo plazo en los individuos (34).

La informacién obtenida de esta situacion epidemiologica dada en nuestro pais, que ha sido
extensivamente estudiada, completamente diferente a la encontrada en el sudeste asiatico,
constituye una herramienta esencial para llegar a definir con mayor autenticidad, factores
genéticos involucrados en el desarrollo de la Fiebre Hemorragica del Dengue asi como estudiar

la evolucion de los individuos en etapas posteriores a la enfermedad aguda.

I1-8 Polimorfismo genético asociado a la infeccion por dengue

La gran evolucion en el campo de la genética del hospedero, de patogenos y vectores y el
extensivo crecimiento de estos estudios, ha incrementado grandemente el entendimiento de la
transmision y la patogenicidad de las enfermedades infecciosas. Es conocido la gran influencia
de la genética del hospedero en la resistencia a las infecciones asi como que la susceptibilidad a
las mismas tiene también bases genéticas. Por lo tanto el estudio de los factores genéticos del
hospedero asegura el camino a seguir en la elaboracion de drogas y otras alternativas de

tratamiento.

El papel de los alelos correspondientes a antigenos leucocitarios humanos (HLA) en determinar
la resistencia, susceptibilidad o la severidad de infecciones virales agudas constituye un tema de
gran interés, sobre el que la comunidad cientifica ha centrado su atencion. La FD y la FHD
constituyen modelos utiles para estudios inmunogenéticos, existiendo hasta la fecha varios

estudios sobre la tematica.

Los primeros estudios realizados sobre la asociacion de genes de respuesta inmune y dengue se
realizaron en poblacion tailandesa y reportaron una frecuencia incrementada de HLA A2 en
pacientes DHF (166). Posteriormente se identifican dos alelos HLA-A, HLA A*0203 asociados a
cuadros benignos de la infeccion secundaria por dengue, y el HLA A*0207 asociado con la
susceptibilidad a padecer FHD en poblacion tailandesa (167). Estas asociaciones difieren de las
encontradas en Cuba donde un primer estudio realizado en nifios durante la epidemia de dengue
2 ocurrida en 1981, mostrd una asociacion positiva de HLA-A1, HLA B y HLA CWI1 con

susceptibilidad a desarrollar FHD (168). Estudios posteriores de individuos con antecedentes de
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infeccidon por virus dengue mostré un aumento en la frecuencia de los alelos A*31 y B*15 del
HLA 1. Sin embargo, a pesar de las caracteristicas epidemioldgicas excepcionales de Cuba, que
permitieron clasificar dichos casos en FD y FHD (169), no se encontraron diferencias asociadas
a los cuadros clinicos de la enfermedad, por lo que al parecer, la infeccion por dengue parece

comportarse como una sola enfermedad.

Estos trabajos de asociaciones de genes HLA y enfermedad por dengue se retomaron
nuevamente en el 2001, donde un analisis molecular de los alelos HLA clase 1 por métodos
moleculares en poblacion vietnamita, mostré que el locus HLA-A, estaba significativamente
asociado con la susceptibilidad a sufrir la FHD asi como la presencia del alelo T en la posicion
352 del gen del receptor de la vitamina D, y la homocigosis AA en la posicion 131 del gene del

receptor Fc y IIA, con una resistencia al desarrollo de FHD (13).

Como hemos explicado en acépites anteriores, los niveles de los diferentes tipos de citoquinas
influyen en el desarrollo de la patogenia por VD. Estos niveles son determinados por las
variaciones en Iso genes que las codifican, de ahi que trabajos recientes abarcan el estudio del
polimorfismo genético de citoquinas. En este sentido, se ha constatado un incremento
significativo del alelo 308A que codifica para el TNF a (del inglés Tumor Necrosis Factor) en
los pacientes FD con manifestaciones hemorragicas comparado con aquellos que desarrollaron
solo un cuadro benigno, lo cual pudiera asociarse a la permeabilidad vascular y al fenémeno

hemorragico presente en la FHD (13, 170).

En los ultimos tiempos se postula que la lectina tipo C, DC-SIGN, codificada por el CD209 es el
receptor natural para la proteina E del virus del dengue (13). También para esta molécula se
reporta una fuerte asociacion entre la variante que expresa el alelo G del promotor de CD 209,
denominada DCSIGN1-336, con la proteccion para el desarrollo del cuadro grave de la
enfermedad. Se ha podido demostrar que esta variante polimoérfica afecta in Vitro, el sitio de
union y la actividad transcripcional, lo que indica a su vez que juega un papel central en la
patogénesis de la enfermedad por dengue al discriminar entre el cuadro leve y la fiebre

hemorragica (171).

El polimorfismo asociado a la lectina de uniéon a manosa 2 MBL-2 (del inglés manosa binding

Lectine) fue asociado con la trombocitopenia y con un incremento del riesgo a padecer FHD. La
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MBL es miembro de la familia de las colectinas y juega un importante papel en el patrén de
reconocimiento y en la respuesta inmune innata (172).

El polimorfismo en los transportadores asociados con la presentacion antigénica y los antigenos
plaquetarios humanos han sido asociados también con el incremento de la FHD (173).

Podemos decir que el riesgo a padecer FHD y SCD tras la infeccion por VD estd determinado
por la combinaciéon de multiples factores genéticos comunes cada uno con efectos desde
benignos a moderados predisponen a una forma mas severa de la enfermedad. Permanece aun en
incégnito si un simple defecto genético que confiera profunda susceptibilidad a FHD pudiera

existir, tal y como se ha propuesto para otros patdgenos como pneumococos y micobacterias

(174).

I1-8.1 Receptor Fcy Ila de baja afinidad

Los FcyR de las IgG comunmente expresados sobre las membranas de las células del linaje
hematopoyético median un importante nimero de procesos bioldégicos como son: citotocixidad
celular dependiente de anticuerpos, endocitosis, fagocitosis, liberacion de mediadores
inflamatorios y aumento de la presentacion antigénica. De esta manera forman un puente de

unidn entre la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa (22).

Estos receptores, codificados por ocho genes localizados en el brazo largo del cromosoma 1,
estan divididos en tres clases: FcyRI (CD 64), FcyRII (CD 32), FcyRIII (CD 16) (9) y en cada
clase se han identificado isoformas que varian en peso molecular, afinidad de uniéon de a las
subclases de IgG asi como su distribucion en la superficie de las células hematopoyéticas. El
FcyRI es el receptor de alta afinidad para las formas monoméricas de las IgG1, IgG3 y IgG4. Los
receptores FcyRII y FcyRIIl son, en cambio, los receptores de baja afinidad para dichas
inmunoglobulinas y son capaces de unirlas formando complejos (175). La isoforma II del
receptor Fcy de baja afinidad, es aun mas compleja pues presenta variantes alélicas
bioldgicamente diferentes: (Ila, IIb, IIla y IIIb), las cuales han sido asociadas con el desarrollo de

diferentes desordenes clinicos (10).

Los receptores Fc contienen tres dominios clasificados de acuerdo con su ubicacion, llamados

dominio extracitoplasmatico, dominio transmembrana y dominio de activacién/inhibicion. El

30



Polimorfismo del Receptor FcyRIIa . Influencias en la patogénesis y en la evolucion de la infeccion por dengue.

receptor de activacion posee una region basada en tirosinas (ITAM: del inglés Immunoreceptor
tyrosine-based activation motif)) en su region citoplasmatica que actiia como unidad central para
la transmision de sefales, que redunda en las ya mencionadas funciones de citotoxicidad
dependiente de anticuerpos (CCDA), citotoxicidad dependiente de complemento (CDCC),
endocitosis, regulacion de anticuerpos, produccion de citoquinas inflamatorias y potenciacion de

la presentacion antigénica.

Para el caso del receptor Fc inhibidor (FcyRIIb), la region de inhibicion basado en tirosinas
(ITIM) presente en su porcion citoplasmatica, regula las funciones de los dominios activadores
como es el caso de la regulacion de anticuerpos y la activacion de la apoptosis de las células B

(176).

El receptor Fcy Rlla (fig. 3) tiene varias caracteristicas que lo hacen unico: primero, no se
encuentra en ratones o cualquier otro mamifero, inicamente en humanos. Segundo, es el Gnico
receptor de Fc y uno de los tnicos inmunoreceptores, donde la secuencia ITAM (secuencia
intracelular de activacion) se encuentra en la cadena de union a su ligando IgG y no en moléculas
de bajo peso molecular asociadas por enlaces no covalentes a la cadena de union al ligando.
Tercero, FcyRIla forma un homodimero unido no covalentemente, caracteristica tnica entre los
FcR. Cuarto, las senalizaciones de otros receptores Fc dependen de la isoforma Ila para ser
funcionales, tal es el caso del FcyRI expresados en los macrofagos maduros. Por tanto, las
sefiales de los receptores Fc al menos en algunos casos se focalizan a través del FcyRIla (11).
Esta molécula se encuentra expresada en la superficie de macrofagos, neutrofilos, eosindfilos,

plaquetas, células dendriticas y de Langerhans .
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Fig. 3: Representacion de la molécula del receptor Fcy Rlla de baja afinidad.

Este receptor presenta dos formas alélicas que difieren en el aminoacido (aa) 27 (E/Y) y el
aminoacido 131 (R/H). Solo el polimorfismo asociado al aminoacido 131 afecta
significativamente la union al ligando. Se ha descrito que la variante para la histidina (H131) une
eficientemente la 1gG2 (FcyRIIa-His/His131), mientras que la isoforma de la arginina (R131)
presenta muy baja afinidad por este ligando uniendo preferencialmente las IgG 1/3 (FcyRlIla-
Arg/Argl31) (12). Este polimorfismo ha sido vinculado a la susceptibilidad a padecer

enfermedades infecciosas(177-180) y autoinmunes como explicaremos mas adelante.
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11-9 Enfermedades autoinmunes

Las enfermedades autoinmunes en su conjunto conforman un sindrome caracterizado por la
activacion de células T o B, o ambas, en ausencia de infeccion u otra causa discernible, que

resulta en dafio a estructuras propias (181).

Durante muchos afios el dogma de la inmunologia se centr6 en la delecion clonal de las células T
autoreactivas lo que se especulaba, llevaba a la formacion final de un repertorio de células T y B
especificos a antigenos foraneos. Sin embargo, actualmente se conoce que existe autoreactividad
a niveles fisioldgicos que es crucial para el funcionamiento del sistema inmune (182). Los
autoantigenos ayudan en la formacion del repertorio de los linfocitos T maduros y la
supervivencia de los linfocitos T y B virgenes que en la periferia requieren una continua
exposicion a los antigenos propios (181). Debido a que no existen diferencias fundamentales
entre autoantigenos y antigenos extrafios se plantea que los linfocitos no distinguen entre ellos,
sino que responden a ellos en determinados microambientes, generalmente en presencia de las

citoquinas inflamatorias (183)

Se plantea que el potencial inherente para la reactividad cruzada dado al unisono por una
respuesta inmune eficiente para un vasto grupo de patdogenos y el reconocimiento de lo propio,

conlleva a la autoinmunidad, proceso que se ha denominado Mimetismo Molecular (184).

Este fenomeno que conlleva al desarrollo de enfermedades autoinmunes ha sido descrito para
niveles de células T y B asi como de anticuerpos tanto en modelos experimentales como en
humanos expuestos a infecciones. En su mayoria, las enfermedades autoinmunes crénicas en
humanos son precedidas por un largo periodo de latencia, lo cual hace dificil poder definir el
evento inicial que le dio origen, asi como se hace imposible aislar el microorganismo del tejido
dafiado (185). La artritis reumatoide, por ejemplo, se caracteriza por la inflamacion en las
articulaciones que es causada por una respuesta de auto-anticuerpos que reconocen antigenos
sinoviales. En el caso de la diabetes tipo 1, los pacientes desarrollan insulitis como resultado de
la infiltracion de las células T y destruccion de los islotes del pancreas. La esclerosis multiple,

desorden neurolégico que representa una importante fuente de discapacidad, puede ser producida
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por células B autoreactivas que proliferan en el Sistema Nervioso Central (SNC) (186). Las
respuestas autoinmunes, por lo tanto, se basan en la pérdida de la tolerancia central o periférica,
donde las células presentadoras de antigenos en presencia de factores genéticos y ambientales,

estimulan clones de linfocitos autoreactivos (187).

Los auto-anticuerpos presentes en el suero frecuentemente son utilizados como marcadores
diagnosticos. Se han descrito cientos de auto-anticuerpos diferentes, sin embargo no todos estan
involucrados en las enfermedades autoinmunes. Estos anticuerpos que reconocen las estructuras

propias se clasifican en dos grandes categorias (188):

Anticuerpos organo- especificos: Aquellos que localizan su antigeno diana en un 6rgano o tipo

celular.

a) Anticuerpos organo-no especifico: Aquellos en que los antigenos blancos estdn ampliamente

distribuidos, usualmente como componentes presentes en todos los tipos celulares.
Pueden clasificarse ademés como:

a) Anticuerpos patogénicos primarios: Aquellos que causan directamente los desérdenes al

bloquear las funciones normales de las células o mediando el dafio de los tejidos.

b) Anticuerpos patogénicos secundarios: No son patogénicos por si mismos, sino que son

producidos como resultado de la enfermedad autoinmune y son utilizados como marcadores.

Por tanto segun el tipo de auto-anticuerpo, las enfermedades autoinmunes, pueden clasificarse
como Organo-especifica y organo-no especifica (o sistémica). Entre las enfermedades
autoinmunes organo-especificas, se encuentra la anemia hemolitica autoinmune donde los auto-

anticuerpos producidos son dirigidos contra los eritrocitos.

Las enfermedades autoinmunes sistémicas se caracterizan por el dafio y la inflamacion en los
tejidos, iniciados generalmente por la permeabilidad vascular y la deposicion en multiples sitios
de ICC formados contra antigenos celulares solubles y ubicuos, usualmente de origen nuclear. El
ejemplo clasico de enfermedad autoinmune sistémica lo constituye el LES, caracterizado por la
produccion de multiples autoanticuerpos anti-nucleares y anti-ADN. El diagnostico de estas

enfermedades es dificil pues individuos que muestran sintomas muy diferentes sin embargo,
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cursan la misma enfermedad. Luego puede tomar afos analizar los sintomas y resultados de
laboratorio para concluir con un diagnostico acertado. Por ello, la inmunologia clinica es un
campo que se encuentra en constante cambio donde se desarrollan protocolos mas especificos en
el diagnostico de estas enfermedades autoinmunes. Entre las técnicas que permiten el acumulo de

informacion para el diagndstico de estas patologias tenemos:

Inmunofluorescencia Indirecta: Considerada como la técnica estandar para la deteccion de un
amplio rango de anticuerpos en suero, pues se pueden simultanear varios tejidos (por ejemplo:
tejidos de higado y rifion de rata), o puede emplearse un tejido tnico como el de rifién de raton
que contiene células del musculo y sangre. Dentro de estas pruebas tenemos la de anticuerpos
anti-nucleares (ANA), donde se detectan anticuerpos contra componentes del nucleo de todas las
células y se realiza para el diagnostico de una enfermedad autoinmune fundamentalmente cuando

hay sospechas de Lupus eritematoso sistémico.

Ensayos de ELISA: Este procedimiento es similar a la inmunofluorescencia pero en vez de
células se utiliza antigenos unidos covalentemente a una superficie sélida, a la cual se le adiciona
la muestra de suero. Es una técnica menos costosa pero aporta menos informacion que la
inmunofluorescencia sobre multiples tejidos, y se realiza para confirmar el diagndstico basado en

lo resultados de la misma.

Prueba de deteccion de anticuerpos anti-mitocondriales: Es una prueba primaria cuando hay
sintomas de dafio hepatico o en otros 6rganos, y se emplea para el diagndstico o como ayuda en
la identificacion de las posibles causas del dafio tisular. La deteccion de anticuerpos anti-
mitocondriales es util para distinguir una cirrosis biliar primaria de otras obstrucciones extra

hepaticas, hepatitis y cirrosis alcoholicas.

Prueba de deteccion de anticuerpos anti-fosfolipidos: Estos anticuerpos son detectados
cuando existen desordenes circulatorios (sindrome de Sneddon) en enfermedades como el LES,

el sindromes Sjogren y en mujeres que sufren de abortos espontdneos recurrentes.

Prueba de deteccion de crioglobulinas: Las crioglobulinas son inmunoglobulinas anormales
que forman inmunocomplejos que precipitan en un rango de temperaturas inferiores a los 37°C y

que se resolubilizan cuando la temperatura aumenta, lo que puede bloquear los capilares
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sanguineos. Este ensayo se aplica cuando existen sintomas inducidos por el frio como el
fenomeno de Raynaud y cuando se sospecha de alguna enfermedad mediada por

inmunocomplejos.

Factor reumatoideo: Se encuentra asociado a multiples factores como infecciones virales,
bacterianas cronicas, linfomas y mielomas, y enfermedades del tejido conectivo. Constituye un
ensayo no especifico que detecta toda clase de inmunoglobulinas que reacciona con la region Fc
de otras inmunoglobulinas. Se ha encontrado niveles de este factor elevado en enfermedades

reumatologicas como el LES (188).

Existen otros ensayos que indirectamente alertan sobre posibles desordenes de origen
inmunologico segun el estado clinico del individuo, como es le caso de la deteccion de ICC, los

niveles de la proteina C reactiva (PCr) y de las proteinas del complemento C3 y C4.

I1-9.1 Fc y enfermedades autoinmunes

Como describimos, las enfermedades autoinmunes, desde el punto de vista etiologico, conjugan
factores medioambientales, genéticos, inmunoldgicos y hormonales. Estas se caracterizan por la
presencia de una respuesta linfocitaria T y/o B autorreactiva en ausencia de alguna causa
discernible (infeccion o cancer), acompafiados de inflamacion, produccion de autoanticuerpos,
presencia de autoantigenos (modificados o no), pérdida de la tolerancia y dafio tisular. Desde el
punto de vista inmunogenético, las enfermedades autoinmunes son complejas, debido a que no
siguen un patron de herencia mendeliano y son poligénicas, sumado a interacciones génicas
como epistasis y desequilibrio de ligamiento. Las fisiopatologias de las enfermedades
autoinmunes son el resultado de la pérdida de tolerancia con una exagerada activacion de
linfocitos autorreactivos, produccion de autoanticuerpos y una inflamacion constante en los sitios
de deposito de complejos inmunes. Dado que en las enfermedades autoinmunes se observa una
inhibicion de la respuesta tanto humoral como celular, es fundamental determinar si los

receptores Fc desempefian un papel importante en estas patologias (22).

El estudio de los receptores Fc en el contexto de la autoinmunidad ha despertado un gran interés
por su implicacion biologica en la depuracion de complejos inmunes. Modelos animales para el
estudio de enfermedades autoinmunes asi como estudios genéticos en ratones y humanos

ilustran que los receptores Fcy son un factor de riesgo para el desarrollo de estas patologias (189,
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190). Estudios de autoinmunidad in vivo muestran que la inactivacion del receptor de inhibicion
FcyRIIb exacerba la autoinmunidad existente y predispone al desarrollo espontaneo de otras

enfermedades autoinmunes (191-193)

Una de las mayores deficiencies que mostraron estos analisis y en general el estudio de los
receptores Fc en las enfermedades humanas es carencia de modelos animales para la variante

FcyRlIla pues, como ya deciamos, es unico de la especie humana.

Al obtener ratones transgénicos que expresan el receptor FcyRIla estos desarrollaron
espontaneamente un sindrome autoinmune similar a la artritis reumatoidea, LES, pneumonitis y
artritis no erosiva, hechos que evidencian en su conjunto que aun en presencia de los receptores
Fc enddgenos, el FcyRlIla es el activador mayoritario de la inflamacion (11). Se ha descrito que
la homocigosis para la variante R 131 esta asociada con una alta susceptibilidad a padecer
infecciones causadas por organismos encapsulados cuya respuesta es mediada fundamentalmente
por las IgG2 (21) y en consecuencia se ha asociado con un incremento en la prevalencia de
neuropatias (194), infecciones bacterianas (195) y, presumiblemente, en el Lupus Eritematoso
Sistémico (LES) (196, 197). Es por ello que determinar el polimorfismo asociado al FcyRlIla
reviste gran importancia para determinar susceptibilidades a padecer o no enfermedades
autoinmunes o enfermedades infecciosas, entre ellas el dengue, que se manifiesta en un espectro

de cuadros clinicos que describen una misma enfermedad.
I1-10 Funcionabilidad de los receptores Fcy: Subclases de IgG

I1-10.1 Actividades biologicas de los anticuerpos

Las actividades biologicas de los anticuerpos dependen de la interaccion de su porcion Fc con los
sistemas efectores, esencialmente el sistema de complemento y las células que expresan los
receptores de tipo Fc. Los anticuerpos han sido agrupados en clases con funciones especificas
asignadas. Dentro de las clases, existe una subclasificacion para las IgG que amplia la diversidad
de las inmunoglobulinas.

La distribucion de las subclases IgG, en respuestas de anticuerpos especificos esta influenciada
por multiples factores, entre ellos el ambiente de citoquinas predominantes. Experimentos en

ratones muestran que, en un contexto donde predominan las citoquinas Th2 como la IL-4 se
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induce un cambio a la subclase IgG1 y a la clase IgE. El factor de crecimiento transformante
beta (TGF-B) induce un cambio a IgG 2b,e IgA . Alternativamente un patrén Thl donde
predomina IFN-y resulta en IgG2a, IgG2b e IgG3. Los cambios de subclases son ademas
influenciados por la estructura del antigeno (naturaleza del carrier, nimero y naturaleza de los
epitopes, propiedades fisico-quimicas), su dosis y ruta de entrada, asi como con la constitucion
genética del hospedero. En contraste con los antigenos independientes de células T (timo
independiente), los dependientes de células T (timo dependiente) requieren de la interaccion con
linfocitos T cooperadores con el fin de estimular a los linfocitos B para la produccion de
anticuerpos. En este sentido, la estimulacion de la respuesta de anticuerpos hacia ciertos
antigenos puede resultar en un incremento selectivo de anticuerpos IgG de ciertas subclases (17,
18). En general los anticuerpos IgG anti-virales estan altamente restringidos a IgGl e IgG3,
apareciendo primero los IgG3 en el curso de la infeccion y prevaleciendo IgG1, algunas veces en
combinacioén con IgG3 (19).Mientras que en una respuesta antibacterial, la distribucion de la
subclase serd mas heterogénea ya que la bacteria contiene muchos epitopes antigénicos

diferentes, con variaciones considerables en su estructura de carbohidrato y proteina (198).

I1-10.2 Funciones efectoras

En su mayoria, las actividades bioldgicas de los anticuerpos, estan relacionadas con sus
funciones efectoras, destinadas a la inactivacion o remocion del agente infeccioso y sus
productos. Ellas estdn mediadas por el fragmento Fc (constante) y son inducidas como resultado
de la interaccion del anticuerpo con su antigeno, mediante su fragmento Fab (variable)(198).

Las 4 subclases de IgG difieren una de otra en cuanto a sus funciones efectoras. Esta diferencia
esta relacionada con diferencias estructurales notables, con respecto a la interaccion entre los
fragmentos F ab y Fc. En particular, las longitudes y flexibilidades de las regiones bisagras son
diferentes. La flexibilidad disminuye en este orden IgG3>IgG1>1gG4>1gG2, lo cual se relaciona,
probablemente, con la mayor actividad de IgG3 en activar las funciones efectoras, comparado
con el resto de las subclases (199, 200). Una de estas funciones es la capacidad para activar el
complemento. El evento inicial de la cascada de complemento por la via clasica, lo constituye la
unién de Clq a sitios presentes en el dominio CH2 de la IgG. Esta uniéon ocurre cuando el

anticuerpo esta agregado, usualmente formando IC. Otros componentes requeridos para la
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activacion del complemento incluyen un puente S-S en el extremo N- terminal de CH2
(normalmente la region bisagra), la presencia de carbohidratos y dominios C(H)3 pareados. La
capacidad de las 4 subclases IgG humanas (en forma monomérica) para unir Clq disminuye en
el orden: IgG3> IgG1>IgG2 y por ultimo IgG4 que no activa complemento (201, 202). Las
flexibilidades Fab-Fab y Fab-Fc dependientes de la region bisagra determinan la accesibilidad
del sitio de unién del complemento a C1q. IgG3, con la bisagra mas extensa, es el activador del
complemento mas efectivo. La incapacidad de [gG4 para activar el complemento es causada por
la estructura del fragmento Fc, asi como por el impedimento estérico de los fragmentos Fab al
sitio de union del complemento (198).La mayoria de los microorganismos son incapaces de
activar el complemento o unir fagocitos, por si mismos. Los anticuerpos actuian como
adaptadores flexibles mediando la adherencia de agentes infecciosos a los fagocitos, formando
asi un puente entre las membranas celulares y del microorganismo.

La interaccion entre el receptor Fcy y el complejo antigeno-anticuerpo (Ag-Ac) estimula las
respuestas de fagocitosis, endocitosis, ADCC, generacion de radicales superdxidos y liberacion
de mediadores inflamatorios, asi como la clarificacion de inmunocomplejos (203-206). Estas
respuestas son dependientes las interacciones entre los Fcy y las proteinas asi como de la
transduccion de sefales a través de de la region transmembrana y citoplasmatica del FcR (203,
207). Se ha descrito que la endocitosis de particulas opsonizadas a través del receptor Fcylla
involucra el movimiento lipidico permitiendo el acercamiento de los receptores y con ello la
sefializacion a través de la secuencia ITAM (208).Se especula a partir de evidencias
experimentales que esta maquinaria de internalizacion a través de los receptores FcyRlIla
pudiera mediar junto a la fagocitosis del inmunocomplejo, el fendémeno de ADA en la infeccion

por dengue (16, 209).
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CAPITULO III. MATERIALES Y METODOS

Este estudio formo parte de un proyecto de investigacion aprobado y financiado por el programa
especial de la OMS para las investigaciones en Medicina Tropical (TDR,del inglés Tropical
Disease Research). El mismo contd con la aprobacion de los comités de éticas y cientifico del

IPK, asi como el comité de ética de la OMS (Anexos 1y 2).

Objetivo 1: Demostrar la asociacion entre las variantes polimorficas del gen del receptor Fcylla
v la susceptibilidad a desarrollar enfermedad por dengue.

III-1a Determinacion de las variantes genotipicas del receptor de baja afinidad Fcylla en
una muestra, tomada al azar para caracterizar la poblacion de Ciudad de la Habana.

Para dar cumplimiento al primer objetivo se hizo necesario conocer previamente el fondo
genético que, para la molécula FcyRIla, presenta la poblacion cubana del lugar de estudio.
III-1.1a Criterio de seleccion de los individuos que tomaron parte de este estudio

Se escogieron personas sin enfermedad reconocida en curso, donantes de sangre, en nimero de
100, que es util para estudios de poblaciones segin lo referido en la literatura (10). Los
individuos se seleccionaron tras una entrevista previa en la que se les preguntd su lugar de
nacimiento, asi como el de padres y abuelos. Se escogieron aquellos nacidos en Ciudad de la
Habana, con padres y abuelos nacidos en las provincias de Ciudad de la Habana o en las
provincias aledafias de La Habana o Pinar del Rio, de manera que pudiera ser la muestra
representativa de la regién occidental del pais. De cada participante, después de expuestos los

objetivos del estudio, se obtuvo el consentimiento informado correspondiente (Anexo 3).
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III-1.2a Muestra

De cada individuo seleccionado se tomaron 10 ml de sangre venosa periférica tras completar la

donacion de una bolsa del donante. La misma fue colectada en tubos Corning de 15 ml, que

contenian EDTA como anticoagulante, y fue conservada a -20°C hasta su uso.

I11-1.3a Metodologia

I11-1.3.1a Determinacion del polimorfismo genético del receptor FeyRlIla.

1.

Extraccion de ADN: Brevemente, el ADN gendémico se aislo a partir de la sangre total
colectada con EDTA empleando un estuche comercial de extraccion QIAGEN (QIAamp
DNA Mini Kit and QIAamp DNA Blood Mini Kit.informacion disponible en la pagina
www.qiagen.com). Este sistema se basa en el empleo de centrifugacion al vacio de
columnas, las cuales poseen una membrana a la cual se adsorbe el ADN. Inicialmente, la
sangre total fue mezclada con proteinasa-K para extraer el material genético. Luego se
afiadi a las muestras el tampon lisis incubandose 10 minutos a 56°C para aumentar la
eficiencia del proceso. Tras mezclarlas con etanol absoluto, las muestras fueron aplicadas
a las columnas (QIAamp Spin Column) donde, tras la centrifugacion, se adhiri6 ADN a la
membrana de dicha columna. Se realizaron lavados seriados empleando un sistema de
tampones con concentraciones de sales y pH especificos, que evitan la contaminacion con
proteinas, enzimas y otros, asi como se logra un mayor rendimiento del proceso. Una vez
obtenido el ADN gendmico, el mismo se conservo a —20 ° C hasta su uso.

Determinacion del polimorfismo genético: Para la determinacion del polimorfismo
asociado al R-Fcylla se estandarizo, en nuestras condiciones, el protocolo propuesto por
Basilio y colaboradores en el 2004 (210), empleando la reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR, del inglés polymerase chain reaction) para ampliar la region genética
de interés. La reaccion por PCR amplifico la porcion de 1kb correspondiente al gen
Fcylla, en la cual estan contenidos el exon 4 y parte del exon 5, separados por un intron.
La reaccién utilizé6 como cebador sentido el P63 (5’-CAAGCCTCTGGTCAAGGTC) y
antisentido FcRII-3’ (5’-CAATGACCACAGCCACAA TC). A esta fase se le denomind
PCRI1. El producto obtenido se emple6 en una reaccion de amplificacion anidada

utilizando los cebadores sentido especificos: 494A (5’-ATTCTCCCATTTGGATC) y
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494G (5’-ATTCTCCCGTTTGGATC) y el cebador antisentido P52 (5°-
GAAGAGCTGCCCATGCTG). La reaccion de amplificacion fue denominada como
PCR2 y PCR3, respectivamente. Los productos amplificados fueron analizados por
electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidium. El genotipage fue
validado luego de tres pruebas diferentes para cada muestra estudiada.

3. Analisis estadistico: El estudio estadistico para la poblacién se realizd empleando la
prueba de hipdtesis de diferencia de proporciones mediante el programa estadistico

Microstat.1984, utilizando un nivel de significacion estadistica de p<0.05.

III-1b Demostrar la asociacion entre las variantes polimorficas del gen del receptor Fcylla
y la susceptibilidad a desarrollar enfermedad por dengue

Una vez conocido el fondo genético de la poblacion cubana en esta region del pais procedimos
con el estudio que responde al objetivo 1.

III-1.1b Criterio de seleccion de los individuos que forman parte de este estudio

El estudio, de tipo analitico retrospectivo, se realizd con individuos que fueron infectados por
VD4 en Ciudad de la Habana durante la epidemia del afio 2006. Estos se seleccionaron en dos
momentos:

1-: Grupo de infeccion subclinica o asintomaticos. Durante el mes noviembre del 2006 se llevo a
cabo una encuesta epidemioldgica (Anexo 4) en areas que presentaban alta transmision de la
infeccion, pertenecientes al Municipio 10 de Octubre. En este Municipio fue reportado el primer
caso de dengue el 17 de Junio y reconocida la transmision el 5 de Julio de 2006.

Los individuos que formaron parte del estudio habitaban varias manzanas correspondientes al
Policlinico “Ratl Goémez”. Tras la obtencion del consentimiento informado se concientiz6 a cada
participante con la necesidad de avisar a un miembro del grupo de investigadores en caso de
presentar sintomas como fiebre, malestar general y dolores articulares en los 7 dias posteriores a
la encuesta.

2-: Grupo con antecedentes de infeccion clinica por dengue con cuadros bien caracterizados de
FHD o FD. Los individuos con antecedentes de infeccion por dengue en el afo 2006, se
contactaron a los dos afios de haber padecido la enfermedad por dengue, en el afio 2008. Estos
individuos habian sido ingresos del IPK, siendo confirmados durante la epidemia como infeccion

por dengue acorde a los criterios de la OMS (211), y confirmado el diagndstico seroldgica y
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virologicamente por la deteccion de IgM en suero al 6to dia del inicio de la fiebre (212). Para
analisis posteriores se hizo una base de datos con los sintomas y signos evaluados por el personal
médico del IPK durante la fase aguda de la enfermedad: derrame, sangramiento, signos de
alarma, citolisis, hemoconcentracion y trombocitopenia.

Durante la visita a los lugares de residencia, después de obtener el consentimiento informado
correspondiente, se confecciond una pequefia historia clinica que recogidé datos demograficos
como edad, sexo, color de la piel, enfermedades cronicas y antecedentes de infeccion por dengue
(Anexo3). Para el andlisis genético, en ambos grupos se incluyeron solo aquellos individuos
nacidos en la Ciudad de la Habana.

I11-1.2b Muestra

Seleccion de la muestra del grupo con infeccion asintomdtica: Se colectaron muestras de suero
de 500 individuos sanos, convivientes o vecinos de pacientes confirmados de infeccion por
dengue para determinar si los mismos cursaban por una infeccién asintomatica. Ademas, se
colectd una muestra de sangre venosa en EDTA como anticoagulante para los estudios genéticos.
Se consider6 que estos individuos, a pesar de no manifestar sintomas, estaban infectados por
VD, si en el suero de los mismos se demostrd la presencia de Ac IgM anti-dengue (212). Se
realizd un seguimiento de su evolucion durante el transcurso del evento epidemiologico y no se
incluyeron aquellos que refirieron sintomas clinicos posteriores a la encuesta.

Del total de individuos evaluados serolégicamente, fueron seleccionados para estudios genéticos
aquellos nacidos en Ciudad de La Habana que cursaban con una infeccioén secundaria, tomando
como criterio un titulo de IgG anti dengue >1280 (213). Un total de 42 individuos cumplieron
ambos parametros; es decir, cursaban por una infeccion secundaria a virus dengue y la misma se
manifestaba sin signos ni sintomas (infeccion subclinica).

Seleccion de la muestra del grupo con infeccion clinica: Se reclutaron un total de 97 individuos
nacidos en Ciudad de la Habana de los cuales 68 habian padecido FD y 29 FHD. Se les extrajo
una muestra de 10 ml de sangre total en anticoagulante (EDTA) y 5ml en tubo seco para la
obtencion del suero (aproximadamente 2 ml de suero).

En resumen, el nimero total de individuos participantes en el estudio fue de 139, de los cuales 97
habian desarrollado las formas clinicas de la infeccion por dengue (68 FD y 29FHD) y 42
reclutados en el momento de la epidemia (afio 2006) evidenciaron la ocurrencia de infeccion

secundaria asintomatica.
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En todos los casos, las muestras de sangre total con EDTA y el suero fueron almacenados a -20

°C y -80°C respectivamente hasta su uso.
I11-1.3b Metodologia
I11-1.3.1b Determinacion del polimorfismo genético del receptor FcyRIla

Para determinar el polimorfismo genético se emple6 la metodologia descrita en el acapite III-
1.3a.

Objetivo 2: Determinar si el polimorfismo del gen del receptor FcyRlIla esta asociado con la
presencia de manifestaciones clinicas dos anos después de haber padecido la enfermedad.

III-2 Relacion entre el polimorfismo del gen del receptor FcyRlIla y las manifestaciones
clinicas referidas dos afios después

I11-2.1 Criterio de seleccion de los individuos que conforman el estudio

A los 97 individuos con antecedentes de FHD y FD se les realiz6 una caracterizacion clinica tras
dos anos de haber padecido infeccion por VD. La encuesta recopild informacion sobre los
sintomas clinicos que, segun la bibliografia revisada, con mas frecuencia se presentan seis meses
después de haber padecido la infeccion por dengue (23). Los mismos se agrupan en
osteomioarticulares (artralgias, mialgias, malestar general, astenia, empeoramiento de artropatias
cronicas y debilidad en las manos) y neurologicos (cefalea, dolor retro ocular, irritabilidad,

insomnio y pérdida de memoria) (Anexo 5).

A todos los participantes se les realizo, ademas, un estudio descriptivo y exploratorio con
enfoque cualitativo cuya intencion fue observar, describir y explorar aspectos psicologicos por
personal especializado. En la visita a las areas o terreno, se entrevistaron todos los individuos,
tanto los que padecieron la enfermedad de manera sintomatica como los individuos
asintomaticos. Se aplicd a ambos subgrupos, en paralelo con la entrevista médica, una guia
estructurada de observacion desarrollada por el psicélogo en el terreno, la cual explord los
aspectos esenciales que dieran en general criterio del estado de salud mental in sifu del paciente y
que contempld los siguientes aspectos:

Variables o aspectos evaluados en los entrevistados:

= APP(Antecedentes Patologicos Personales, psicologicos o psiquiatricos)
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= APF (Antecedentes patologicos Familiares, psicologicos o psiquidtricos)

= Actividad motora

= Actividad verbal

= Estado de alerta

= Estado de 4&nimo y afectos

= Procesos cognoscitivos

Los criterios seguidos para evaluar el estado de salud mental incluyeron 4 6 mas indicadores no
alterados como estado de salud mental favorable y 4 o mas indicadores alterados como estado de
salud mental desfavorable. (Anexo 6).

Nuestra muestra clinica de estudio quedé entonces dividida en Individuos con manifestaciones
clinicas mantenidas e Individuos recuperados o sin manifestaciones clinicas.

Teniendo en cuenta que el grupo de individuos con infeccion asintomatica habia sido
determinado en el momento de la epidemia, sus integrantes también fueron visitados dos afios

después (2008) y evaluados con las entrevistas recogidas en los Anexos 5y 6.

II1-2.2 Muestra

La muestra utilizada en este caso es la descrita para el objetivo 1, suero y sangre total en EDTA
con anticoagulante de los 97 individuos con antecedentes de infeccion clinica por VD. Como se
vera mas adelante, los individuos asintomaticos no manifestaron sintomas dos afios después de
haber sido infectados con el VD por lo que solo se analizaron en ellos los datos recopilados

durante la entrevista.

I11-2.3 Metodologia

I11-2.3.1 Determinacion del polimorfismo genético del receptor FcyRIla

Para determinar el polimorfismo genético se empled la metodologia descrita en el acapite III-

1.3a.
I11-2.3.2 Determinacion del titulo de anticuerpos totales IgG anti-dengue

Los titulos de anticuerpos IgG anti-dengue presentes en los individuos dos afios después de
haber padecido la enfermedad, se determinaron mediante un ELISA de inhibicion, segun el

protocolo descrito por Vazquez y cols (213).
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Se adsorbieron en placa de poliestireno inmunoglobulinas humanas anti-dengue en tampon
carbonato / bicarbonato pH 9,5 a una concentracion de 10 ug/ml y se dejaron incubar toda la
noche (18 horas aproximadamente) a 4°C. Posteriormente, la superficie no cubierta por
anticuerpos fue bloqueada con 150 ul de albumina de suero (ABS) al 1% en PBS. Se incubo a
37°C por 1 hora. Las placas se lavaron 3 veces con PBS-T, pH 7.4, afadiendo posteriormente
100 ul de la dilucién de trabajo de la suspension del antigeno en cada pozo (diluido 1:40 en PBS-
T). Se incub¢ la placa 1 hora a 37°C y se lavo en iguales condiciones. Las muestras de suero y
los controles (positivo y negativo) fueron afiadidas a razén de 100uL por pozo a la dilucion 1/20
en PBS-T. Tras similares condiciones de lavado e incubacion, se afiadieron 100 pL del
conjugado anti-dengue-peroxidasa diluido 1/8000 en PBS-T con 2% de suero de ternera,
dejandolo incubar nuevamente 1 hora a 370C. Seguido de tres lavados, 100ulL por pozo de
sustrato fueron adicionados y al cabo de 30 minutos la reaccion se detuvo con 100 pL de acido
sulfurico al 12,5% en cada pozo. Los valores de densidad Optica se determinaron a 492 nm en un
lector Micro-ELISA (Dynex Technologies Denkendorf Germany). Se consideraron positivos
aquellos sueros que presentaron un % de inhibicion mayor o igual al 50% con relacion al control

negativo.

I11-2.3.3 Determinacion del antecedente de infeccion por dengue

Para saber la historia de infeccion por dengue se empled el ensayo de Neutralizacion por
Reduccion del Numero de Placas (NRNP), siguiendo lo descrito por Morens y colaboradores en

1985 (214) con las modificaciones realizadas por Alvarez y colaboradores en el afio 2005 (215).

Células empleadas: Para el desarrollo de este objetivo, se emplearon las células BHK21. La linea
celular BHK-21 clono 15 (de rifion de Héamster), obtenida a partir de la BHK-21 clono 13
(ATCC 1992) y donada al laboratorio de Arbovirus por el Prof. S.B. Halstead (Director
Cientifico de la Iniciativa para la Vacuna Pediatrica de Dengue), se empled en la NRNP y en la
titulacion de los lotes virales. Las células se cultivaron a 37°C en frascos plasticos estériles de 75
cm?, utilizando medio MEM suplementado con 1% de aminoacidos no esenciales (100X) y 10%
de Suero Fetal Bovino (SFB), y pasadas semanalmente a una razon de pase de 1:8. Para la
realizacion de ambas técnicas se prepararon suspensiones celulares a una concentracion de 2 x

10° células/mL.

47



Polimorfismo del Receptor FcyRIIa . Influencias en la patogénesis y en la evolucion de la infeccion por dengue.

Cepas empleadas: La tabla 1 muestra las cepas virales de los 4 serotipos empleadas en los
diferentes estudios.

Tabla 1. Historial de pases, lugar y afo de aislamiento de las cepas utilizadas en la NRNP

Lugar de Aiio de

Cepas virales Historial de pases aislamient  aislamien
DEN-1 Angola * 7P C6/36 Angola 1988
DEN-2 A15/1981 2PR 2P C6/36 HT Cuba 1981
DEN-3 116/00 3P C6/36 HT Cuba 2000
DEN-4 187/06 5P C6/36 HT Cuba 2006
DEN-4 TVP 360 1P Vero 3P C6/36 H Colombia 1982

P: Pase, R: Raton

* Cepa gentilmente donada por el Dr. Robert Shope (ya fallecido) de la Universidad de Texas, EUA.
**Donada gentilmente por el Comité de Expertos de Estandarizacion Biologica de la Organizacion
Mundial de la Salud.

Preparacion de los lotes virales para la NRNP

1. Frascos de poliestireno estériles de 25 cm® con monocapa confluente de células C6/36 HT
(C6/36 HT (Aedes albopictus), obtenida por Kuno y Oliver en 1989 a partir de la linea celular
C6/36 de Igarashi y donada a nuestro laboratorio por el Dr J. Diaz del Laboratorio
Departamental de Medellin, Colombia) se inocularon con 500 pl de la dilucion de las cepas
virales utilizadas en el estudio (ver cepas virales empleadas). Todas las cepas fueron inoculadas a
una multiplicidad de infeccion de 0.001, empleando como medio de mantenimiento medio
minimo esencial (MEM), suplementado con 1% de aminoacidos no esenciales (100X), 2mM de
glutamina, antibioticos (penicilina 100 UI/mL y estreptomicina 100 mg/mL) y 10% SFB
inactivado para la dilucion viral.

2. Las células inoculadas se incubaron durante una hora a 33°C para facilitar la entrada del virus.
3. Posteriormente, se afiadieron 5 ml de medio de mantenimiento (MEM) a cada uno de los
frascos.

4. Los cultivos infectados con las diferentes cepas fueron incubados a 33°C y observados

diariamente hasta que el efecto citopatico (ECP) se extendioé por toda la monocapa celular.

48



Polimorfismo del Receptor FcyRIIa . Influencias en la patogénesis y en la evolucion de la infeccion por dengue.

5. Cuando la multiplicacion viral fue confirmada, los frascos fueron congelados a —86°C, previa
adicion de SFB al 2%. Finalmente, los cultivos fueron descongelados de forma rapida a 37°C y
distribuidos en alicuotas de 200 ul. El titulo viral se determin6é mediante la técnica de titulacion
viral por placas empleando células BHK-21 clono 15, escrita a continuacion:

Titulacion por Placas

1. Se prepararon diluciones seriadas en base 10 de los virus desde 10™" hasta 107

2. Se afiadieron 0.5 ml de la suspension de células BHK21 a cada pozo de la placa de 24 pocillos
y se dejaron en reposo por 1 hora a temperatura ambiente.

3. Se inocularon 50 ul de cada dilucion viral a las células incubandose por 4 horas a 37°C en
incubadora de CO2, al 5%.

4. Se anadieron 0.5 ml de medio de recubrimiento “overlay”, incubandose a 37°C por 5 dias para
el virus DEN-2, 6 dias para el virus DEN-4 y 7 dias para los virus DEN-1 y DEN-3, en
incubadora de CO2 al 5%.

5. Luego de la incubacion se descartd el medio y se lavaron las monocapas celulares con agua de
la pila. A cada pozo de la placa le fue afiadido 0,5 ml de una solucién del colorante Napthol Blue
Black (Acido Acético 60 ml, Napthol Blue Black 1gy 13,6 g Acetato de Sodio).

6. Para conocer el titulo infectivo de los virus titulados se aplicé la siguiente formula:

P x 20 x 10X = ufp/mL

Donde:

P: Promedio del nimero de placas obtenido en la dilucidon en que se contaron las placas.

20: Factor de correccion para expresar el titulo en ufp/ml (1000ul/Volumen In6culo).

10X: Representa la dilucion en que se contaron las placas (Factor de Dilucion).

Neutralizacion por Reduccion del Numero de Placas (NRNP)

1. Los sueros a estudiar fueron inicialmente tratados con 100 ul de cloroformo y posteriormente
se realizaron diluciones en base 10 (1/10-1/1000) utilizando medio de mantenimiento (MEM).
Los sueros controles negativos y positivos se emplearon a la dilucion 1/10.

2. De acuerdo al titulo viral previamente calculado, se prepard la dilucion de trabajo para cada
una de las cepas virales empleadas, la que consistio en 80 (ufp) por cada 0,1 mL de dilucion.

3. Las diluciones de los sueros se mezclaron con igual volumen de la dilucién viral de trabajo
(0,ImL de cada una). Para cada virus se prepard un control viral que consistio en mezclas de
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0,1mL de medio de mantenimiento (MEM)con 0,ImL de la dilucion de trabajo de la cepa viral
correspondiente.

4. Las mezclas de virus mas suero, o virus mas medio, se incubaron durante una hora a 37°C en
atmosfera de CO; al 5%.

5. Posteriormente, 0,05 mL de cada una de las mezclas virus-suero y de los controles virales
(virus-medio) fueron inoculados en 0,5mL de la suspension de células BHK-21 clono 15
previamente sembradas en las placas plasticas de 24 pozos a la concentracion previamente
mencionada en este acapite.

6. Las células inoculadas se incubaron durante 4 horas a 37°C en atmésfera de CO; al 5%.

7. El medio de recubrimiento (MEM 2X (100 ml), Glutamina (1 ml), SFB (10 ml),
Carboximetilcelulosa viscosidad media (50 ml), y antibidticos (0.2 ml)) se afiadi6é a razén de
0,5mL por pozo. Las células se incubaron durante cinco dias para el virus DEN-2, seis dias para
el DEN-4, y 7 dias para los virus DEN-1 y DEN-3.

8. Luego de la incubacion se descartd el medio y se lavaron las monocapas celulares con agua
corriente. A cada pozo le fue afiadido 0,5 mL de una solucion del colorante (Acido Acético 60
mL, Napthol Blue Black 1g y de Acetato de Sodio 13,6 g).

9. El valor porcentual de reduccién del nimero de placas con respecto al control viral se calculd
segun la relacion:

% de reduccion = [1- (Xs/Xm)] x 100%

En la cual:

Xs -- promedio del numero de placas obtenido para cada dilucion de suero.

Xm -- promedio del nimero de placas obtenido para el control viral.

El suero se evalud en las diluciones previamente citadas, frente a una dilucion constante de virus.
A cada dilucion de suero se le determin6 el valor porcentual de reduccion del nimero de placas
virales por la formula anterior. El titulo de anticuerpos neutralizantes de cada suero se calculd
utilizando un papel semilogaritmico (probit) donde el titulo se correspondié con la dilucion de
suero que redujo en un 50 % el nimero de placas virales en relacion al nimero de placas del
virus control (214).

A los titulos de anticuerpos neutralizantes inferiores al inverso de 10 y superiores al inverso de

1000 se les asignaron los valores de 5 y 2000, respectivamente.
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111-2.3.4 Determinacion de marcadores de autoinmunidad.

Muestras: Debido a limitaciones en la disponibilidad de recursos, se seleccionaron al azar 26
muestras de sueros del grupo de individuos que refirieron la presencia de manifestaciones
clinicas dos afios después de haber padecido la enfermedad.

Metodologia:

Deteccion de anticuerpos anti-nucleares (ANA):

Se parti6é de una ldmina sobre la que se coloco un corte de tejido de higado de rata, incubandola
durante 10 minutos en un vaso Koplin con acetona, para fijar la muestra de tejido. Transcurrido
este tiempo, la lamina se dejo secar a temperatura ambiente (TA). Seguidamente se prepard una
dilucion 1:10 de los sueros a testar en PBS 1X.

Como control positivo se utilizd un suero de paciente con enfermedad autoinmune y como
control negativo PBS 1X.

Se aplicaron 50 pL de la dilucion de los sueros sobre el corte histologico fijado en la ldmina, y se
incubaron 30 minutos a temperatura ambiente (25°C) en camara humeda. Posteriormente se
retir6 el suero lavando la ldmina con PBS 1X gentilmente. Luego se le adicionod, 50 pL del
conjugado (inmunoglobulina anti-IgG humana producida en oveja marcado con fluoresceina)
protegido de la luz (Wellcome, # lote: k648120) diluido 1:20 en Azul de Evans preparado a la
dilucion 1:1000 en PBS 1X. Se incubaron las ldminas 30 minutos bajo las mismas condiciones
previamente descritas. Posteriormente, se realizaron tres lavados de 10 min con PBS 1X en vaso
Koplin. Una vez concluido los lavados, la lamina fue escurrida, se le adicion6 una gota de
glicerol justo donde se encuentra la preparacion y se le colocd un cubre objeto para observar en
microscopio fluorescente (Leite Diaplan). Se consideraron como negativas las muestras donde el
tejido se observé tefiido de rojo; y como positivas, aquellas en las que el tejido presentd una

fluorescencia de color verde (216).

Determinacion del Factor Reumatoideo:
La determinacion del FR se realizé mediante una prueba inmuno-turbidimétrica automatica cuyo
principio consiste en la aglutinacion con intensificacion de la reaccion por latex, empleando un

estuche comercial (217) (-Tina-quant de FR II, cobas®- Roche Hitachi, EUA) para el analizador
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Roche Hitachi (Hitachi 912 automatic analyzer). Se definio el criterio de positividad teniendo en

cuenta el rango de valores normales definido en el estuche comercial (0-14 Ul/ml).

Determinacion de los niveles de C3 y C4:

La concentracion sérica de los marcadores C3 y C4 del complemento se determind mediante una
prueba inmuno-turbidimétrica automatica mediante un estuche comercial (Tina-quant C4 y Tina-
quant C3c, cobas® Roche Hitachi, EUA) para el analizador Roche Hitachi (Hitachi 912
automatic analyzer) (217). Se defini6 el criterio de positividad teniendo en cuenta el rango de

valores normales definido en el estuche comercial (C3: 90-180 mg/dl, C4: 10-40 mg/dl)

Determinacion de la Proteina C reactiva:

La prueba de PCr de ROCHE se basa en el principio de la prueba inmunoldgica de aglutinacion
intensificada por particulas, utilizando un procedimiento inmuno-turbidimétrico automatico cuyo
principio consiste en la aglutinacién con intensificacion de la reaccion por latex, empleando un
estuche comercial (Tina-quant de proteina C reactiva (intensificada con latex), cobas® Roche
Hitachi, EUA) para el analizador Roche Hitachi (Hitachi 912 automatic analyzer) (217) . Se
definio el criterio de positividad teniendo en cuenta el rango de valores normales definido en el

estuche comercial (< 0,50 mg/dl)

Deteccion de inmunocomplejos circulantes por polietilénglicol:

LA deteccion de inmunocomplejos circulantes (ICC) se realizé segin la metodologia descrita por
Haskova y col., 1978 (218). Los sueros fueron diluidos 2 en solucién de tampon borato 0,1M,
pH 4 (550mL de una solucion A: 12,4 g de éacido boérico 0,2M (Riedel-Haen, # lote. 52340)
disuelto en 1L de agua destilada; con 450mL de la solucion B: 19,05g de tetraborato de Na
10H20 (MERCK, # lote. 6315) disuelto en 1L de agua destilada para un volumen final de 600
ul.

Cada muestra fue tratada como sigue:

Tubo 1: 220 pL suero diluido + 2 mL del tampén borato

Tubo 2: 220 pL suero diluido + a 2 mL de polietilenglicol (PEG: disolver 4,16g de PEG 6000
(MERCK- Schuchardt, # lote. 807491 en 100 ml de tampon borato).

Tubo 3: blanco: 2 mL del tampdn borato.
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Los tubos de las muestras y el blanco se incubaron 1 hora a temperatura ambiente leyéndose
posteriormente la densidad optica (DO) en un espectrofotdometro (Pharmacia Biotech, Ultraspec
2000) a la longitud de onda de 450 nm, primeramente los tubos 1 y, posteriormente, los tubos 2.

El valor de DO se calcul6: DO muestra = DO tubo2 — DO Tubol considerando valores normales

de IC aquellas muestras cuya DO <0.050.

II1-2.4 Analisis estadisticos

Para el analisis de los resultados de los puntos III-1 y I1I-2 se emplearon los métodos estadisticos
descritos a continuacion:

En los andlisis de asociacion entre variables cualitativas para las 139 muestras, se emplearon las
tablas de contingencia, utilizando el estadigrafo ¥, tomandose como valor significativo una
p<0,05.

En las asociaciones establecidas con el titulo de IgG anti-dengue y, teniendo en cuanta que esta
variable no sigue una distribucion normal, se aplico la prueba no paramétrica de Mann-Whitney.
Para determinar si existian diferencias estadisticamente significativas entre las frecuencias
genotipicas observadas en el estudio molecular, se aplico la Prueba de Hipotesis de diferencia de
proporciones.

En todos estos analisis se utilizo el paquete estadistico SPSS para Windows version 11.5.1. Las
frecuencias génicas de los alelos H y R relacionados con el receptor FcyRIla de la poblacion de
Ciudad de La Habana se estimaron a partir de las frecuencias genotipicas observadas utilizando
el programa estadistico Epinfo 2002 que permitié calcular los intervalos de confianza con un

95% de confiabilidad.

Objetivo 3: Evaluar si las variantes polimorficas del FcyRIla al determinar las subclases de IgG
con que interactuan, influyen sobre la evolucion clinica de la infeccion por dengue.

I11-3 Determinacion cualitativa de las subclases de IgG

Para la determinacion de las subclases de IgG se disefid un estudio analitico descriptivo, en el

cual se evaluaron las subclases de manera cualitativa.
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I11-3.1 Muestras

Sueros: La determinacion de las subclases de IgG se realizé en 34 sueros colectados en la etapa
aguda, durante la epidemia que tuvo lugar en Santiago de Cuba en 1997. De ellos, 20
desarrollaron la forma grave de la enfermedad (FHD) y 14 debutaron con FD. Previo a la
determinacion de las subclases, los sueros se caracterizaron como secundarios a infeccion por
VD2 mediante la prueba de Neutralizacion por Reduccion del Numero de placas, con
modificaciones (215), que fue previamente descrita en el objetivo 2.

Plasmas: Se analizaron muestras de plasma correspondientes a 10 de los 34 individuos
estudiados en la etapa aguda. Las mismas se colectaron 5 afos después de haber padecido la
infeccion por dengue 2. Teniendo en cuenta la historia anterior durante la infeccion por dengue
2, 6 habian sido caracterizados como FD, y 4 con el cuadro de FHD.

Antigenos virales: Se emplearon cepas estandar como antigenos virales (tabla 2)

Tabla 2. Historial de pases y titulo viral de las cepas utilizadas en la determinacion de las

subclases
Cepas virales Historial de pases Titulo viral
DEN-1 Hawaii 18P.R C6/36 2.6 x 10 *UFI
DEN-2 Nueva Guinea C 2PR 3P C6/36 HT 1,52 x10* UFI
DEN-3 H87 18PR 2P Co36 HT | X 107UFP
DEN-4 H241 19PR3PCoB6HT O X 107UFP

P: Pase, R: Raton

I11-3.2 Metodologia
I11-3.2.1 Dot-Blot
Las 34 muestras se suero referidas anteriormente se diluyeron con solucion tampdn de borato

0.1M, pH 8.4. Luego se mezclaron 220uL de la dilucién con 2mL de PEG 6000 al 4.166%

(preparado con la solucion amortiguadora de borato), se incubaron 1h a 25°C y se centrifugaron

a 1000 rpm (ALC PM 140R), 1h a 4°C. Finalmente, se obtuvo un precipitado correspondiente a

la fase de inmunocomplejos (IC) y en el sobrenadante la fraccion soluble (FS)
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(Inmunoglobulinas libres), ambas fueron sometidas a un ensayo de dot-blot para determinar la
composicion de subclases de IgG.

El ensayo se realizd en una camara del tipo Miniblotter 25 (Cambridge, USA). En el caso de la
FS, 400 pL de los antigenos (VD1, VD2, VD3 y VD4) diluidos 1:4 en PBS, se aplicaron sobre
una membrana de nitrocelulosa de 0.2 pm (Schleicher&Schuell, USA) y se incubaron 1h a TA
en agitacion. Como tampon se utilizé6 PBS 100 mM de fosfato (NaCl 0.8%, KCl1 0.02%, KH,PO4
0.14%, Na,HPO4 0.09%, pH 7.4). La membrana se bloque6 durante toda la noche a 4°C en PBS
con Tween-20 al 0.05% (PBS-T), conteniendo leche descremada al 5%. Luego de los lavados
con PBS-T la membrana sensibilizada con los diferentes antigenos se enfrentdé a 100uL de las
diferentes preparaciones de Acs (FS), para lo cual se emple6 nuevamente la cdmara referida.
Posteriormente, se repitieron los lavados de la misma forma, la membrana sensibilizada con los
antigenos y las muestras, fue cortada en tiras que se incubaron con 100 uL del anticuerpo anti-
IgGl, -2, -3 y -4 humano (SIGMA) correspondiente, durante 1h a T.A. Estos fueron diluidos
previamente 1/1000 para IgG1 y 1/100 para el resto, en PBS-T, leche descremada al 5% y suero
humano normal (SHN), durante 1h a temperatura ambiente con agitacion. Luego se afiadio la
enzima streptavidina-fosfatasa alcalina (SIGMA, USA) 1/1000 en dietanolamina y se incub6 por
30 min a temperatura ambiente con agitacion (Balancin, USA). Después de los tltimos lavados
con PBS-T, la deteccion se realizdé con 5 bromo, 4 cloro 3 indolil fosfato/ nitro azul tetrazolium
(SIGMA, USA) hasta la aparicion de la reactividad. La reaccion se detuvo mediante suave
agitacidncon agua corriente.

Para la determinacion de la subclase en el IC se aplicaron las muestras directamente, eliminando
el paso previo de sensibilizacion de la membrana con los antigenos y se procedié segun lo
explicado anteriormente (219).

En las muestras de plasma se determinaron las subclases de Igs libres teniendo en cuenta el

tiempo en que se colectaron dichas muestras.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Objetivo 1: Demostrar si existe asociacion entre las variantes polimorficas del gen del receptor
Feylla y la susceptibilidad a desarrollar enfermedad por dengue

IV-1.1 Determinacion de las variantes genotipicas del receptor de baja afinidad Fcylla en
una muestra representativa de la poblacion cubana

El PCR para determinar el polimorfismo asociado al gen del receptor FcyRIla se estandarizo

segun lo descrito previamente por Basilio y colaboradores (210). Como se observa en la Figura

4, tanto el PCR1 como los productos resultantes del PCR de amplificacion (NESTED-PCR) y los

controles amplificaron en su talla, al comparar con el ADN control.

12 34 5 6 7 MPM

Pozos:

1- Caso A PCR1 (sense P63 y antisense FcRII-30)

2- Caso B PCRI1 (sense P63 y antisense FcRII-30)

3- Control Negativo

4y 5 - Caso A R/H (NESTED PCR 494A/494G y antisense P52)
6y 7 — Caso B R/H (NESTED PCR 494A/494G y antisense P52)

8- Marcador de peso molecular (Promega cat # G 69441 1kb DNA
step leader 10000b-1kb )

Fig. 4: Estandarizacion del PCR-NESTED PCR para la
determinacion del polimorfismo asociado al receptor de
baja afinidad FcyRIla.
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La tabla 3 muestra la distribucion de las variantes genotipicas del receptor de baja afinidad
FcyRIla determinadas en la poblacion de Ciudad de La Habana. Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las frecuencias relativas de los tres genotipos observados,

con un predominio del genotipo RR (55%).

Tabla 3: Distribucion de las frecuencias genotipicas del receptor FcyRlIla en la poblacion de
Ciudad de la Habana, 2007.

Genotipo Numero de Frecuencia genotipica Frecuencia genotipica
FeyRIT individuos observada esperada
(n=100)
Frecuencia IC (95%) Frecuencia IC (95%)
RR 55 0,55* 0,45-0,6 0,50 0,40-0,6!
RH 32 0,32%* 0,23-0,4 0,41 0,31-0,5
HH 13 0,13* 0,74-0,2 0,08 0,03-0,1.

“Diferencias estadisticamente significativas entre las frecuencias relativas observadas p<0.05(RR vs RH,

p=0,003; RR vs HH, p=1,625E-09, RH vs HH, p=0,001)

(Frecuencias observadas vs Frecuencias esperadas, X*=5,60, p<0,05)
Estudios que analizan poblaciones de diversos paises, muestran el predominio del genotipo RH
en poblaciones caucdsicas de Reino Unido, Francia, Alemania, Estados Unidos, Suiza, Canada,
Finlandia, Irlanda, Rusia, Grecia y Australia (10). Las poblaciones de Japon, China y Viet Nam
mostraron mayores frecuencias para el genotipo HH (10, 13). Corea y la India, en cambio,
coincidieron con lo encontrado en los grupos caucasicos. En el Caribe, Brasil (210) y el Este de
Africa (220), se reporta un predominio del genotipo RH (Tabla 4). Nuestra poblacion, sin
embargo, coincide con lo reportado para la poblacion noruega, que muestra un predominio del

genotipo homocigotico, de baja afinidad, RR.

La distribucion de las frecuencias genotipicas observadas del receptor FcyRIla, no se

corresponden con las esperadas segun la Ley de Hardy Weinberg (H-W) (X*=5,60; p<0,05).
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Tabla 4 (10). Frecuencias de los genotipos del receptor de baja afinidad FcyRIla en diferentes
paises.

Paises No. casos Genotipo FeyRIla Referencias
HH RH RR
Reino Unido 259 57 (22%) 120 (46%) 82 (32%)
Alemania 256 71 (28%) 134 (52%) 51 (20%)
Francia 218 75 (34%) 99(45%) 44(21%)
Estados Unidos 149 38(26%) 79(53%) 32(21%)
Suiza 123 36(29%) 59(48%) 28(23%) 10)
Rusia 107 30(28%) 58(54%) 19(18%)
Canada 100 26(26%) 52(52%) 22(22%)
Finlandia 93 25(27%) 55(59%) 13(14%)
Irlanda 61 15(25%) 35(57%) 11(18%)
Grecia 52 20(39%) 24(46%) 8(15%)
Australia 22 2(9%) 13(60%) 7(31%)
Noruega 49 9(18%) 18(37%) 22(45%)
Caribe 77 17(22%) 35(45%) 25(33%)
Japén 105 63(60%) 38(36%) 4(4%)
China 49 24(49%) 20(41%) 5(10%)
Corea 64 22(34%) 37(58%) 5(8%)
India 16 2(13%) 9(56%) 5(31%)
Viet Nam 238 119(50%) 94(39.5%) 25(10.5%) (13)
Brasil 48 13(27%) 25(52%) 10(21%) (210)
Este de Africa 100 23(16%) 47(33%) 30(21%) (220)

Distribucion de las frecuencias genotipicas en diferentes paises donde se muestra un predominio de la variante

heterocigotica en la mayoria de las regiones estudiadas.
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Para calcular las frecuencias genotipicas esperadas, se calcularon las frecuencias alélicas H 131 y
R131, las que aparecen reflejadas en la tabla 5. Como se puede apreciar la frecuencia del alelo

R131 es mayor que la del alelo HI31.

Tabla 5. Distribucion de la frecuencia alélica del receptor FcyRIla en la muestra estudiada de
Ciudad de La Habana.

Alelo Frecuencia IC (95%)
alélica

R131 0,71 0,63-0,80

H131 0,29 0,21-0,37

Calculo de la frecuencia alélica del receptor FcyRIla. La frecuencia del alelo R es mayor que el alelo H en la

poblacion de Ciudad de la Habana.

Nuestros resultados sugieren que en la poblacion cubana hay un predominio de las variantes
genotipicas donde los individuos presentan copias del alelo de baja afinidad R (RR y RH). Al
comparar las frecuencias de las variantes genotipicas obtenidas en este estudio con las referidas
en otros paises, puede apreciarse que en su mayoria predominan las frecuencias asociadas al
genotipo heterocigético con excepcion de la poblacion asidtica, donde se hace notar el
predominio de la variante homocigética de alta afinidad. La variante homocigética de baja

afinidad esta presente en un menor numero de las poblaciones que han sido sujeto de estudio.

A pesar de ser nuestra poblacion el resultado de la mezcla mayoritaria de caucésicos y africanos,
la distribucion genotipica del receptor de baja afinidad FcyRIIa en los individuos cubanos
estudiados (55%RR, 32% RH y 13% HH) difiere de la reportada para la mayoria de estos grupos
poblacionales, donde se observa un predominio de la forma RH en europeos, africanos y
brasilefios. Un hecho no debemos perder de vista: las peculiaridades de la poblacion espafiola
que, diferente al resto del mundo caucésico, tuvo una fuerte influencia arabe. Ese componente
pudo haber introducido caracteristicas genéticas particulares en sus descendientes en las
Américas. Lamentablemente, no disponemos de datos en relacion al polimorfismo del receptor

FcyRlIla en Espana y paises de la América Hispano parlante (221, 222).
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Nuestros resultados difieren de lo esperado segin la Ley de Hardy Weinberg (H-W) (X°=5,60;
p<0,05). Ello, posiblemente sea consecuencia de la heterogeneidad de la poblacion estudiada,
que es consecuencia de la intensa migracion de personas que se observa en la Cuba de hoy (221,
222). El polimorfismo asociado al receptor FcyRIIa en la poblacion cubana, confiere datos de
interés en el campo de la genética poblacional, que podrian ser tenidos en cuenta al estudiar otras

enfermedades; por ejemplo, aquellas asociadas a inmunocomplejos.

IV-1.2 Caracteristicas demograficas de los casos que desarrollaron infeccion clinica por

dengue

Con el objetivo de conocer como evolucionaron los individuos que padecieron la infeccion por
VD 4 durante la epidemia del 2006 en Ciudad de la Habana, se realiz6 una encuesta de
seguimiento clinico (Anexo 2) donde se recogieron, datos demograficos como edad, sexo, color
de la piel y los sintomas que presentaban durante su evolucion clinica, desde el alta hospitalaria
hasta dos afios después.

En las tablas 6a y 6b se muestran algunas de las caracteristicas demograficas correspondientes a
los 97 individuos incluidos en este estudio que desarrollaron la enfermedad por dengue (FD o

FHD) y los que desarrollaron infeccién asintomatica respectivamente durante la epidemia de VD

4 del 2006.
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Tabla 6a: Caracteristicas demograficas de los individuos con antecedentes de infeccion clinica
por dengue

Caracteristicas Demograficas Total
*Edad (media + DS) 46,44 £ 13,906
Sexo (%)
Femenino 67 (69,1%)
Masculino 30 (30,97%)
Color de la piel (%)
Negro 10 (10,3%)
Blanco 69 (71,3%)
Mestizo 18 (18,6%)

*Valores minimo de 21 y maximo de 81 afios para la edad.
Célculo de frecuencias absolutas para el sexo y la raza

Tabla 6b: Caracteristicas demograficas de los individuos que desarrollaron infeccion subclinica.

Caracteristicas Demograficas Total
*Edad (media + DS) 49,67 + 20,119
Sexo (%)
Femenino 26 (55,3%)
Masculino 16 (34,0%)
Color de la piel (%)
Negro 13 (31%)
Blanco 22 (52,4%)
Mestizo 7 (16,7%)

*Valores minimo de 17 y maximo de 83 afios para la edad.
Calculo de frecuencias absolutas para el sexo y la raza

Como se observa, hay un predominio del sexo femenino asi como de individuos de color de la

piel blanco en ambos grupos estudiados.

IV-1.3 Asociacion a nivel genotipico entre el polimorfismo del FcyRIla y el cuadro clinico
sufrido en la etapa aguda de la infeccion (Epidemia de Ciudad de la Habana de VD 4 aiio
20006)

Siguiendo los propositos del estudio procedimos a analizar la distribucion de las frecuencias
genotipicas en los individuos seleccionados con antecedentes de infeccion clinica por dengue

(FD y FHD) e infeccion subclinica (infeccion asintomatica). Como muestra la tabla 7, el fenotipo

HH 131 se encontro6 con frecuencia significativamente elevada (p= 0.008) en aquellos individuos
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que habian padecido la infeccion clinica FHD (44.8%), FD (25.0%) con respecto al grupo con
antecedentes de infeccion subclinica (7.1%).

Para determinar el riesgo asociado a cada variante genética, individuos homocigéticos para un
alelo se compararon con el resto de los individuos (heterocogdticos + homocigoticos del otro
alelo). El andlisis demostrd que con respecto al grupo de infeccion asintomatica, el genotipo HH
131 fue asociada al desarrollo de la FHD (OR= 10.56, 95% Intervalo de Confianza —IC- 2.33-
54.64; p=0.00018) con tendencia similar observada para la FD (OR= 4.33, 95% CI 1.08-20.10;
p=0.018, Tabla 7). Por el contrario, la variante RR fue asociada a proteccion contra el desarrollo

de la forma grave (OR=0.09, p=0.01).

Tabla 7: Frecuencias genotipicas asociadas la polimorfismo de FcyRlIla casos de FHD, FD y

asintomaticos
CUADRO CLINICO
Inf.

GENOTIPO FD FHD asintomatica
R/R (%) 18 (26.4%) 6 (20.7%) 16 (38.1%)
H/H(%) 17 (25.0%) 13 (44.8%) 3 (7.1%)
H/R(%) 33 (48.5%) 10 (34.5%) 23 (54.8%)
Total 68 (100%) 29 (100%) 42 (100%)

Analisis total genotivo vs cuadro clinico. Tabla de contingéncia de 3x3 x*= 13.91, p= 0.008
Comparacién de H/H vs. R/R + H/R entre FHD y casos de infeccion asintomatica: y°=13.96, p=0.00018
[OR=10.56 (2.33-54.64)]

Comparaciéon de H/H vs. R/R + H/R entre FD y casos de infeccion asintomatica: y°=5.56, p=0.018
[OR=4.33 (1.08-20.10)]

IV-1.4 Analisis de las variantes genotipicas homocigoéticas del FeyRlIlIa y el cuadro clinico
sufrido en la etapa aguda de la infeccion (Epidemia en Ciudad de la Habana de VD 4 aiio

2006)

Teniendo en cuenta que no existen reportes con respecto a la variante heterocigotica, donde los
individuos que la presentan expresan moléculas de ambos tipos, quisimos comprobar si la misma
pudiera expresarse de manera codominante, analizando para ello solo las variantes

homocigoéticas. El andlisis no mostro alteracion con respecto al andlisis de las tres variantes
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genotipicas, evidenciando una vez mas que el genotipo HH esta asociado al riesgo de padecer la
enfermedad (FHD (p=0.001, OR=11.56) y FD (p=0.017 OR=5.04)) y el genotipo RR con la
proteccion (FHD (p=0.01, OR=0.09) y FD (p=0.017 OR= 0.2)). Esto indica que las variantes
homocigdticas son las determinantes y la heterocigosis pudiera expresarse de manera
codominante. La cuantificacion de las homocigocis en los individuos heterocigéticos permitiria
caracterizar ain mas este patron genético y saber exactamente la mayor tendencia homocigoética

de estos individuos en los que, al parecer, parece predominar la variante RR (tabla 8).

Tabla 8: Frecuencias genotipicas homocigoticas del FcyRIla en individuos con antecedentes de
FD, FHD e infeccion subclinica o asintomatica.

CUADRO CLINICO
Genotipo
FD FHD Inf.
asintomatica
18 6
R/R (%) o 0 16
(26.4%) (20.7%) (38.1%)
H/H(%) 17 0 3
(25.0%) 13 (44.8%) (7.1%)
35 19 19
Total (100%) (100%) (100%)

HH: Genotipo homocigotico asociado a riesgo de padecer FHD (p=0.001, OR=11.56) y FD (p=0.017
OR=5.04) RR: Genotipo homocigético asociado a proteccion a FHD (p=0.01, OR=0.09) y FD
(p=0.017 OR=0.2)

IV-1.5 Asociacion a nivel alélico entre el polimorfismo del Fcy Rlla y el cuadro clinico
sufrido en la etapa aguda de la infeccion (Epidemia de Ciudad de la Habana de VD 4 aiio

2006)

El analisis de la frecuencia alélica no mostré diferencias significativas entre los individuos con
antecedentes de manifestaciones clinicas (5° = 0.59 p=0.44). Sin embargo, al incluir al grupo con
antecedentes de infeccion asintomatica encontramos diferencias estadisticamente significativas
con respecto a aquellos que desarrollaron clinica (y° = 10.92 p=0.004, Tabla 9). Como muestra la

tabla 9 la presencia del alelo H fue predominante en los individuos con antecedentes de FHD y

65



Polimorfismo del Receptor FcyRIIa . Influencias en la patogénesis y en la evolucion de la infeccion por dengue.

FD con respecto al grupo asintomatico (FHD: OR = 3.10 95% IC 1.46-6.62; p=0.001; FD: OR=
1.9 95% IC 1.04-3.47; p=0.025).

Tabla 9: Distribucion de la frecuencia alélica del receptor FcyRIla en en individuos con

antecedentes de FD, FHD e infeccion subclinica o asintomatica.

Alelos FD FHD Infeccién
asintomatica
H 67(50%)  36(62.1%) 29(34.5%)
R 67(50%)  22(37.1%) 55 (65.5%)
Total 134(100%) 58(100%) 84(100%)

Analisis total de, 2= 10.92, p=0.0042
Comparacion entre los grupos de FD y Asintomaticos: ¥2=5.02, p=0.025 [OR=1.90 (1.04-3.47)]
Comparacion entre los grupos de FHD y Asintomoaticos: ¥2=10.49, p=0.0012 [OR=3.10 (1.46-6.62)]

Como ya menciondramos en la revision bibliografica, existen evidencias en la literatura del
efecto protector a padecer enfermedades infecciosas frente a gérmenes intracelulares ligado a la
variante homocigotica que codifica para la arginina (R/R) en la posicion 131 del gen del receptor
Fcy Rlla que une IgG1/3(13, 220). Por otra parte, se ha reportado la susceptibilidad a desarrollar
infecciones extracelulares con bacterias encapsuladas ligado a esta misma variante homocigotica
(arginina), al no unir eficientemente la IgG2 que juega un papel protector frente a este tipo de
infecciones (177-180). De modo que la asociacion de la homocigosis para la histidina (H/H) al
desarrollo de la enfermedad por dengue y la asociacion de las variantes polimorficas que
presentan arginina al cuadro menos severo de la enfermedad y a la infeccion subclinica
encontrados por nosotros, estan en concordancia con lo ya publicado si tenemos en cuenta que
durante la infeccion por el complejo de los virus del dengue predominan las subclases 1gG1/3
(15,219).

Estamos en condiciones, por tanto, de afirmar que existe una asociacion entre la variante

homocigodtica RR vy la resistencia a padecer FHD.
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En el afio 2002, Loke y col sugirieron la probable asociacion de la variante homocigoética para la
arginina (FcyRIla-RR) con la proteccion a no desarrollar el cuadro severo de la enfermedad (13).
Sin embargo, este estudio se realizd en poblacion infantil, empleando como grupo control
pacientes hospitalizados por causas no infecciosas, lo cual no permite concluir certeramente si,
en efecto, esta variante esta vinculada o no a la proteccion. Nuestro estudio, por el contrario, se
realizo en adultos clinica y epidemioldgicamente bien caracterizados, empleando como controles
individuos que desarrollaron infeccion subclinica. La inclusion de este grupo le otorga valor a los
resultados obtenidos al constituir una muestra Unica solo posible en las condiciones
epidemiologicas para el dengue en Cuba. Todo lo anterior le otorga confiabilidad a nuestros
resultados, los cuales asocian la variante homocigoética FcyRIIa-RR (predominante en el grupo
con infeccion asintomatica) a la proteccion. Este resultado se confirma, ademas, al encontrar una
mayor representatividad del alelo R en el grupo control.

Teniendo en cuenta los resultados hipotetizamos que: durante una infeccion secundaria por virus
dengue, donde las IgG1/3 son las inmunoglobulinas predominantes (15), aquellos individuos que
presentan la forma polimoérfica para la arginina (R) asociada al receptor Fcylla unen
eficientemente los inmunocomplejos VD-IgG1/3, activando de forma eficiente los mecanismos
de formacion del fagolisosoma (203), la eliminacion de los inmunocomplejos y el control de la
diseminacion viral (223). Lo contrario ocurriria en aquellos individuos homocigoticos para la
histidina (Fcylla-HH) que no poseen una union eficiente del inmunocomplejo VD-IgG1/3 lo que
favoreceria la diseminacion de la infeccion viral a través del mecanismo de ADA.

Hallazgos recientes de Bruhns y cols., (224) contradicen estas observaciones (225, 226). Estos
autores investigaron la uniéon de anticuerpos monoclonales y policlonales (IgG1-IgG4) a las
variantes polimoérficas de los receptores Fcy, encontrando una diferencia en la afinidad de union
de los receptores FcyR humanos por las cuatro subclases de IgG (224). Contrario a lo reportado
previamente (225, 226), ellos encontraron que la subclase IgG1 se une con mayor eficiencia a la
variante FcyR- HH que a la FcyR-RR. Ello podria estar relacionado, entre otros factores al uso de
anticuerpos monoclonales en el citado estudio, diferente a los anteriores en los que, el empleo de
sueros policlonales se traducia en la presencia de un mayor rango de especificidades. Para dar
sustento a nuestra hipdtesis es necesario desarrollar futuros estudios que determinen, entre otros

aspectos de interés, la afinidad del inmunocomplejo VD/IgG1/3 a las variantes polimorficas del
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receptor FcyRIla y las sefiales de transduccion intracelulares que pudieran favorecer la
inmunoamplificacion o la eliminacion eficiente de las particulas virales.

Como ya describiamos, la frecuencia de la variante polimérfica RR en las poblaciones de
diferentes paises varia de manera significativa. Nuestros estudios poblacionales mostraron que la
distribucién genotipica que predomina en la poblacion cubana de Ciudad de la Habana es la
variante RR siendo menos comun la HH. (RR55%, RH 32% y HH13%). En Asia, por el
contrario, la variante que predomina es la de la histidina siendo menos comun la variante RR (6—
10%).

Las diferencias asociadas al polimorfismo del FcyRIla entre estas poblaciones podria explicar, al
menos en parte, la mayor severidad de la enfermedad por dengue observada en Asia, asi como
las diferencias en el desenlace de la enfermedad por dengue observada entre los individuos con
infeccion heterotipica bajo similares condiciones epidemiologicas.

Hasta donde sabemos, este es el primer trabajo que estudia el polimorfismo genético del receptor
FcyRIIa en una poblacion con infeccion asintomatica en la que la variante genotipica FcyRIla-

R/R131 estéa asociada a proteccion.
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IV-1.6 Asociacion a nivel genotipico entre el polimorfismo del FcyRIIa y eventos clinicos
padecidos en la etapa aguda de la infeccion (Epidemia de Ciudad de la Habana de VD 4
afio 2006)

Teniendo en cuenta lo sintomas y signos clinicos durante la etapa aguda analizamos la relacion

de los mismos con el polimorfismo del receptor FcyRIla.

Tabla 10: Relacion entre los sintomas clinicos recogidos en la etapa aguda con las variantes

polimorficas del receptor FcyRIla

Variante Derrame Sangramiento Signos Citolisis Hemocon- Trombo-
Genotipo Seroso Alarma Hepatica centracion. citopenia
si no si no si  no si no  si no si no
RR 12 18 13 17 19 11 21 9 6 24 18 11
HH 10 12 18 4 6 6 17 5 9 13 16 6
HR ¢ 26 15 17 14 18 19 13 6 26 17 15
Total 28 56 46 38 49 35 57 27 21 63 51 32
Sig. p=0.07" p=0.012 p = 0.0: p=0.36¢ p=0.133 p=0.34¢
Estadistice

Analisis total de, y2, p=0.012. So6lo para el sangramiento se evidencian diferencias significativas

El analisis mostré que solo para el sangramiento las diferencias fueron significativas y las
mismas se asociaron a la forma polimorfica HH.

La hemostasis es mantenida por el balance entre la coagulacion y la fibrinolisis, limitando la
pérdida de sangre al regular de forma precisa una variedad de interacciones entre los
componentes de la pared vascular, las plaquetas sanguineas y las proteinas plasmaticas. El
diagnostico exacto y el tratamiento de los pacientes con hemorragia o trombosis requiere el
conocimiento de la fisiopatologia de la hemostasia, la cual para su estudio se divide en
hemostasia primaria (formacion del tapon plaquetario primario) y hemostasia secundaria
(formacion de fibrina que refuerza el tapon hemostatico primario) (227).

En la formacion del tapon plaquetario primario intervienen tres fendmenos: la adherencia, en la

que las plaquetas interactian con el plano subendotelial de los vasos; la activacion y secrecion,
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en la que las plaquetas al activarse producen factores como ADP, trombospondina, fibronectina,
entre otros; y la agregacion donde se forma la monocapa adherente de plaquetas. El proceso de
adherencia tiene lugar con la participacion de dos receptores de colagena: la glucoproteina (Gp)
Ia/Ila, miembro de la familia de las integrinas, y GpVI. La unién de este ultimo a la coldgena
transduce sefiales que activan a las plaquetas a través del receptor FcyRIla (227).

El ADP liberado se une a un receptor purinérgico que, cuando se activa, modifica la
configuracion del complejo glucoproteina IIb/Illa de manera que puede unirse al fibrindgeno.
Asi se unen entre si las plaquetas adyacentes para formar un tapén hemostatico. A medida que se
forma el tapon hemostatico primario, las proteinas plasmaticas de la coagulacion se activan para
iniciar la hemostasia secundaria, la cual culmina en la producciéon de trombina en cantidad
suficiente para transformar en fibrina una fraccion pequena de fibrindgeno plasmatico.

En lo fundamental, la salida de plasma y el sangramiento, son los dos cambios fisiopatologicos
que determinan la severidad de la FHD. Entre las caracteristicas mas prominentes de la FHD esta
la hemorragia, causada, entre otros factores, por la disfuncién plaquetaria. La pérdida de la
funcion de agregacion plaquetaria fue evidenciada inicialmente (228) en pacientes FHD
convalecientes al no liberarse ADP. Se constatd que esta funcion se repone de 2 a 3 semanas
(229), detectandose en plasma niveles aumentados del factor plaquetario 4 y tromboglobulina.
En el afio 1982, Halstead plante6 que los monocitos, células dianas de la infeccion, poseian
actividad fibrinolitica y coagulante, postulando que la coagulopatia sistémica que caracteriza al
choque pudiera ser inducida por factores derivados de los monocitos como el factor PCA (del
inglés Pro-coagulante activity), identificado entonces como activador tisular (230).
Posteriormente, en el afio 1984 Vassalli y colaboradores enriquecieron este planteamiento al
demostrar que los monocitos producian un inhibidor de la enzima activadora del plasminogeno
Urokinasa (UK), denominado PAI-2 (del inglés plasminogen activator inhibitor-2) que inhibia la
fibrindlisis (231). Afios mas tarde, en 1989 Krishnamurti y col reportaron que esta actividad
fibrinolitica en los monocitos aumentaba, al ser infectados en condiciones subneutralizantes de
anticuerpos, ya que activaba la produccion del PAI-2 (232).

Teniendo en cuenta lo referido en la literatura pudieramos inferir que tras una infeccion
secundaria por VD, los anticuerpos anti-dengue preexistentes incrementan el proceso infectivo
de monolitos y macrofagos, los cuales pudieran activar linfocitos T y, en su conjunto, dar lugar a

la produccion de niveles aumentados de TNFa, IL-1 B e IL-6, citoquinas asociadas
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significativamente con la activacion y regulacion de marcadores de la coagulacion y la
fibrinolisis en el cuadro severo de dengue. Se plantea que los niveles de TNFa, e IL-1  son
detectados elevados con respecto a los niveles de IL-6 al momento de la admision y los mismos
van disminuyendo en los siguientes dias. Los niveles de IL-6 en cambio permanecen normales lo
cual habla a favor de su caracter pro y antiinflamatorio.

Consecuentemente, se constatd una activacion de la fibrinolisis caracterizada por el incremento
en los niveles de las moléculas activadoras de dicho proceso como el dimero D, u- PA y t-PA,
seguido de PAI-1(inhibidor de los activadores del plasmindgeno) y la misma se vio asociada con
el TNFa y la IL-1 B, asi como con la IL-6, la cual ademads se constatd asociada a la coagulacion .
Generalmente, al activarse la coagulacion ocurre una activacion secundaria de la fibrinolisis que
rapidamente es inhibida por la liberacion de grandes cantidades de PAI-1. Se plantea que en
condiciones normales el endotelio produce TM y tPA, moléculas inhibidoras de la coagulacion y
moduladoras de la fibrinolisis. Tras la infeccion por dengue se han detectado niveles elevados de
TM, TF y PAI-1, lo cual ha sugerido que en esta infeccion tiene lugar primeramente el proceso
de fribinolisis, el que posteriormente activa la coagulacion. La produccion exacerbada de éstos,
entre otros factores, rompe la hemostasis permitiendo el sangramiento (233).

Interesantemente, el polimorfismo del receptor FcyRIla se ha vinculado con deficiencias en la
coagulacion (234). Se ha podido constatar que la variante genética FcyRIIa-RR se asocia con
desordenes tromboembolicos debido a una ineficiente clarificacion del complejo IgG-Plaqueta-
plaqueta-factor plaquetario 4, lo que induce una activacion sostenida de plaquetas y células
endoteliales incrementando la ocurrencia de cambios tromboembolicos (225).

Teniendo en cuenta lo referido en la literatura, podemos inferir que tras la infeccion de los
monocitos por virus dengue se produce la activacion de los mismos, generando un ambiente de
citoquinas entre las que se destacan la IL-6, TNFa e IL-1p. Estas citoquinas activan el proceso de
fibrinolisis y, en consecuencia, puede tener lugar, unido a otros factores, el cuadro de
sangramiento. Resulta interesante especular entonces que las deficiencias en la coagulacion (225)
y evolucion del cuadro hemorragico de dengue pudieran estar influenciadas también por el
polimorfismo del FcyRlIla, en el que los individuos homocigdticos para la arginina RR podrian
activar las plaquetas con mayor eficiencia, logrando controlar el sangramiento. Por el contrario,
los individuos con la variante HH no podrian activar eficientemente la formacion de coagulos,

prevaleciendo en ellos la hemorragia. Esto explicaria la asociacién encontrada entre la variante
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genética HH y el sintoma caracteristico de la FHD. Sin embargo, al analizar los valores para la
variante homocigotica RR encontramos que en 13 de los individuos se pudo detectar el
sangramiento y en 17 de ellos no, lo cual aparentemente no es una diferencia significativa. Para
tratar de explicarlo analizamos la razén entre el total de individuos con sangramiento en cada
variante homocigotica, de manera que de los 20 individuos HH, 18 presentaron sangramiento
representando el 81.8%. En los individuos RR, en cambio, 13 presentaron sangramiento lo que
representa el 43.3%. De esta manera, se evidencia que el sangramiento podria estar ligado a la

variante HH.

Caracterizacion del estado general actual de individuos tras dos afios de haber padecido

infeccion por dengue.
El cuestionario aplicado permitié comprobar que del total de los 97 individuos encuestados, 55

presentaban manifestaciones osteomioarticulares y/o neuroldgicas representando el 56,7% y 42

se habian recuperado totalmente representando el 43,3% (tabla 11).
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Tabla 11: Manifestaciones clinicas referidas en el afio 2008 por los individuos encuestados que

desarrollaron infeccién clinica por dengue en la epidemia de VD4 en Ciudad de la Habana 2006

Manifestaciones clin No de pacientes

- Mialgias

- Artralgias

- Astenia

- Debilidad en las ma
- Malestar General

- Irritabilidad

- Pérdida de memoria
- Palpitaciones

- Mareos

- Artropatias conicas
- Dolor de cabeza
-Dolor retroocular
-Anorexia

-Alopecia

-Rash

-Nauseas

- sangramiento vagin:
-Diarreas
-Gingivorragia
-Vomitos

42 (30.4%)
41 (29.7%)
32 (23.2%)
31 (22.5%)
28 (20.3%)
27 (19.6%)
27 (19.6%)
27 (19.6%)
25 (18.1%)
24 (17.4%)
21 (15.2%)
20 (14.5%)
15 (10.9%)
13(9.4%)
12(8.7%)
10(7.2%)
10(7.2%)
8 (5.8%)
6(4.34%)
3(2.2%)

Representacion de manifestaciones clinicas persistentes en los individuos con antecedentes de infeccion clinica por

dengue. Se aprecia un predominio de las manifestaciones osteomioarticulares.

La evaluacion psicologica reflejo que el 100% de los individuos que integraron el estudio
poseian una adecuada capacidad para hacer uso de sus habilidades emocionales y cognitivas, asi
como de las funciones sociales y de respuesta a las demandas ordinarias de la vida cotidiana en
general, concluyéndose que exhibian un estado favorable de salud mental.

Partiendo de estos datos, nos preguntamos entonces si haber padecido la FHD pudiera estar

relacionado con las manifestaciones referidas dos afos después (tabla 12).
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Tabla 12: Asociacion entre el cuadro clinico (FD o FHD) y la presencia o no de manifestaciones

clinicas a los dos afios de haber padecido la infeccion por dengue.

Cuadro Manifestaciones Total
Clinico clinicas
(2006) (2008)
Si no
FD 34 34 68
FHD 21 8 29
Total 55 42 97

Analisis total de, ¥2=2,947; p=0,086 no mostré diferencias significativas en relacion al cuadro clinico

padecido durante la fase aguda.

Al comparar el cuadro clinico padecido con la presencia o no de manifestaciones clinicas dos
afios después de la infeccion por dengue, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (¥2=2,947; p=0,086), lo que permite concluir que la situacion clinica detectada tras
dos afios de haber padecido la infeccion por dengue, no guardaba relacion con la historia anterior
de la enfermedad.

Nos preguntamos entonces si seria el hecho de haber padecido la infeccion clinica lo que

determinaba dichas manifestaciones (tabla 13).

74



Polimorfismo del Receptor FcyRIIa . Influencias en la patogénesis y en la evolucion de la infeccion por dengue.

Tabla 13: Asociacion entre haber padecido infeccion clinica o asintomatica con la presencia o

no de manifestaciones clinicas a los dos afios de haber padecido la infeccion por dengue.

Infecciéon Manifestaciones Total
(2006) clinicas
(2008)
Si no
Infeccion Clinica 55 42 97
Infeccidon asintomatica 0 42 42
Total 55 84 139

Analisis total de, y2=38,24; p<0,0001 mostré diferencias altamente significativas en relacion a haber

padecido infeccion clinica con relacion a haber tenido infeccion asintomatica.

El analisis mostrd que existen diferencias estadisticamente significativas entre haber padecido la
infeccion clinica y la presencia de manifestaciones (}2=38,24; p<0,0001). Aparentemente, haber
padecido la forma sintomatica de la infeccion se asocia con la presencia de manifestaciones
clinicas dos afios después de ésta.

En el afio 2002, cinco afios después de la epidemia por VD 2 ocurrida en el afio 1997 en Santiago
de Cuba, nuestro grupo constatd que los individuos que sufrieron infeccion clinica referian haber
padecido sintomas y signos como dolores articulares y musculares, cefaleas y astenias entre
otros, lo cual resultaba de gran interés al no existir hasta el momento ningin reporte de
manifestaciones tras la infeccién por VD (datos no publicados).

Gonzélez y colaboradores en el afio 2005 (23) reportaron la presencia de sintomas que
prevalecen seis meses después de la fase aguda de la enfermedad por VD 3 en pacientes que
cursaron con el cuadro de FHD (epidemia 2001-2002), sugiriendo que la convalecencia en éstos
puede durar meses. Sin embargo, en su estudio no existen pacientes con antecedentes de FD, por
lo que no se puede afirmar si los sintomas, seis meses después de la enfermedad clinica, estan
relacionados solo al cuadro severo. Méas tarde, en el afio 2007, Raymond y colaboradores (34)
reportan un sindrome de fatiga dos meses después de haber sufrido la infeccion por dengue en

casos diagnosticados como FHD y FD.
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Entre los sintomas mas frecuentes se encontraron en ambos estudios: mialgia, cefalea, artralgia,
astenia, dolor retro-ocular, anorexia, nauseas, prurito y fatiga. Ambos estudios describen una
sintomatologia asociada a una convalecencia temprana de la enfermedad. Sin embargo, hasta
donde conocemos, nuestro estudio representa la primera evidencia de la persistencia de
manifestaciones clinicas, tras dos afios de haber padecido la enfermedad clinica por dengue.

Teniendo en cuenta los resultados encontrados hasta el momento y que el polimorfismo del
FcyRIla se ha asociado a la susceptibilidad de padecer varias enfermedades infecciosas, nos
preguntamos si el polimorfismo del gen del receptor FcyRIla podria estar relacionado con la

presencia de manifestaciones clinicas dos afios después de haber padecido la enfermedad.

Objetivo 2: Determinar si el polimorfismo del gen del receptor FcyRlla esta asociado con la

presencia de manifestaciones clinicas dos arios después de haber padecido la enfermedad

VI-2.1 Analisis de la posible relacion entre la frecuencia genotipica con manifestacies
clinicas

El andlisis de las frecuencias genotipicas del FcyRIIa no mostré diferencias significativas entre
individuos con manifestaciones clinicas persistentes o sin estas (p=0.08, Tabla 14).
Considerando entonces la influencia del polimorfismo de esta molécula en el desarrollo de
fenomenos autoinmunes y el hecho de encontrarse asociado como un factor de riesgo en la
patogénesis de la FHD, comparamos individuos homocigoticos para un alelo con el resto de los
individuos (heterocogodticos + homocigoticos del otro alelo), determinando asi si existia riesgo
asociado a alguna de las variantes genéticas. El andlisis mostr6 que el genotipo HH esta asociado

con la presencia de los sintomas clinicos (p=0.027, OR= 2.83, 95% CI 1.01-8.11; Tabla 14).
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Tabla 14: Analisis de la frecuencia genotipica del FcyRIIa con la presencia de sintomas clinicos

a los dos afos de haber padecido la infeccion por dengue

Manifestaciones clinicas

Genotipo . Total
no si
HH 8 (26.7%) 22 (73.3%) 30
HR 23 (52.3%) 21 (47.7%) 44
RR 11 (47.8%) 12 (52.2%) 23
Total 42 55 97

Distribucion de la frecuencia genotipica en individuos con y sin manifestaciones clinicas con y sin
sintomas clinicos p= 0.08.
Comparacién entre HH vs. HR+RR, p=0.027 (Prueba de ).

Al analizar si algunas de las variantes polimoérficas estaba relacionada con algiin sintoma en
particular, encontramos que el genotipo HH se asocio significativamente con la presencia de
sintomas osteomioarticulares (analisis de x2 de Pearson = 4,410, tabla de contingencia 2x2, gl=
1, *p=0.036) y neuroldgicos (estadistico exacto de Fisher, tabla de contingencia 2x2, *p=0,008)
indistintamente.

IV-2.2 Asociacion entre la presencia de manifestaciones clinicas persistentes y los factores
demograificos

Al analizar las posibles asociaciones entre la presencia de sintomas y los factores demograficos
descritos, solo el género mostré diferencias estadisticamente significativas (p= 0,008, Tabla 15).
Como puede apreciarse, el mayor porcentaje de las mujeres presentd sintomas, mientras que los

hombres en su mayoria se recuperaron después de la infeccion por el virus dengue.
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Tabla 15: Asociacion entre la presencia de sintomas dos anos después y el género.

Sintomas
Género Si No Total
Femenino 44 23 67
Masculinc 11 19 30

Distribucion del género de los individuos asociado a la recuperacion: tabla de contingencia 2x2, anélisis de > de
Pearson, gl=1,*p=0,008.

Los resultados obtenidos coinciden con lo encontrado por Rymond y cols., en el 2007 (34)
sugiriendo que el sexo femenino es un factor de riesgo importante en la persistencia de
manifestaciones posterior a la infeccion por dengue. Ciertas caracteristicas asociadas al sexo
como factores hormonales y endocrinos (235), constitucion genética (236), asi como
caracteristicas psicosomadticas frente al estrés, pudieran marcar la predisposicion a mantener
sintomas clinicos en las mujeres tras la infeccion por dengue (237-241) .

Interesantemente, al analizar la distribucion de las variantes genotipicas en el género femenino,
encontramos un predominio de la forma HH (n=18). La variante RR en cambio, estaba presente
solo en 9 féminas, el resto presento el genotipo heterocigotico (datos no mostrados).

La genética, sin dudas juega un importante papel en definir la susceptibilidad a las enfermedades
autoinmunes y determina la expresion de hormonas sexuales y factores neuroendocrinos. En un
individuo con un genotipo susceptible, la exposicion a factores ambientales (ejemplo la luz solar,
la dieta, alérgenos, agentes infecciosos o toxinas ambientales) pueden actuar en el
desencadenamiento de un proceso autoinmune. Entre los factores moduladores que pueden
marcar la diferencia entre la expresion o no de la enfermedad, se incluyen las hormonas sexuales,
las cuales pueden actuar reciprocamente con hormonas del eje hipotalamico o el sistema
nervioso simpatico. Todos estos factores en su conjunto afectan la respuesta inmune a lo propio y
a antigenos extraiios modulando la produccion de citoquinas asi como las funciones de la célula

efectora (238).
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IV-2.3 Determinar la relacion entre la presencia de manifestaciones clinicas y los titulos de
IgG anti-dengue totales tras dos afios de haber padecido la enfermedad

En este punto nos preguntamos qué podria quedar como huella de la infeccion por dengue que
pudiera relacionarse con las manifestaciones clinicas referidas. Conociendo que la IgG anti-
dengue prevalece de por vida (242) determinamos los titulos presentes en el suero de los
individuos a los dos afios. En este sentido, observamos que existia una asociacion significativa
entre la presencia de las manifestaciones clinicas estudiadas y los titulos de anticuerpos antes

mencionados (p=0.041, fig. 5)

Fig.5 Relacion entre los titulos de IgG anti VD y la presencia de manifestaciones clinicas dos

afios después de haber padecido la enfermedad por dengue.
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Cada caja representa el titulo promedio geométrico de IgG (TPG IgG) en individuos con manifestaciones clinicas
persistentes o no. La linea horizontal dentro de la caja representa los valores medio y las lineas superiores e
inferiores muestran los valores méximos y minimos, respectivamente. Anélisis de x* p=0.041

Sin embargo, no encontramos asociacion particular entre los titulos de IgG y las manifestaciones
clinicas mas representativas (Tablall).
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IV-2.4 Relacion entre la presencia de manifestaciones clinicas con la secuencia de la
infeccion

Con el objetivo entonces de saber a qué serotipos podrian haberse expuesto anteriormente los
individuos y si esto guardaba alguna relacion con la clinica manifestada a los dos afios, se les
determind la secuencia de infeccion (tabla 16).

Como se puede apreciar, la mayoria de los individuos presentaron al menos dos infecciones
prevoas por dengue. Sin embargo, no existe asociacion entre la presencia de manifestaciones
clinicas tras dos afios de haber padecido el cuadro agudo y la secuencia de infeccion (p>0.005).
Tabla 16: Relacion entre la secuencia de infeccion y la presencia o no de manifestaciones

clinicas

Secuencias Manifestaciones
Si No

(%) (%)
VD4 6 (10.91) 4(13.33)
VD1/VD4 2(3.64) 0
VD2/VD4 18(32.73) 22(48.89)
VD3/VD4 1(1.82) 0
VD1/VD3/VD4 7(12.73) 1(2.22)
VD2/VD3/VD4 16(29.09) 11(24.44)
VD1/VD2/VD4 0 1(2.22)
VD1/VD2/VD3/VD4 5(9.09) 4(8.89)
Total 55 42

No se encuentra asociacion entre la presencia de manifestaciones clinicas y el antecedente de infeccion por dengue
(p>0.005).

IV-2.5 Titulos de IgG totales en relacion con el numero de infecciones

Relacionando ambas variables determinamos entonces si los niveles de IgG anti dengue se
relacionaban con el nimero de infecciones aplicando para ello la prueba estadistica de Kruskal

Wallis para la comparacion de medias (fig.6).
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Fig.6 Relacion entre la media de los titulos de anticuerpos IgG anti VD y el nimero de

infecciones en los individuos que padecieron la enfermedad por dengue.
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Cada caja representa el titulo promedio geométrico de IgG (TPG IgG) en individuos con persistentes
manifestaciones clinicas o no. La linea horizontal dentro de la caja representa los valores medio y las lineas
superiores ¢ inferiores muestran los valores maximos y minimos respectivamente. Se observa un aumento
proporcional de los titulos de IgG con el nimero de infecciones (Prueba estadistica de Kruskal Wallis para la
comparacién de medias x* = 23.7, p< 0.0001)

El analisis mostro diferencias altamente significativas (x> = 23.7, P< 0.0001), lo que evidencia
que existe una relacion directamente proporcional entre los altos titulos de IgG anti VD con el
numero de infecciones padecidas.

Conociendo que el polimorfismo del receptor FcyRIIa-HH se habia asociado a la presencia de
manifestaciones clinicas, nos preguntamos entonces qué relacion pudieran tener los titulos de

IgG con las variantes genotipicas homocigoticas del receptor.
IV-2.6 Titulos de IgG totales frente a las variantes genotipicas homocigoticas

El andlisis mostr6 una distribucion similar de ambos genotipos con relacion a la media de los

titulos de IgG, no encontrandose un asociacion significativa (p=0.33).
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Fig.7 Relacion entre la media de los titulos de IgG anti VD y las variantes genotipicas

homocigéticas del FcRylla
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Cada caja representa el titulo promedio geométrico de IgG (TPG IgG) en individuos con persistentes
manifestaciones clinicas o no. La linea horizontal dentro de la caja representa los valores medio y las lineas
superiores ¢ inferiores muestran los valores maximos y minimos respectivamente. No existe relacion significativa
entre la media de los titulos de IgG anti VD y las variantes homocigdticas del receptor FeyRIIa Prueba x>, p=0.33).

Resultaba interesante en este punto relacionar los tres aspectos, es decir, el nimero de

infecciones sufridas con las variantes genéticas y los titulos totales de IgG anti dengue.

IV-2.7 Titulos de IgG totales en relacion con el numero de infecciones por cada variante
homocigdtica

Solo para la variante genética HH los titulos de IgG aumentan proporcionalmente con el nimero
de infecciones padecidas (Fig.8) aunque al dividirse el nimero de muestra esta relacion no llega

a ser estadisticamente significativa (x2=7,8 p=0,05).
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Fig. 8 Relacion entre la media de los titulos de IgG anti VD y el numero de infecciones para cada

variante genotipica homocigoticas del FcRylla
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Cada caja representa el titulo promedio geométrico de IgG (TPG IgG) en individuos con persistentes
manifestaciones clinicas o no. La linea horizontal dentro de la caja representa los valores medio y las lineas
superiores ¢ inferiores muestran los valores maximos y minimos respectivamente. Se observa un aumento
proporcional cercano a la significacion estadistica de los titulos de IgG para la variante homocigdotica HH
relacionado al niimero de infecciones padecidas (x2=7,8 p=0,05)

El comportamiento que muestran los titulos de IgG y el numero de infecciones en aquellos
individuos cuyo receptor FcyRIla presenta la variante polimorficas HH sugiere: un aumento de
los titulos de anticuerpos, tras el desarrollo de infecciones sucesivas por el virus y una

disminucion en la eliminacion de €stos por causas a las que nos referiremos mas adelante.

Para analizar la posible relacion entre las manifestaciones clinicas presentes dos afios después de
la infeccion y el desarrollo de eventos autoinmunes, basandonos en lo ya descrito en la literatura
revisada (27, 34, 187, 239, 243) estudiamos posibles asociaciones con marcadores de

autoinmunidad.
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IV-2.8 Estudio de la posible relacion entre las manifestaciones clinicas, dos afios después de
haber padecido la enfermedad, con marcadores de autoinmunidad.

Para este estudio preliminar se realiz6é una seleccion aleatoria de 26 individuos, del total de 55
con secuelas post-dengue, para determinar marcadores de autoinmunidad en suero. Los
resultados obtenidos mostraron que 20 de estos individuos presentaron alteraciones en al menos
uno de los marcadores. El hecho de no haber podido incluir en este andlisis individuos sin
secuelas como grupo control, constituye una limitante del trabajo.

En la tabla 17 se expone el nimero de individuos que mostraron alteraciones para cada uno de

los marcadores de autoinmunidad seleccionados en el estudio.

Tabla 17: Nimero de personas con alteraciones en los niveles de ANA, C3, C4, ICC, FR y PCr.

Marcadores # de individ % Rango
Autoinmunes
ANA 6 23.1 -
C3 2 7.7 90-180 mg/dl
C4 3 11.2 10-40 mg/dl
ICC 10 423 < 0,050 Abs
FR 1 4.8 0-14 Ul/ml
PCr 11 524 < 0,50 mg/dl

ANA: anticuerpos antinucleares, C3 y C4: factores 3 y 4 del complemento, ICC: Inmunocomplejos circulantes, FR:
Factor Reumatoideo y PCr: Proteina C reactiva

Como se muestra, seis individuos que resultaron positivos a anticuerpos anti-nucleares, lo cual
sugiere que ellos podrian estar atravesando por un desorden inmunolédgico.

No existe asociacion estadisticamente significativa entre los diferentes marcadores, posiblemente
debido al pequeiio nimero de individuos estudiados.

Al analizar la distribucion de género en la muestra estudiada encontramos un predominio del
género femenino (n=21), donde la distribucion genotipica del receptor Fc muestra un predominio
de la variante HH (11 mujeres) con respecto a la homocigocis RR (3 mujeres) y la forma

heterocigotica RH (7 mujeres).
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Se ha planteado que la sobreproduccion hepatica de proteinas plasmaticas de fase aguda como la
PCr puede ocurrir, entre otros factores, en respuesta a inflamacion sistémica y daio tisular. En el
hepatocito la sintesis de la PCr puede ser activada a nivel transcripcional por la IL-6, IL1P e
indirectamente por el TNFa., y a su vez puede ser inhibida por el TGFp (del inglés tissue growth
factor) (244).

Por otra parte, niveles aumentados de ICC, a los que se ha hecho referencia antes, podrian
provocar reacciones inflamatorias mediante varios mecanismos. Entre ellos se ha descrito la
estimulacion de los macréfagos mediante su receptor Fcy por inmunocomplejos insolubles que,
usualmente, no pueden ser digeridos lo que constituye un estimulo de activacion persistente, que
induce a su vez la liberacion de citoquinas pro inflamatorias como IL-1 y TNFa (185).

Estas moléculas son, ademas, activadoras de la transcripcion hepatica de PCr, por lo que el hecho
de encontrarse elevada la PCr en aquellos individuos con manifestaciones post-dengue pudiera
sugerir que existe un proceso agudo de tipo autoinmune, donde la activacion de diferentes ramas
del sistema inmune provoca la liberacion de los mediadores que inducen la sintesis de esta
proteina. Aunque la PCr es un marcador en procesos inflamatorios como la osteoartritis
emergente (245), algunos reportes refieren que no siempre esta aumentada en estos desordenes
(246), lo cual podria explicar el hecho de no haberla encontrado en todos los individuos con las
manifestaciones clinicas descritas.

Dos mecanismos inmunopatogénicos podrian explicar el desarrollo de manifestaciones clinicas
tardias tras la infeccion por dengue:

1- Un mecanismo autoinmune, en el que la presencia de efectores del sistema inmune contra
lo propio podria ser consecuencia de:- una activacion policlonal de células , que daria
lugar a anticuerpos contra estructuras propias-el mimetismo molecular entre antigenos
propios y antigenos microbianos (29).

2- Un mecanismo mediado por inmunocomplejos que se depositarian en determinadas
estructuras filtrantes, fendmeno inmunopatogénico conocido como hipersensibilidad tipo
III. Entre los factores que determinan la deposicion en los tejidos de los IC se destacan el
tamafio, siendo los pequefios y medianos los de mayor capacidad patogénica, y el estado
funcional del sistema reticulo endotelial. Una vez depositados en los tejidos, se produce

una reaccion inflamatoria aguda activdindose mecanismos efectores de la respuesta
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inmune como la cascada del complemento y la activacion de neutrdfilos a través de los

receptores Fc. Esto se traduce desde el punto de vista clinico en dolor e inflamacion en

sitios de deposito como articulaciones y musculos (185).
Los estudios realizados por nosotros demostraron la elevacion de la concentracion de los
inmunocomplejos en una parte de los individuos participantes. Sin embargo, los procedimientos
empleados no permitieron caracterizar la composicion de éstos y, en consecuencia, no podemos
afirmar si la citada elevacion obedece a un aumento en la produccion.
Fue interesante el hecho que la casi totalidad de los individuos estudiados expresaban la variante
homocigética HH. Dos observaciones, y una de ellas mencionada con anterioridad, podrian
relacionarse con lo antes dicho: la menor afinidad de los receptores FcyRIla-HH con las regiones
Fc de los anticuerpos de la subclase IgG1 e IgG3, y el hallazgo nuestro, a que nos referiremos
mas adelante, de que cinco afios después de una infeccion son precisamente los anticuerpos IgG
de estas subclases los que predominan.
Un elemento que pudiera vincular los niveles elevados de ICC con un fendmeno autoinmune, fue
la asociacion encontrada entre los niveles de IgG anti-dengue (detectados 2 afios después de la
infeccion) con estos inmunocomplejos en los individuos seleccionados para realizarle la
determinacion de los diferentes marcadores de autoinmunidad. Se encontraré una asociacion
estadisticamente significativas entre el titulo de anticuerpos circulantes y los niveles de ICC, en
el que el promedio de los titulos de IgG fue mayor en los individuos con ICC (Fig. 9 p=0,042).
Luego, los altos titulos de IgG anti-dengue encontrados en aquellos individuos con
manifestaciones y niveles altos de ICC podrian estar indicando que los ICC detectados estan
formados por anticuerpos anti-dengue, debido posiblemente a la estimulacion persistente de
clones de células plasmaticas por antigenos propios que comparten epitopes con algunas de las

proteinas virales, lo cual serd discutido mas adelante.
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Fig. 9 Relacion entre el titulo de IgG y los niveles de ICC
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Cada caja representa el titulo promedio geométrico de IgG (TPG IgG) en los 26 individuos con persistentes
manifestaciones clinicas. La linea horizontal dentro de la caja representa los valores medio las lineas superiores e
inferiores muestran los valores maximos y minimos. Se evidencian diferencias estadisticamente significativas entre

el titulo de anticuerpos circulantes y los niveles de ICC (Prueba de y2, p=0,042).

Al analizar los sintomas mas frecuentes dentro del grupo de individuos que mostraron alguna
alteracion en los marcadores estudiados, no se observaron diferencias con respecto al resto del
grupo, resultando artralgias y mialgias los mas frecuentes (ambos con 15 individuos, y
representando el 88,2%), seguidos en orden decreciente por: mareos (14; 82,4%), decaimiento
(12; 70,6%), cefalea (11; 64,7%) y pérdida de la memoria (9; 52.9%).

Por otra parte muy interesante resulta el hecho que tanto la PCr como los ICC se encuentran
alterados mayoritariamente en individuos con presencia del alelo histidina (H) (ICC: RR=10%,
HH=50%, RH= 40%, PCr: RR=9%, HH=45.5%, RH= 45.5%), lo que denota una vez mas la
posible participacion del polimorfismo del receptor FcyRIla en el fendmeno clinico observado
dos afios después de haber padecido dengue

La etiologia de las enfermedades autoinmunes no esté clara atn, pero se conoce que depende de

la interaccion de factores genéticos y ambientales. Entre estos ultimos, los virus han sido
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descritos como agentes desencadenantes de dichos fendmenos. Existen varios reportes, como ya
se ha mencionado, sobre el mimetismo molecular entre las proteinas virales y del hospedero a
través de epitopes capaces de establecer reacciones cruzadas con auto antigenos (28). Entre estos
se destacan el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), Citomegalovirus, Herpes Simple,
Epstein- Barr, alfavirus y el parvovirus humano B19 (29-33).

Los flavivirus, entre ellos el virus de la hepatitis C, han sido involucrados en la induccion de la
autoinmunidad a través del mimetismo molecular entre antigenos virales como el core, con
proteinas del hospedero generando una respuesta autoinmune (26, 247). Entre las entidades
descritas para este virus se destacan la Hepatitis Autoinmune Tipo II (248), las crioglobulinemias
y algunos desérdenes tiroideos (249).

Existen evidencias que apuntan al posible desarrollo de fendmenos autoinmunes asociados a la
infeccion por dengue (24, 27). Estudios recientes mostraron que anticuerpos dirigidos contra la
proteina NSI1 del VD 2 reconocen antigenos en plaquetas y las moléculas ATPasa, PDI (del
inglés protein disulfide isomerase), vimentina, y HSP60 (del inglés heat shock protein)
expresadas en células endoteliales humanas (30, 35). Por otra parte, anticuerpos contra la
proteina E del VD 4, reconocen una region de 20 aminoacidos en el plasmindgeno capaces de
inhibir su forma activa y por tanto afectar la fibrindlisis (250). Existen reportes del desarrollo del
sindrome Guillain Barre debido a la infeccion por VD (24, 27), que plantean que la
amplificacion inmune permite la generacion de anticuerpos de reactividad cruzada y la
desmielinizacion (24, 27).

De modo que tras una infeccion por el virus dengue se podria generar una respuesta humoral
contra antigenos propios y esto podria explicar, al menos en parte, la deteccion de los IC
circulantes en los individuos con manifestaciones clinicas estudiados.

Una vez determinado que el polimorfismo del receptor FcyRIla podria estar implicado tanto en el
fenomeno agudo de la enfermedad por dengue como en la persistencia de manifestaciones
clinicas tras dos afios de haber padecido la enfermedad, nos quedaba conocer qué subclases de
IgG predominaban en la infeccion por dengue y su posible relacion con las variantes

polimorficas del receptor FcyRlIla.
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Objetivo 3 Evaluar si las variantes polimorficas del FcyRIla al determinar las subclases de IgG
con que interactuan, influyen sobre la evolucion clinica de la infeccion por dengue.

IV-3 Subclases de IgG en muestras de suero agudo: FS e IC

En el empefio por comprender la inmunopatogénesis de la infeccion por Dengue, algunos
estudios han sido centrados en la posible correlacion entre la cinética de clases y subclases de Igs
y la severidad de la enfermedad (15, 251, 252).

La figura 10 muestra la sefial de reconocimiento de las diferentes subclases IgG (1-4) en la

fraccion soluble (FS) de los sueros estudiados.
Fig. 10: Representacion de la determinacion de las subclases IgG en la Fraccion soluble (FS) obtenida a

partir del suero de individuos con FHD o FD (Epidemia de dengue2 Santiago de Cuba)
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1- Virus Dengue 1, 2- Virus Dengue 2, 3- Virus Dengue 3, 4-virus Dengue 4 C- Suero control negativo.
Representacion del dot blot para la deteccion de las subclases de igG que predominan en la F.S. Como se observa
solo se encuentra la IgG1 en su forma libre.

Como puede apreciarse, en la FS tanto de individuos con FHD como FD, so6lo se observa un

patron IgGl y un reconocimiento a los cuatro serotipos de dengue. Esto indica que los
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anticuerpos de memoria anti-dengue 1, inducidos en la primo infeccion, fueron capaces de
reconocer determinantes de los serotipos restantes del complejo dengue. Debido a la poca
sensibilidad de la técnica y que la misma es cualitativa no podemos decir que exista un mayor
reconocimiento a uno u otro serotipo o si existen diferencias entre los diferentes cuadros clinicos
en al cantidad e IgG1 producida.

En la fase de IC fueron detectadas las subclases IgG1 e IgG3. La IgG1 mostrd una sefial mas
intensa en ambos cuadros clinicos, lo que podria indicar que es mayoritaria (Figura 11). La IgG3,

en cambio se observa predominantemente en aquellos individuos que describieron un cuadro de
FD.

Fig. 11: Representacion de la determinacion de las subclases IgG en la Fraccion 1.C obtenida a partir del

suero de individuos con FHD o FD (Epidemia de dengue2 Santiago de Cuba)
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Representacion del dot blot para la deteccion de las subclases de IgG que predominan en el IC. Como se observa se
reconocen la IgG1 mayoritariamente y la IgG3.Se representan 18 muestas aplicadas por cuaplicado
Membranal Casos FD (1,2,5, 9) Casos FHD (3,4,6,7,8) Membrana 2 Casos FD (1,2,5, 9) Casos FHD (3,4,6,7,8)
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Encontramos los niveles mayores de inmunocomplejos en los individuos que desarrollaron la
forma no grave de la enfermedad por dengue, la FD. Pensamos que ello podria obedecer a que
los virus presentes en los inmunocomplejos de los individuos de FD estarian neutralizados por
actividad de la subclase IgG3.

Estudios resientes realizados por Shanaka y col en el afio 2009, apoyan nuestra hipdtesis (252).
Estos autores, empleando AcM humanizados y células CV1 transfectadas con receptores FcyR
encontraron que la neutralizacion por las subclases de IgG1, IgG3 e IgG4 aumentaba en células
transfectadas con el receptor Fc de alta afinidad FcyRI y disminuia en aquellas que expresaban el
FcyRIla de baja afinidad. Encontraron ademas que en células Vero, negativas a la expresion de
receptores Fc, los AcM IgG3 mostraron la mayor actividad neutralizante. Estos autores
demostraron que la neutralizacion al virus dengue es modulada, de manera conjunta por la uniéon
del I.C a los receptores Fc y las subclases de IgG que lo forman (252).

En resumen podemos decir que la IgG1 e IgG3 son las subclases mayoritarias en la infeccion
secundaria por dengue, coincidiendo con estudios anteriores donde se han encontrado estas IgGs
predominantemente (15). Teniendo en cuenta la intensidad de la sefial de IgG1 y que en la FS no
se detectd IgG3, IgGl1 es la subclase de IgG mayoritaria encontrada, en ambos cuadros clinicos.
En el estudio referido anteriormente se detectd la Ig libre en el suero, a diferencia de nuestro
estudio, en el que se midieron las Igs libres (FS) y formando los IC. El empleo de la técnica de
ELISA permiti6 detectar y cuantificar los bajos niveles de IgG2 e IgG4 presentes en los sueros
estudiados(15).

El hecho de no haber detectado en nuestro estudio ambas subclases pudiera explicarse por la
menor concentracion de estas en suero ya que el patron de Igs esperado frente a una infeccion
viral, es justamente IgG1 e IgG3, donde se detecta primero la IgG3 y prevalece por lo general la
IgG1 (19). Ello, unido a la baja sensibilidad del sistema de Dotblot, método cualitativo que
posee ademas la caracteristica intrinseca de la subjetividad al hacer la lectura, podria explicar
nuestra discrepancia con los resultados previamente reportados.

Segun la estructura de las inmunoglobulinas IgG2 e IgG4, particularmente sus regiones bisagras
poco flexibles, es menos factible que se hayan unido al virus para formar el IC o al virus
utilizado para sensibilizar la membrana en el ensayo de Dotblot y por tanto, pudieran haber sido

eluidas en un paso de lavado, no siendo detectadas en ningunas de las dos fases.
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La deteccion y cuantificacion de las subclases de IgG en individuos que desarrollan una
infeccion subclinica o asintomatica, permitiria corroborar nuestros resultados.

A partir del analisis de las subclases de IgG en las muestras de los mismos individuos tomadas 5
afios post infeccion (figura 12), se observa un patréon de reconocimiento intenso en la deteccion

de la IgGl.

Fig 12: Representacion de la determinacion de las subclases IgG en en el suero de los individuos
estudiados a los 5 afios de haber padecido la enfermedad por dengue (Epidemia de dengue2 Santiago de

Cuba)

Antigenos VD1 VD2 VD1 VD2 VD1 VD2 VD1 VD2

IgG1 IgG2 IgG3 IgG4

Representacion del dot blot para la deteccion de las subclases de IgG que predominan el suero de los individuos a
los 5 afios de haber padecido la enfermedad por dengue. Como se observa se reconoce solo la IgG1 y al serotipo
primoinfectante.

Este estudio refleja ademas, un reconocimiento mas intenso al serotipo de dengue 1, serotipo
primo-infectante en estos individuos, que al serotipo 2 causante de la ultima infeccion, lo que
concuerda con la teoria del sin antigénico(138).

La integracion de los resultados obtenidos nos permite especular que, siendo las subclases IgG

1 e IgG 3 las inmunoglogulinas que predominan en la infeccion por dengue, aquellos individuos
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cuyo receptor FcyRlIla presenta la forma polimorfica RR, unirian los inmunocomplejos VD-
IgG1/3 transduciendo de manera eficiente la sefal para la formacion del fagolisosoma, con la
consecuente activacion de los mecanismos liticos y, de esta manera la eliminacion de los
inmunocomplejos y con ello el control de la diseminacion viral. Sin embargo, en aquellos
individuos homocigoticos para la histidina (FcyRIla-HH) no se produciria una transduccion
correcta de la sefal para la eliminacion del inmunomplejo en el fagolisosoma, por lo que el virus
podria escapar del inmunocomplejo al citosol, integrarse al complejo replicativo de la célula,
aumentando asi la progenie viral y con ello la infeccion mediante el mecanismo de ADA,
pudiendo ocasionar el cuadro severo. El estudio del mecanismo de transduccion de sefiales a
través del FcyRIla en monocitos de individuos con polimorfismo HH y RR contribuiria a
confirmar la hipétesis planteada.

Las manifestaciones que persisten tras la infeccion por dengue, detectadas dos afios después de la
infeccion, parecen indicar que en estos individuos se podria estar produciendo fenomenos de tipo
inmunopatolégicos y que los mismos podrian estar asociados al polimorfismo del Fcy Rlla. Es
atractivo especular que la deteccion de altos titulos de IgG e ICC en suero pudiera deberse a la
existencia de clones de células B de memorias, generadas durante la infeccion contra las
proteinas virales E y NS1, que poseen reactividad cruzada contra estructuras propias y que estan
siendo activados.

Esta estimulacion constante conllevaria a la produccion de anticuerpos y formacion de IC que, al
interactuar con la variante del receptor FcyRIla-H/H, estimulan en los macréfagos la liberacion
de citoquinas proinflamatorias como IL-1 y TNFa. Estos mediadores estimulan la produccion,
por parte del higado, de proteinas como la PCr, acentuando de esta manera, la existencia de un
proceso inflamatorio. Los IC, al no poder ser eliminados, permanecerian en la circulacion y se
depositarian en los tejidos lo que explicaria los sintomas clinicos detectados a los dos afios de
haber padecido la enfermedad. Obviamente, estudios adicionales son necesarios para confirmar

(o rechazar) la especulacion realizada.

93



V. CONCLUSIONES



Polimorfismo del Receptor FcyRIIa . Influencias en la patogénesis y en la evolucion de la infeccion por dengue.

CAPITULO V. CONCLUSIONES

1. La variante homocigoética para la arginina RR, que resulté predominante en la poblacion
normal, se asocio a proteccion contra el desarrollo de la FHD; en cambio, la variante HH se

relaciono con susceptibilidad al desarrollo de la enfermedad.

2. Las manifestaciones clinicas detectadas dos afnos después de la infeccion por virus dengue
se asociaron a la variante polimorfica del gen FcyRIla-HH y a altos titulos de IgG anti

dengue.

3. En la infeccion por el virus dengue hay un incremento selectivo de anticuerpos IgG de las
subclases 1gG1 e IgG3, de mayor afinidad de union por la variante polimoérfica del gen
FcyRIIa-RR, lo cual sugiere la activacion de mecanismos intracelulares que controlarian la

diseminacion viral.
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CAPITULO VI. RECOMENDACIONES
1. Determinar el polimorfismo asociado a otros receptores Fc y sus implicaciones en la
infeccion por dengue.

2. Discernir los posibles mecanismos de internalizacion y procesamiento de los ICs asociado a

las diferentes variantes polimorficas de los receptores Fc.

3. Identificar autoantigenos dianas de la respuesta inducida tras la infeccion por dengue.
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CAPITULO IX. ANEXOS

Anexo 1

{

INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL I P(
“PEDRO KOURI”

Ministerio de Salud Publica

PEDRO KOURI INSTITUTE
InsTiTUTO
Pedro Kouri

PROJECT: “Fey receptor Ila polymorphism in Dengue Fever, Dengue Hemorrhagic Fever and
Asymptomatic Dengue infection”

INSTITUTIONAL ETHICAL COMMITTEE

To: World Health Organization. Research Ethics Review Committee (ERC)

We are stating that:

“The Institutional Ethical Committee of the Institute for Tropical Medicine “Pedro Kouri™ has
been informed about the ERC memorandum in relation with the project ID A 50225 entitled
“Fey receptor Ila polymorphism in Dengue Fever, Dengue Hemorrhagic Fever and
Asymptomatic Dengue infection”.

- The Institutional Ethical Committee of the Institute for Tropical Medicine “Pedro Kouri”
agrees with the criticisms and recommendations made by the World Health Organization.
Research Ethics Review Committee to the project.

- The Institutional Ethical Committee of the Institute for Tropical Medicine “Pedro Kouri”
encourages to the investigators of the project ID A 50225 to respect and carry out all the
suggestions made by the WHO ERC.

- The investigators of the project ID A 50225 have sent to the Institutional Ethical Committee
of the Institute for Tropical Medicine “Pedro Kouri” the necessary documents including the
informed consent forms (The original with the annex regarding the storage of DNA for future
dengue genetic studies, and the newly prepared ICF for future participants and controls, which
already include the items related to the DNA storage and description of the studies for which it
will be used).

Havana City, April 9, 2007

rlos Ferniandez

ra
Lic. Tieana Valdés

Te!éfqno .(.537) _202 0430 al.40 (pizarra) Teléfono (537) 202 0633; Fax: (537) 204 6051 Telex: 51 1902 CUIPK y 51 2341 CUIPK
E-mail: ciipk@ipk.sld.cu, Direccién: Autopista Novia del Mediodia Km. 6 %2, Ciudad Habana, Cuba, P.O. Box: 601 Marianao 13
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/ World Health Research Ethics Review Committee
#Y Organization (WHO ERC)

20, AVENUE APPIA— CH-1211 GENEVA 27 — SWITZERLAND = HTTP://INTRANET.WHO.INT/HOMES/RPCIERC — HTTP:/WWW.IWHO.INT/RPCIRESEARCH_ETHICS

WHO ERC
Memorandum - ERC Approval of A55025

Protocol ID: A50225

Protocol Title: Fcy receptor Ila polymorphism in dengue fever, dengue hemorrhagic fever and asymptomatic
dengue infection.

Responsible Officer: Kroeger, A

Responsible Unit: CDS/TDR

This research project was conditionally approved on 17" March 2006. It was put on hold by the ERC on
20™ March 2007, due to the fact that the P had started recruitment without a final approval from the ERC,
and without adequate informed consent forms. Through a memo to the technical unit, the ERC further
asked the PI to submit plans for re-consenting those that had already been recruited and to prepare new
informed consent forms for fresh recruitments. Additionally the PI was asked to incorporate into the
protocol, the amendments that were agreed upon (Ref ERC memo dated 29™ March 2007).

The ERC has now received an adequate response from the PI to the above mentioned memo, the revised
informed consent forms and also forms for re-consenting recruited participants for storage of their blood
samples. The Committee is now satisfied with the process, and approves the continuation of the project,
using the new and revised informed consent forms. It requests the PI to submit the amended research
protocol to the secretariat.

Chairperson ....

P

NOTE

Any changes to the proposal or to the attachments (informed consent/ questionnaires etc.) should be approved by ERC before being
implemented.

This approval is valid for a period of one year only.

Please rcSL‘LbrmTt: E&Wposa] for a Continuing Review at least 2 months before the next re-approval period.

r

Séc gt _Page 1/1 Date: 17.04.2007 |
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Anexo 3
CONSENTIMIENTO INFORMADO
para participar en la investigacion
“Estudio de la variabilidad genética asociada a la infeccion por dengue en Cuba”

Los Estudios internacionales mas recientes afirman que algunas personas presentan mayor riesgo para
padecer enfermedades infecciosas, y que ese incremento en el riesgo puede estar relacionado con sus
caracteristicas genéticas.

El Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK) y el Centro Nacional de Genética Medica de Cuba
(CNGM) estan realizando una investigacion que tiene el propodsito de estudiar el riesgo en algunas
personas a padecer dengue o dengue hemorragico. Nos proponemos compara los genes entre personas que
sufrieron dengue y dengue severo o que se enfermaron sin padecer sintomas. Toda la informacion que
podamos obtener relacionada con los factores involucrados en el desarrollo del dengue severo, serd muy
util para desarrollar estrategias que contribuyan a prevenir tempranamente la enfermedad severa.

Ud esta siendo entrevistado para participar en este proyecto. Su participacion es completamente
voluntaria. Antes de tomar una decision, sobre su participacion lea cuidadosamente las siguientes
informaciones que le hablaran sobre que UD debe esperar. No tendrd que pagar por su participacion. Por
favor, pregunte si no entiende alglin aspecto. Ud debe conocer que si decide no ser voluntario, podré
elegir y recibir cuidados médicos y tratamientos en nuestro centro de salud, IPK y CNGM.

Cuadl seria su participacion en el estudio?

En primer lugar necesitamos algunos datos relacionados con las enfermedades que Ud padece y si ha sido
diagnosticado en algin momento con Dengue o Dengue hemorragico.

Este estudio necesita ademds de una muestra de 15 ml de sangre la cual serd extraida segin los
procedimientos normales y con todas las medidas adecuadas para que no constituya riesgo para su salud.
Esta muestra de sangre sera utilizada para los estudios que le hemos mencionado sobre sus caracteristicas
genéticas en particular para el riesgo de estas enfermedades.

La informacion que obtendremos de estos estudios no serd revelada a persona alguna y solo seran de valor
para el desarrollo de futuras estrategias de prevencion y tratamiento de la enfermedad.

Sus datos de identidad seran confidenciales.

Los investigadores participantes en este estudio no obtendran ventajas econdmicas de sus resultados.

Yo vecino

de

b
en uso de mis facultades y comprendiendo las razones explicadas estoy dispuesto a participar en esta
investigacion.

Fecha Firma del participante Firma del

Meédico:

Por este medio doy mi consentimiento para que parte de estos estudios de comparacion de genes entre
personas que sufrieron dengue y dengue severo, o que se enfermaron sin padecer los sintomas, sean
realizados en instituciones extranjeras por la persona responsable del estudio en Cuba .

Yo vecino de en uso de mis
facultades y comprendiendo las razones explicadas estoy dispuesto a participar en esta investigacion.

Firma del participante Firma de Médico
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“Estudio de la variabilidad genética asociada a la infeccion por dengue en Cuba”

Fecha de la visita: FD Asint

ID Muestra Afio de infeccion

ID Institucional

1.Informacion general del paciente
2 do Apellido ler Apellido Nombre
Iniciales Raza
blanco negro mestizo
Direccion de la casa
Lugar de Nacimiento
Fecha de Nacimiento
Sexo: Masculino
edad: Anos

Femenino

Enfermedades crénicas

Historia anterior de Fiebre dengue o Fiebr

Dengue Hemorragica

Nombre y firma del entrevistado.
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Anexo 4

MINISTERIO DE SALUD PUBLICA. DIRECCION NACIONAL DE EPIDEMIOLOGIA.
INSTITUTO DE MEDICINA TROPICAL “PEDRO KOUR{”

HISTORIA EPIDEMIOLOGICA PARA CASO DE FIEBRE DEL DENGUE.

NOMBRE Y APELLIDOS:

EDAD: . SEXO: COLOR DE LA PIEL: . NO DE CARNET IDENTIDAD

DIRECCION PARTICULAR:

No PERSONAS EN LA CASA

LUGAR DE NACIMIENTO

AREA DE SALUD: CONSULTORIO:

DIRECCION:

ANTECEDENTES PATOLOGICOS PERSONALES:

HA PRESENTADO RECIENTEMENTE SINTOMAS DE DOLOR DE CABEZA, MALESTAR GENERAL, Y

FIEBRE. OTROS ANTECEDENTES CUANDO
DENGUE ANTERIOR NO SI (ESPECIFICAR FECHA).
ALGUIEN HA TENIDO FIEBRE EN CASA SI NO FECHA -

ALGUN CONVIVENTE HA ESTADO ENFERMO EN LA CASA DURANTE ESTE EVENTO
OTROS DATOS DE INTERES A SENALAR: HA DONADO SANGRE RECIENTEMENTE FECHA

DONDE

HA VIAJADO RECIENTEMENTE AL EXTERIORY/O INTERIOR DEL PAIS.

FECHA CONFECCION:

NOMBRE DEL ENCUESTADOR:

LA PERSONA EN ESTUDIO SERA INFORMADA OPORTUNAMENTE DE LOS RESULTADOS DE LA
INVESTIGACION. ESTA LE REPORTARA SI HA PADECIDO O NO DE DENGUE. ESTA INFORMACION,
SERA DE UTILIDAD PARA EL MANEJO CLINICO DE LA PERSONA, SI SUFRIERA UNA NUEVA
INFECCION POR DENGUE EN UN FUTURO.
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Anexo 5

Nombres y Apellidos:

Municipio:

FD

FHD

Teléfono

Sintomas

Mesl

Mes3

Mes 6

lano

Actulamente

Astenia

Anorexia

Cefalea

Dolor Retrocular

Artralgias

Mialgias

Malestar general

Diarreas

Vomitos

Nauseas

Mareos

Prurito

Sangramiento Vaginal

Gingivorragia

Irritabilidad

Insomnio

Pérdida de memoria

Caida del cabello

Trastornos menstruales

Palpitaciones

Empeoramiento de
artropatias cronicas

Debilidad en las manos

Aumento de la frecuenci
coblicos nefriticos

Avidez exagerada por
alimentos dulces

Catarros frecuentes

Otros (especificar)
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Anexo 6
Datos sobre el paciente:
APP: si ha tenido en el pasado o actualmente algin trastorno psicoldgico por lo que haya requerido
atencion especializada y/o tratamiento. Cual fue el diagndstico?
APF: familiares con igual situacion.
Guia de observacién estructurada:

I.Porte y aspecto del paciente:

a) Bueno
b) Malo
c) Regular
II. Actividad motora:
a) Se mueve de forma inquieta
b) Esta quieto la mayor parte del tiempo
c) Flucttia entre ambas posiciones

II1. Actividad verbal :

a) su forma de hablar es anormalmente rapida

b) su forma de hablar es anormalmente lenta

c) su forma de hablar se equilibra entre lente y rapida normalmente
d) el volumen de su voz es muy alto

e) el volumen de su voz es muy bajo

) el volumen de su voz se equilibra entre alto y bajo normalmente

IV .Estado de alerta:

a) se manifiesta normalmente alerta y atento
b) se manifiesta ligeramente somnoliento y poco atento
c) se manifiesta anormalmente distraido y poco atento

V. Estado de animo y afectos:
a) su estado animico es constante y apropiado a la situacion
b) su estado animico fluctaa entre el jibilo y la tristeza anormalmente

VI. Procesos cognoscitivos:
La respuesta a las preguntas dan sefiales de:

a) dificultad o incapacidad para orientarse en el tema de lo preguntado
b) dificultad o incapacidad para recordar fechas o datos
c) adecuada capacidad de orientarse y recordar datos acorde al tema

VII. Actitud ante la entrevista:

a) se muestra hostil

b) se muestra evasivo

C) se muestra dramatico

d) se muestra dispuesto y cooperador

VIII. Comentarios:
Impresion que causo el paciente en el entrevistador:
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