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Como documento para la defensa del grado de Doctor en Ciencias, se presenta la
recopilacion de las publicaciones de la autora en el tema de dengue durante el periodo
1979-2007 y su curriculum vitae (CV). Con el &nimo de facilitar la comprension y lectura
de la obra, adjuntamos el presente resumen que incluye los principales resultados
obtenidos.

Las publicaciones abordan como tematicas fundamentales: a) La caracterizacion de tres
epidemias de dengue ocurridas en nuestro pais en el periodo 1981-2002 asi como los
estudios clinico-epidemioldgicos y virologicos con relacion a las mismas b) Los estudios de
factores de riesgo de desarrollo de la Fiebre Hemorragica del Dengue/Sindrome de Choque
del Dengue (FHD/SCD) c) La caracterizacion del agente etiologico aislado en dichas
epidemias d) El desarrollo de métodos de diagnostico e) Las actividades realizadas con
relacion a la vigilancia de laboratorio desarrollada en Cuba asi como las actividades de
referencia regional f) Las investigaciones encaminadas a la obtencion de una vacuna
cubana contra este agente.

Los resultados obtenidos se recopilan en mas de 200 publicaciones cientificas y reportes
cortos asi como en 79 tesis (diploma, maestria y doctorado). Estos estudios han dado lugar
a 14 Logros Nacionales de la Ciencia en el tema dengue (en 4 de ellos autor principal), un
premio CITMA a la investigacion de mayor impacto social (segundo autor), varios premios
provinciales y 5 nacionales en el Forum de Ciencia y Técnica (en 2 de ellos autor
principal), 10 premios al Mejor Trabajo Cientifico del MINSAP a nivel central y nacional
(4 de autor principal), numerosas presentaciones en congresos nacionales e internacionales
a través de trabajos libres, mesas redondas y conferencias y a mas de 30 proyectos de

investigacion con financiamiento nacional y externo.



Entre otras actividades desarrolladas por la autora en estos afios muy ligadas a la
investigacion cientifica, se destacan la docencia, las asesorias en Cuba y en el exterior y la
participacion en comités de expertos nacionales e internacionales asi como la direccién
cientifica del grupo de dengue y del proyecto nacional para la obtencién de una vacuna
cubana contra este agente. Asi mismo, como responsable de la vigilancia de laboratorio de
dengue en el IPK, ha participado activamente en el establecimiento de las pautas de la
vigilancia a escala nacional.

Las investigaciones realizadas y dirigidas por ella, forman parte de varios proyectos de
investigacion nacionales e internacionales y han permitido la formacion de un grupo de
especialistas y particularmente de diplomantes, médicos microbiologos, maestros en
diferentes especialidades y doctores en ciencia.

Los resultados cientificos, de importancia e impacto a escala nacional e internacional, han
brindado nuevo conocimiento en el campo del dengue y han contribuido a elevar el
reconocimiento mundial de los logros cientificos de nuestro pais.

Las actividades dirigidas por la autora han influido positivamente en la reciente nominacion
del Centro Colaborador de la OPS/OMS para el Estudio del Dengue y su Vector del cual es
su directora y a la re-nominacién por tercera vez del Centro Colaborador de la OPS/OMS
para el Estudio de las Enfermedades Viricas del cual fue su directora hasta el afio 2006.
Debe destacarse que la revista norteamericana Science, en el marco de las actividades por el
125 aniversario de la misma 'y con el objetivo de destacar el desarrollo de la ciencia a escala
mundial, selecciono en el afio 2005 a la autora entre 12 cientificos a escala mundial, para
escribir y publicar su biografia cientifica.

Nota: En cada acapite de este resumen se citan algunas de las publicaciones donde estos

resultados han sido reportados.



1. Actualizacion del tema

La Fiebre del Dengue (FD) y su forma severa, la Fiebre Hemorragica del Dengue/Sindrome
de Choque del Dengue (FHD/SCD) constituye un problema creciente de salud en el mundo
tropical y subtropical. EI dengue se ha reconocido en mas de 100 paises. Se estima que
anualmente se producen entre 50-100 millones de casos de FD y varios miles de casos de
FHD/SCD. La enfermedad es endémica en las Ameéricas, Sudeste Asiatico, Pacifico
Occidental y Africa (1-4).

El incremento en la densidad y distribucion geografica del vector y en la transmision del
agente son los factores directamente responsables de la emergencia y re-emergencia de la
entidad. El crecimiento sin precedentes de la poblacion, la urbanizacion no planificada, el
inadecuado e insuficiente suministro de agua, el deterioro de los sistemas de salud y de los
programas de control del vector unidos a los cambios climéticos y la variacion genética del
agente son factores de gran importancia en la emergencia del dengue (5-13).

El dengue se transmite al hombre a través de la picada del mosquito Aedes aegypti. Cuatro
virus, los serotipos dengue 1, 2, 3y 4 (Den 1-4), clasificados en un complejo antigénico del
género flavivirus de la familia flaviviridae son los agentes etioldgicos de esta enfermedad.
Estos agentes, de 40-50 nm de diametro tienen una envoltura lipidica y estan constituidos
por una cadena simple de ARN de polaridad positiva el cual codifica para tres proteinas
estructurales (capside, C, membrana, M, y envoltura, E) y para 7 proteinas no estructurales
(NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b, NS5) (14-16).

La mayoria de las infecciones son asintomaticas o con manifestaciones clinicas muy ligeras
caracterizadas por fiebre indiferenciada con o sin erupcion principalmente en nifios y
menores de un afio. Los nifios mayorcitos y los adultos pueden desarrollar una enfermedad

febril ligera o el cuadro tipico de la FD caracterizada por fiebre elevada, cefalea severa,



mialgia, artralgia, dolor retro-orbital y erupcién maculopapular. Algunos pacientes
muestran petequias, equimosis 0 una prueba del torniquete positiva. En algunos casos
puede observarse trombocitopenia (17-22).

La extravasacion de liquido es el hecho patofisiolégico principal de la FHD/SCD vy lo
diferencia de la FD. La FHD/SCD se caracteriza por fiebre elevada, sangramientos,
trombocitopenia con menos de 100,000 plaquetas/ml y hemoconcentracion (incremento del
hematocrito en mas del 20%). Después de 3-4 dias de comienzo de la fiebre pueden
observarse petequias, equimosis, epistaxis, hemorragia gingival y gastrointestinal. Son
comunes la efusion pleural, ascitis e hiponatremia. Algunos pacientes evolucionan al fallo
circulatorio (choque por dengue) presentando pulso debil y rapido, estrechamiento de la
presion del pulso o hipotension, piel fria y sudorosa y estado mental alterado (17,22).
Aungue no hay un tratamiento antiviral especifico, los pacientes usualmente se recuperan
despues de una terapéutica de soporte temprana con fluidos y electrolitos.

Una vez que un individuo es infectado, se produce un periodo de incubacién intrinseca de
aproximadamente 7-10 dias. El virus estd presente en la sangre dos a tres dias antes del
comienzo de la fiebre hasta 5-6 dias después. En este periodo, puede realizarse el
aislamiento viral utilizando cultivos celulares de células de mosquito Aedes albopictus
(C636) o Aedes pseudoscutellaris (AP61) los cuales se inoculan con el suero del paciente.
La técnica de inmunofluorescencia indirecta utilizando anticuerpos monoclonales
especificos de serotipo permite la identificacion viral (23,24). La técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa (RCP) y mas recientemente la RCP en tiempo real, permiten la
deteccion del genoma viral, su identificacion en serotipos y cuantificacion en suero, tejidos,

larvas, mosquitos adultos o sobrenadante de cultivos celulares infectados (23-28).



Para el diagndstico seroldgico se emplean principalmente los métodos inmunoenzimaticos
que permiten la deteccion de anticuerpos IgM e IgG antidengue. La deteccion de
anticuerpos IgM antidengue (sugestivos de una infeccion reciente), la deteccién de niveles
elevados de inmunoglobulinas totales o de anticuerpos 1gG en monosueros y la
seroconversion o incremento en 4 veces o mas del titulo de anticuerpos IgG antidengue en
sueros pareados permiten el diagnostico serolégico del dengue (23,24,29).

El dengue hemorrégico (DH) ocurre como consecuencia de un mecanismo complejo donde
el virus, el hombre y su respuesta inmune interactian conduciendo a la enfermedad severa
en un 2-4% de los individuos con una infeccion secundaria. Las personas infectadas con un
serotipo mantienen una inmunidad protectora casi de por vida a la infeccién con el virus
homélogo, pero la inmunidad heterdloga es de corta duracion (30). Se ha propuesto que los
anticuerpos neutralizantes modulan la severidad de la enfermedad. Durante una segunda
infeccion con un serotipo diferente, la presencia de bajas cantidades de anticuerpos
neutralizantes heterotipicos pudiera modular la infeccion y prevenir la forma severa de la
enfermedad, por el contrario cuando no estan presentes los anticuerpos neutralizantes, los
anticuerpos heterdlogos no neutralizantes forman inmunocomplejos con el virus los cuales
infectan células fagociticas con una eficiencia elevada y consecuentemente un mayor
ndmero de células se infectan (fendbmeno de amplificacion dependiente de anticuerpos,
ADA) (1,31-35). La respuesta de células T parece también jugar un papel importante. Se ha
demostrado que después de una infeccion por dengue se producen linfocitos T de memoria
serotipo-especifico y serotipo-cruzado y se hipotetiza que durante una infeccidn secundaria,
se produce una activacion de celulas T en su interaccién con los monocitos infectados.
Observaciones recientes indican que en el curso del dengue hemorrégico, se produce una

activacion masiva de las células T, fendbmeno que pudiera explicar total o parcialmente el



mecanismo de aumento de la permeabilidad vascular y los trastornos de la coagulacion
debido a la liberacion de citoquinas y mediadores quimicos por la activacion de células Ty
los monocitos infectados. Este fendmeno podria explicar la presencia de choque y el
sangramiento en el curso de la enfermedad (36-41). Varios autores han planteado que la
transicion de una respuesta celular de tipo TH1 a TH2 caracteriza la forma severa de la
enfermedad (42). Recientemente se ha observado la produccion de células T con una
afinidad baja frente al segundo virus infectante y una afinidad mas elevada hacia el serotipo
que produjo la infeccion primaria. Este fendmeno pudiera ser consecuencia del fenémeno
del pecado original. Sin embargo, como explicacion alternativa, se ha propuesto que la
elevada carga antigénica asociada con el fenomeno de la inmunoamplificacion en el curso
de una segunda infeccion viral puede conducir a las células T de elevada afinidad a la
apoptosis, lo que aumentaria la frecuencia de células de baja afinidad (43). Una respuesta
inapropiada de las células T pudiera contribuir a la inmunopatologia, conduciendo a una
baja eliminacion del virus.

Existen evidencias de que en este proceso se produce una activacion masiva del
complemento, mecanismo que pudiera explicar la salida de plasma y el desarrollo de las
manifestaciones hemorragicas (38-41,44). Es probable que el sistema del complemento se
active a través de los inmuno-complejos virus-anticuerpo y/o a traves de varias citoquinas,
conduciendo a la liberacion de C3a y Cb5a, que tienen efectos directos en el incremento de
la permeabilidad vascular.

Evidencias actuales sugieren que auto-anticuerpos dirigidos contra las proteinas E y NS1
virales pudieran resultar en una disfuncion de las plaquetas y las células endoteliales
favoreciendo la trombocitopenia, el sangramiento y el incremento en la permeabilidad

vascular y de ahi la severidad de la enfermedad (40, 45).



El avance del conocimiento mundial y el acceso a las nuevas tecnologias, estan permitiendo
profundizar mas en los mecanismos moleculares que se desarrollan en los primeros
momentos de la infeccion, a partir de la inoculacion del virus por el mosquito.
Aparentemente el virus inoculado interactda inicialmente con las células dendriticas de la
piel las que procesan el antigeno y lo presentan a las células T para el desarrollo posterior
de la inmunidad adaptativa. En este contexto el papel de la inmunidad innata en general y
particularmente de las células dendriticas, las células NK (Natural Killer del inglés) y el
sistema del interferon parecen jugar un papel definitivo en la infeccion y de su resultado
final (infeccion asintomatica, la FD o la FHD/SCD). Reportes recientes confirman que el
virus a través de al menos dos de sus proteinas no estructurales (NS2a y NS4b), puede
bloquear el estado antiviral producido por los interferones alfa y beta como una estrategia
viral de evasion al sistema inmune (46-48).

En el desarrollo del cuadro severo de la enfermedad, las caracteristicas del virus también
son de importancia (49,50). Se han reportado cepas de dengue y particularmente genotipos
con potencial para causar FHD. Leitmeyer y cols. sugirieron que las cepas de Den 2,
pertenecientes al genotipo asiatico, estan asociadas al desarrollo de la enfermedad severa a
diferencia de las cepas de este mismo serotipo pertenecientes al genotipo americano (51).
Este grupo ha identificado mutaciones en el genoma del dengue que estan asociadas a los
cambios en la virulencia. Mas recientemente, se ha observado que las cepas de virus Den 2
del genotipo americano muestran una capacidad de replicacion disminuida en macrofagos
y células dendriticas humanas asi como una capacidad disminuida de infectar y diseminarse
en mosquitos Aedes aegypti (52-54).

La prevencion de la enfermedad depende del control del vector debido a que no existe en la

actualidad una vacuna disponible (1). Una vacuna debe brindar inmunidad protectora de
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larga duracion frente a los cuatro serotipos del virus para evitar el fendmeno de ADA. La
ausencia de un modelo animal, el pobre conocimiento de la patogenia de la enfermedad vy el
escaso financiamiento para las investigaciones son factores que han influido negativamente
en el desarrollo de una vacuna contra el dengue (55-59).

Actualmente existen varios candidatos vacunales en fase preclinica y clinica. Los mismos
siguen las siguientes estrategias: a) vacunas atenuadas por via convencional b) vacunas
quiméricas c¢) vacunas recombinantes de subunidad expresadas en levadura, E. Coli,
baculovirus y vaccinia d) vacunas de ADN. La vacunas tetravalente viva atenuadas
desarrolladas por la Universidad de Tailandia (licenciada por Sanofi Pasteur) y por el
Instituto de Investigacion del Ejercito Walter Reed, WRAIR (licenciada por Glaxo Smith
Kline, GSK) y la vacuna quimérica de Fiebre amarilla/dengue desarrollada por
Acambis/Sanofi Pasteur son posiblemente las que se encuentran en etapas mas avanzadas
de desarrollo. Las primeras se encuentran en fase | y 1l y la segunda se encuentra en fase 11
(55-59). Recientemente ha surgido “La Iniciativa de la Vacuna de Dengue para la Infancia”

(PDVI, del inglés, Pediatric Dengue Vaccine Initiative) con el objetivo de buscar fondos

que permitan agilizar las investigaciones y acortar el intervalo de desarrollo y aplicacion de
una vacuna segura para la infancia (60).

Hasta tanto se cuente con una vacuna segura, el control del vector serd la Unica forma de
disminuir la transmision del dengue. La vigilancia integrada (vigilancia ambiental,
vectorial, clinico epidemiolégica con soporte de laboratorio) unido a una estrategia de
control del vector donde la participacion de la comunidad y la participacion intersectorial
son cruciales, es la estrategia actual propuesta por las principales organizaciones

internacionales para lograr el control efectivo del dengue (61-68).
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La situacion actual del dengue en la region de las Américas recuerda a la del sudeste
Asiatico. Durante las ultimas tres décadas del siglo XX, se observé un incremento en la
densidad del vector, la co-circulacion de varios serotipos, la endemicidad por FHD en
muchos paises y el incremento de la actividad de dengue. La region de las Américas
evoluciond de una situacion no endémica o hipoendémica a la hiperendemicidad. De un
patron caracterizado por epidemias a intervalos largos y circulacion transitoria del virus
evoluciond a un patron caracterizado por epidemias anuales en diferentes localidades y co-
circulacion viral (1,69-71). Entre los eventos de mayor importancia ocurridos en la region
de las Américas en esta etapa se destacan la pandemia de Den 1 en 1977, el dltimo
aislamiento del virus Den 3 en 1977-1978 y su reintroduccion en 1994 despues de 17 afios
de ausencia, la primera epidemia de FHD/SCD ocurrida en Cuba en el afio 1981, la
introduccion del serotipo 4 en la region en ese mismo afio, la introduccion del mosquito
Aedes albopictus en 1985, la segunda epidemia de FHD ocurrida en Venezuela en 1989 y la
expansion del mosquito Aedes aegypti acompafado de la hiperendemicidad viral con co-
circulacion de mdaltiples virus y endemicidad de la FHD (72-79).

En el 2002 (afio de mayor numero de reporte de casos en la region de las Américas), se
notificaron 1 019 196 enfermos con mas de 14 000 casos de FHD/SCD y 225 fallecidos.
Estas cifras, las mayores reportadas en esta region, representan un incremento de 282 210
casos de FD y 5012 de FHD cuando se comparan al afio 1998, afio con las mayores cifras
reportadas con anterioridad. La relacion FHD/FD se increment6 de 0.9 en 1980 a 20.4 en el
afio 2000 (1, 69). Finalmente en el periodo 2001-2005 se reportaron aproximadamente 2
879 926 casos clinicos de dengue con 65 235 casos de FHD y 789 fallecidos. Mas de 30

paises reportaron actividad de dengue y varios co-circulacién de varios serotipos (80).
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2. Descripcion y estudio de las epidemias de Dengue y Dengue Hemorragico ocurridas
en Cuba en el periodo 1981-2002

En nuestro pais existen reportes de varias epidemias tipo dengue en el siglo X1X (81-83).
En 1945, se notifico un brote en la Habana no reportandose de nuevo la enfermedad clinica
hasta el afio 1977 cuando se produce una epidemia de FD causada por el virus Den 1
durante la cual se documento casi medio millon de enfermos de todo el pais. Estudios sero-
epidemioldgicos realizados con anterioridad (1975) y posterioridad (1978) a esta epidemia,
mostraron que de una cifra de 2.6% personas inmunes a dengue en 1975, se pasé a una cifra
de 44.46% lo que evidencio la elevada circulacion de este virus en los afios 1977 y 1978
(84,85).

En el periodo de 1981 a 2002 han ocurrido tres epidemias de dengue hemorragico. La
epidemia de 1981 durante la cual se reportaron 344 303 casos, de ellos 10 312 graves y
muy graves y 158 fallecidos (101 nifios y 57 adultos), la epidemia de Santiago de Cuba en
1997 con 3 012 casos confirmados seroldgicamente, 205 pacientes (todos adultos)
clasificados como FHD/SCD de ellos 12 fallecidos y la de 2001-2002 con 14 443 casos
confirmados (de ellos, 12 889 en Ciudad de la Habana), 81 de FHD/SCD y 3 fallecidos
(86-92).

Los estudios realizados en estas tres situaciones permitieron:

1. Identificar como virus Den 2 al agente etiologico de la epidemia de 1981. El
aislamiento de este virus en muestras de casos clinicamente sospechosos de FHD y
en visceras de fallecidos permitieron confirmar que estdbamos en presencia de una
epidemia de DH, la primera ocurrida en nuestra region.

2. Confirmar, la presencia de virus Den 2 en el municipio de Santiago de Cuba,

después de 16 afios sin circulacion de dengue en Cuba.
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3. Deteccion temprana de la transmision de virus Den 2 (1997) y virus Den 3 (2001-
2002) y alerta a las autoridades de salud.

4. Identificar la entrada de un nuevo serotipo (Den 3) para el cual toda la poblacién
cubana era susceptible (epidemia de 2001-2002)

5. Descripcion del cuadro clinico de la enfermedad en pacientes de FD y FHD con un
diagnostico confirmado de dengue.

6. Confirmar la transmisién viral en nuevas zonas del pais durante las epidemias de
1981 y 2001-2002 y la no extension del dengue fuera del municipio de Santiago de
Cuba durante la epidemia de 1997.

7. Confirmar el cese de la transmision en cada una de estas situaciones
epidemioldgicas.

8. Establecimiento de los criterios de casos y de las pautas de la vigilancia de
laboratorio en cada etapa.

9. Aislamiento de un nimero de cepas virales (de casos de FD y FHD y colectadas en
varios momentos en el transcurso de las epidemias) necesarias para estudios
posteriores.

3. Datos de interés en cuanto a la clinica del Dengue Hemorragico en Cuba.
Tres hechos novedosos han acompariado al DH en Cuba:

1. La epidemia de 1981, representd un hecho nuevo en la historia del dengue en la
region de las Américas y del mundo. Con anterioridad, la FHD/SCD so6lo se habia
reportado en forma epidémica en el sudeste Asiatico y el Pacifico Occidental y
principalmente en nifios. En nuestra region antes de 1981, s6lo 60 casos se habian
notificado, la mayoria sin confirmacion de laboratorio. Es en la epidemia cubana de

1981 donde se demuestra por primera vez la forma severa de la enfermedad en un
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area geografica diferente a las endémicas (sudeste Asiatico y el Pacifico Occidental)
y donde a su vez se demuestra por primera vez el DH en forma epidémica en el
adulto (1,4,17,69,71,91,93,94).

La epidemia de 1997, demuestra también por primera vez otro hecho novedoso: la
presencia de casos de FHD/SCD en adultos que sufren su segunda infeccién por
dengue después de casi 20 afios de la infeccion primaria. Este hecho afiade una
nueva dimension al problema ya que hasta ese momento se consideraba que el
riesgo de desarrollo de DH se enmarcaba en los primeros 5-6 afios después de la
infeccion primaria por dengue (90,91,95-97).

La epidemia del 2001-2002 también presenta otro hecho novedoso: por primera vez
se observa la transmision de Den 3 en nuestro pais y se demuestra también que es
posible que se produzcan casos de FHD/SCD (de nuevo en adultos)
secundariamente infectados por el virus Den 3 después de 20 a 24 afios de la
infeccion primaria (Den 1 o Den 2). Aln mas, se demuestra la presencia por primera
vez de casos de FHD/SCD en pacientes que sufren una infeccidn terciaria por
dengue. Hasta ese momento se consideraba que una tercera infeccion conducia en la

mayoria de los casos a infecciones inaparentes o muy ligeras (4,87,95,98).

Estos tres hechos, hacen que la descripcion de los aspectos clinicos observados en los

pacientes de FH D/SCD sea de gran interés, primero para determinar si el cuadro

clinico observado en los nifios con FHD/SCD en Cuba en 1981 era similar al reportado en

las &reas endémicas hasta aquel momento y segundo para describir por primera vez el

cuadro clinico del DH en el adulto y comparar el mismo en individuos con una infeccion

secundaria ocurrida a diferentes intervalos de la infeccion primaria e incluso producida por

diferentes serotipos virales.
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Con tal fin se estudiaron varios grupos de pacientes (nifios y adultos) con un diagnostico
clinico de FHD/SCD (de evolucion satisfactoria y fallecidos) procedentes de las tres
epidemias. La presencia de anticuerpos neutralizantes a virus Den 2 en los pacientes de
evolucion satisfactoria de la epidemia de 1981, el aislamiento viral y deteccion de
antigeno de virus Den 2 o su acido nucleico en muestras de tejidos en el 34.7% de 23
fallecidos en 1981 y la deteccion de los anticuerpos IgM a dengue en sueros colectados en
los primeros 5-6 dias de la fiebre en los pacientes de las epidemias de 1997 y 2001-2002
permitié confirmar el diagnostico clinico en los mismos. La infeccion secundaria se
confirmo en la mayoria de los casos estudiados (4,86,88,89,95,97-105). La tabla 1 resume

algunos de los principales hallazgos clinicos reportados en los pacientes estudiados.
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Tabla 1. Algunos hallazgos clinicos (expresados en porcentajes) observados en

pacientes cubanos con FHD/SCD, epidemias de 1981, 1997 y 2001-2002.

Epidemias 1981 1997 2001-2002

Nifios Adultos Adultos Adultos

FHD/SCD | Fallecidos | FHD/SCD | Fallecidos | FHD/SCD | Fallecidos | FHD/SCD
n=124 n=72 n =104 n=26 n=205 n=12 n=76*
Hepatomegalia 67 78 11 35 51.2 66.6 1.8%**
Dolor 63 57 23 58 86 83.3 48.6
abdominal
Ascitis 31 10 0 8 68.7 91.6 1.8***
Derrame 56 31 2.8** 8 30.2 58.3 20.3%**
pleural
Choque 100 100 0 100 15.1 100 23.6
Hematemesis 30 60 14 35 14 58.3 14.4

*Incluye dos fallecidos. **Observada mediante estudio radioldgico. ***Observado

mediante estudio ultrasonografico

En cuanto al DH en el adulto, el mismo se observo en forma epidémica por primera vez

durante la epidemia de 1981. Posteriormente, se han reportado casos en varios paises de la

region americana y un incremento en el sudeste Asiatico. Los vomitos y el dolor abdominal
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fueron signos de mal pronostico. El choque en 1981 se observé menos frecuentemente en el
adulto que en el nifio y constituyd un signo de mal pronostico. A diferencia de los nifios,
en que el choque fue reversible, en el adulto, cuando se producia generalmente era
irreversible (17,100-103,106).

La epidemia de 1981 permitio comparar la gravedad del cuadro en nifios y adultos
procedentes de una misma poblacion, infectados durante la misma epidemia con el mismo
serotipo viral (Den 2) y con antecedentes de infeccion previa por la misma cepa de virus
Den 1 en el mismo momento y lugar geogréafico. Para hacer esta comparacion de gravedad
del cuadro de FHD/SCD se pueden considerar varios parametros como total de fallecidos
en nifos y adultos durante la epidemia y presencia de algunos parametros de gravedad
como hepatomegalia, sangramiento mayor como hematemesis, presencia de choque, dolor
abdominal, ascitis y derrame pleural entre otros. Durante la epidemia de 1981 se
observaron 158 fallecidos de los que 101 fueron nifios y 57 adultos. Dadas las
caracteristicas del sistema de salud cubano y las acciones tomadas durante la epidemia,
consideramos que en general, una vez conocida la presencia de la misma, todos los
pacientes tuvieron la misma oportunidad de recibir un tratamiento adecuado por lo que la
mayor cifra de fallecidos en los nifios sugiere una mayor severidad para este grupo de edad.
Es Ilamativo también, el mayor porcentaje de hepatomegalia, ascitis, hidrotorax,
hematemesis y choque observados en los nifios (tanto los que evolucionaron
favorablemente como los fallecidos) cuando se comparan a los adultos con un diagnostico
similar procedentes de la misma epidemia (Tabla 1). En las &reas endémicas de DH la
forma grave de la enfermedad se observa predominantemente en la poblacion infantil,
ademas se ha reportado una mayor capacidad de desarrollo de permeabilidad vascular en

los nifios (107).
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Los pacientes de DH adultos reportados durante las epidemias de 1981, 1997 y 2001-2002
tienen como base que proceden de la misma poblacién y como antecedente previo una
infeccion primaria por virus Den 1 en el afio 1977, siendo diferente el momento de la
segunda infeccion y el serotipo de esta (Den 2 en 1981y 1997 y Den 3 en el 2001-2002).

Si en forma similar a como realizamos previamente, comparamos los datos para los adultos
con un diagnostico clinico de DH en las epidemias de 1981 y 1997 observamos una mayor
gravedad del cuadro clinico en los pacientes de la epidemia de 1997 (porcentajes mas
elevados de hepatomegalia, dolor abdominal, ascitis, derrame pleural y hematemesis). Es
de sefialar que aunque las cepas de virus Den 2 fueron diferentes en las epidemias de 1981
y 1997, ambas pertenecen al genotipo Asiatico con potencial para desarrollar epidemias de
DH. Con relacion a la epidemia de 2001-2002, los datos sugieren una severidad intermedia
y en algunos casos menor de los enfermos cuando se compara a las epidemias de 1981 y
1997. Esto pudiera deberse al serotipo causante de la infeccion, a las secuencias de
infeccion y al intervalo entre las mismas. En estos momentos estamos desarrollando
estudios con relacion a este aspecto.

En la tabla 2 se presentan los datos principales relativos a las epidemias de 1981, 1997 y
2001-2002 y se incluyen las cifras reportadas durante la epidemia de Den 1 de 1977. Fue
muy llamativo observar que a diferencia de las cifras de morbilidad que son mayores en la
epidemia de 1981, las cifras de mortalidad y letalidad son mayores en las epidemias

ocurridas 20 o mas afios después de la epidemia de 1977 (86,93).
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Tabla 2. Datos de interés con relacion a las epidemias cubanas de 1977, 1981, 1997 y

2001-2002
Cuba, Cuba, Santiago de | C. Habana,
1977 1981 Cuba, 2001-2002*
1997*

Total de casos reportados 553 138 344 203 3012 12 889
Casos de FHD/SCD no 10 312 205** 78**
Total de fallecidos no 158 12** 3**

Morbilidad (x 10 000) 553.1 334.2 63.3 59.2

Mortalidad (x 100 000) - 1.58 2.5 0.13

Letalidad (x 100 FHD/SCD) - 1.53 5.8 3.8
Serotipo viral Den1 Den 2 Den 2 Den 3
Genotipo Americano | Asiatico Asiético Asiatico

Poblacion en riesgo de no 44.46% 18.5% 32.1%

infeccion secundaria

Intervalo de infeccion - 4 16-20 21-25

(afos)

*casos confirmados serologicamente; **adultos

4. Factores Asociados al desarrollo de Dengue Hemorragico. Experiencia Cubana
La situacion epidemioldgica de dengue en Cuba con varias epidemias producidas por un

serotipo y sin endemicidad posterior ha permitido estudiar varios factores asociados al
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desarrollo de DH en tres contextos diferentes, la epidemia de 1981, la de 1997 y la del
2001-2002.

4. 1. Factores dependientes del individuo.

4.1.1 Infeccién secundaria por un serotipo diferente al causante de la primoinfeccion.

En las tres epidemias cubanas se demuestra sin lugar a dudas el papel importante de la
infeccion secundaria (IS) en el desarrollo de la forma severa de la enfermedad. La
epidemia de Den 1 del afio 1977, durante la cual se infectd el 44.46% de la poblacion (casi
la mitad de la poblacion en aquel momento) prepar6 a la misma y la sensibilizé para el
desarrollo de una infeccion secundaria, de producirse futuras transmisiones de dengue. Con
anterioridad a esta epidemia, solo el 2.6% de la poblacion era inmune a dengue estando
limitado a individuos mayores nacidos durante brotes de dengue ocurridos en 1945 o antes
(84,85).

Dos observaciones epidemioldgicas de gran importancia han sido realizadas en las tres
epidemias, las cuales apoyan el papel de la IS como factor de riesgo de DH: La no
observacion de nifios de 1 y 2 afios de edad con FHD/SCD durante la epidemia de 1981,
posiblemente debido a que no estaban nacidos durante la epidemia de 1977 y por ende no
eran susceptibles de desarrollar una IS por el virus Den 2 y la observacion de casos de DH
solo en adultos durante las epidemias de 1997 y 2001-2002 y no en nifios (estos sufrian por
primera vez su infeccion primaria por dengue) (figura 1). Estas observaciones
epidemiologicas sugieren el papel de la IS como factor de riesgo de DH. Por otra parte, los
resultados de los estudios clinico-seroepidemiologicos realizados en las tres epidemias
confirman en el contexto de una situacion epidemioldgica muy bien definida el papel
importante de la IS. En la tabla 3 se presentan los porcentajes de IS en varios grupos de

pacientes con FHD/SCD estudiados durante las epidemias de 1981, 1997 y 2001-2002.
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Como puede observarse, los porcentajes fluctuaron en su mayoria entre 97-98% en las tres
epidemias. Es de sefialar que en uno de los 12 fallecidos por DH de la epidemia de Santiago
de Cuba de 1997 no pudo determinarse con certeza si el paciente desarroll6 una IS por lo
que se asumié como primaria ya que el nivel de anticuerpos IgG en el suero colectado al
quinto dia de la enfermedad (1/320) no permitio su clara definicién (86,89,95-99,101-
106,108,109). Estudios recientes de nuestro grupo sugieren que este titulo de anticuerpos al
5to dia de la enfermedad es sugestivo de una infeccion secundaria (Véazquez S,

comunicacién personal).

Figura 1. Distribucion por edad de nifios con SCD y fallecidos, 1981

Nifios Fallecidos Nifios con SCD

1l
|

i
i
L

Edad Edad

Fuente: Guzman y cols, Bull Pan Am Health Org, 1987
Bravo y cols., Trans R Soc Trop Med Hyg, 1987

Finalmente, otra observacion epidemioldgica que indirectamente apoya el papel de la IS
como factor de riesgo de DH es la ausencia de casos graves durante la epidemia de Den 1
de 1977, a pesar de la amplia circulacion viral (casi la mitad de la poblacion se infectd por
primera vez con este agente) y del elevado reporte de casos clinicos. En el momento en que
esta epidemia se produce, la poblacion cubana en su mayoria estaba en riesgo de desarrollar

una infeccion primaria por dengue.
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Tabla 3. Porcentaje de Infeccion Secundaria por dengue en pacientes con un

diagnéstico clinico de FHD/SCD*

Epidemias 1981 1997 2001-2002
Nifios Adultos Adultos Adultos
FHD/SCD** FHD/SCD | Fallecidos FHD/SCD
N° pacientes 124 104 111 12 54
estudiados
% Infeccion 98.5 98 98 91.6 94.5
secundaria

* Estudios serologicos realizados mediante ELISA de Inhibicion y ensayos de NPRP;

**Casos de FHD/SCD de evolucion satisfactoria.

No existen reportes clinicos de DH asociados a la infeccion secuencial por un tercer o
cuarto serotipo del dengue, lo que ha sugerido que las infecciones por varios serotipos
inducen una proteccion cruzada que modula la gravedad de la infeccion. La epidemia de
2001-2002 brindé una oportunidad para estudiar la relacion de la infeccion terciaria por
dengue con el DH. Durante la misma era de esperar que un elevado nimero de individuos
desarrollara su infeccion terciaria. En 10 pacientes con un cuadro clinico confirmado de
FHD/SCD durante la epidemia, se demostro la presencia de anticuerpos neutralizantes a los
serotipos Den 1, Den 2 y Den 3 (99). En el contexto de la situacion epidemioldgica cubana,
estos resultados serologicos sugieren que estos individuos desarrollaron su infeccion

primaria por Den 1 en 1977, su IS por Den 2 en 1981 (todos los individuos provienen de
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Ciudad Habana) y su infeccion terciaria por Den 3, 24-25 afios despues de la infeccion
inicial. EI reconocimiento del DH en el curso de una infeccidn terciaria representa un nuevo
reto para los estudios de patogenia y de vacunas.

Dos aspectos de interés se derivan del estudio de la IS como factor de riesgo de FHD/SCD
en nuestro pais: la edad como factor de riesgo de DH vy el intervalo entre las infecciones
(primaria y secundaria) (96,110). También de interés es la secuencia de infeccion causante
de DH. En nuestras condiciones, las secuencias de infeccion Den 1 seguida por Den 2 y
Den 1 seguida por Den 3 fueron capaces de inducir el desarrollo de DH. Durante la
epidemia de 2001-2002, de las dos secuencias de infeccion posibles (Denl/Den3 y
Den2/Den3), solo la secuencia Den1/Den3 se asocid al cuadro severo de la enfermedad a
pesar de que mediante ensayos de neutralizacion pudo demostrarse que en individuos con
una infeccion asintomatica y en casos de FD la secuencia Den2/Den3 estuvo presente (99).
El estudio de las edades de los casos hospitalizados por DH y de los fallecidos por cada 10
000 IS para la Habana y para todo el pais durante la epidemia de 1981, permitio estimar
por primera vez las tasas de casos de DH segln IS y grupo de edad y comprobar la mayor
severidad de la enfermedad en las edades tempranas de la vida lo que estd acorde con las
observaciones epidemioldgicas de la mayor frecuencia del cuadro grave de la enfermedad
en el nifio (110). En la figura 2 se presentan las tasas estimadas de fallecidos por DH para
el pais y la Habana segun IS. Como puede observarse, los nifios de 3-4 afios mostraron las
tasas de letalidad mas elevadas (35/10 000), casi tres veces mas elevada que los nifios de 5-
9 aflos y casi 5 veces mas elevada que los nifios de 10-14 afos. Estos datos sugieren que la
edad fue una variable de gran importancia en el resultado clinico de la IS por el virus Den 2
observandose como la severidad de la infeccion en el transcurso de una IS por este virus

disminuy6 a medida que la edad avanzaba.
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Figura 2. Tasa de Fallecidos de FHD/SCD por edad por cada 10*
Infecciones Secundarias por Den 2

FHDI/SCD Fallecidos
372 15.8

343

226

85
W e

10 5-19  20-2 25-29  30-3 35-39 40-44 45-49 50-54

5.8
2.2

Fuente: Guzman y cols., Int Inf Dis 2002

Finalmente, estas observaciones sugieren que existe una poderosa asociacion entre la edad
y el riesgo de morir por incremento en la permeabilidad vascular durante una IS y que
aunque el DH ocurre en el adulto, este se produce con una frecuencia considerablemente
menor comparada a la de los nifios. Ademas, como se menciond anteriormente, fue
Ilamativa la mayor severidad de la enfermedad en el nifio cuando se comparaba al adulto si
medimos la misma en términos de porcentaje de enfermos que presentaron hepatomegalia,
hematemesis, ascitis y derrame pleural observado en los pacientes (Tabla 1).

La epidemia de Den 2 de 1997 permitio demostrar por primera vez la importancia del
intervalo entre las infecciones (primaria y secundaria) como factor de riesgo de desarrollo
de DH (96). Estudios previos sugerian que el DH se producia solo si las infecciones
primaria y secundaria ocurrian en un intervalo de 5 afios o menos (111). La epidemia de
Den 2 de Santiago de Cuba de 1997 y posteriormente la de Den 3 de 2001-2002
permitieron demostrar la influencia del intervalo entre ambas infecciones como factor de

riesgo de DH. Particularmente durante la epidemia de 1997, se estimaron las tasas de casos
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hospitalizados de FHD/SCD y de fallecidos por cada 10 000 IS por virus Den 2 y se
compararon con las observadas durante la epidemia de 1981 para los mismos grupos de
edad. Para los adultos de 15-39 afios de edad las tasas de fallecidos por 10 000 IS por virus
Den 2 fueron 38.5 veces mas elevadas para Santiago de Cuba (1997) que para la Habana
(1981) (96).

Estos resultados sugieren que aparentemente no existe un limite en la sensibilizacién
después de una infeccion primaria. Aunque no podemos descartar que la cepa de Den 2
aislada durante la epidemia de 1997 sea de mayor virulencia que la aislada en 1981, no
consideramos que esta sea la causa principal de la mayor severidad observada durante la
epidemia de 1997 ya que ambas cepas pertenecen al genotipo asiatico el cual se ha asociado
a epidemias de DH y ambas cepas muestran en su envoltura cambios aminoacidicos
considerados como de importancia para la virulencia. Quizas cambios en la avidez de los
anticuerpos en el tiempo puedan estar relacionados a la mayor severidad de las IS por Den
2. El incremento en la avidez de los anticuerpos en el tiempo pudiera acompafarse de una
disminucion de la actividad neutralizante heterotipica dirigida a sitios neutralizantes
heterdlogos. Si estos sitios no son neutralizados durante una segunda infeccion, el
fendmeno de la imunoamplificacién podria desarrollarse.

Para profundizar en este fendbmeno, se estudiaron los titulos de anticuerpos neutralizantes
en sueros de individuos inmunes a Den 1 colectados 4-8 afios y 20-22 afios después de la
infeccion. Este estudio permitié conocer como los anticuerpos neutralizantes homélogos a
Den 1 y heter6logos a los restantes serotipos evolucionan en el tiempo. En el estudio se
incluyeron dos cepas de virus Den 2 (una de genotipo asidtico y otra de genotipo
americano). La investigacion permiti6 conocer que los anticuerpos neutralizantes

homotipicos a Den 1 se incrementaron en al menos 1.5 veces después de 20 afios de la
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infeccidn sugiriendo que con el tiempo los sueros se vuelven mas monotipicos y pierden la
actividad neutralizante heterotipica. Los resultados mostraron ademas un bajo nivel de
neutralizacion heterotipica al virus Den 2 genotipo asiatico; por su parte, el virus Den 2
genotipo americano fue neutralizado en forma mas efectiva que el genotipo asiatico, sin
embargo, se observd una disminucion de esta reactividad en el tiempo (Tabla 4). El
incremento de la actividad neutralizante homotipica y disminucion de la heterotipica en el
tiempo fue consistendte con la hipdtesis que predice que con el tiempo los anticuerpos a
Den 1 se vuelven mas monotipicos y pierden su actividad heterotipica neutralizante,
sugiriendo un mayor riesgo de desarrollo de ADA (112). En este mismo estudio se pudo
demostrar la capacidad de los sueros de individuos inmunes a Den 1 colectados a los 20
afios de la primoinfeccion, de producir ADA “in vitro” frente al virus Den 2 genotipo
asiatico aun a diluciones muy bajas (1/10). Particularmente, el 17% de los sueros sin
actividad neutralizante heterotipica frente al virus Den 2 fue capaz de inducir una
inmunoamplificacion significativa frente a este mismo virus. Estos resultados “in vitro”
sugieren que si el ADA esta definitivamente involucrado en el mecanismo patogénico
inicial de la FHD/SCD, un elevado nimero de individuos pudiera estar en riesgo de
desarrollo de la enfermedad durante la segunda infeccion por el virus Den 2 genotipo

asiatico.
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Tabla 4: Neutralizacion de virus dengue en sueros en sueros de individuos inmunes a

Den 1 colectados 4-8 afios (grupo 1) y 20-22 afios (grupo 2) después de la infeccion

primaria
Serotipo/cepa Grupo 1 Grupo 2
Positividad TPG* Positividad TPG
(%) (%)

Den 1 (Jamaica/77) | 50 (100) 93 89 (100) 140.6
Den 2 (A15/81) 6 (12) 5.5 19 (21) 6.5
Den 2 (1348600) | 36 (72)** 30 40 (45)*** 10.2
Den 3 (116/00) 4 (8) 5.6 9 (10) 5.9

Den 4 (Dominica) 1(2) 5.1 13 (15) 6.2

*TGP: reciproco del titulo promedio geométrico de anticuerpos neutralizantes; **
p<0.00001 comparado con Den-2 (A15/81), Den-3 y Den-4 en el grupo 1; *** p<0.01-
0.0001 comparado con Den-2 (A15/81), Den-3 y Den-4 en el grupo 2.

**** p<0.001 comparado a la cepa 1348606 (genotipo americano) de Den 2 en ambos

grupos

La evaluacion de la respuesta de células T en linfocitos mononucleares de individuos
inmunes a Den 1 o Den 2 y cuya infeccion habia ocurrido 20 afios antes de la colecta de
sangre demostré la existencia de una inmunidad celular serotipo especifica y serotipo

cruzada de memoria de larga duracion adn después de 20 afios de la primoinfeccion (113).
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Este hallazgo pudiera estar relacionado a la mayor severidad observada en individuos que
sufren su segunda infeccion después de largos intervalos de la primoinfeccion.

Las observaciones clinicas, epidemiologicas e inmunoldgicas anteriores sugieren que una
vez que un individuo es infectado por el virus Den 1 es susceptible de desarrollar DH por al
menos 20 afios (96). Las mismas tienen implicaciones serias con relacion al control (es
crucial evitar el desarrollo de grandes masas de individuos susceptibles a desarrollar DH) y
al desarrollo de vacunas ya que estas deben ser capaces de brindar una inmunidad
protectora de larga duracion a los cuatro serotipos virales para evitar la posible inmuno-

sensibilizacion inducida por la propia vacuna.

4.1.2 Raza como factor de riesgo de DH

Durante la epidemia de 1981 se observo por primera vez una mayor frecuencia (p<0.05) de
la forma severa de la enfermedad en individuos de color de piel blanca. En la tabla 5 se
presentan los porcentajes de individuos de color de piel blanca en varios grupos de
pacientes con un diagndéstico confirmado de FHD/SCD en la epidemia de 1981 y se
comparan al porcentaje presente en la poblacion cubana segin el Censo Nacional de
Poblacion y Viviendas de 1981. El estudio seroepidemiolégico a virus dengue realizado en
1983 en el municipio Cerro (uno de los municipios con un mayor nimero de casos
reportados durante la epidemia de 1981) demostré que la frecuencia de infeccion por virus
Den 2 fue similar entre blancos y negros lo que sugiere que la mayor frecuencia de casos
de DH en los blancos no se debi6 a una mayor frecuencia de infeccion por el virus

(100,101,104,105,108,109,114,115).
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Tabla 5. Porcentaje de individuos de color de piel blanca y negra en varios grupos de pacientes cubanos con FHD/SCD

(epidemias de 1981, 1997 y 2001-2002)

Epidemias 1981 1997 2001-2002
Nifios Adultos Poblacion Adultos Poblacion | Adultos | Poblacion
Cubana* S. Cuba** C. Habana**
FHD/SCD | Fallecidos | FHD/SCD | Fallecidos FHD/SCD | Fallecidos SCD
Blancos 86 86 81 77 66 46.7 36.3 30.1 93.7 63
Negros 7 3 6 9 12 16 9 26.8 0 16
No. casos 124 72 104 22%** - 169 11%** - 16*** -

*Censo de poblacion de 1981; **Distribucién poblacion Santiago de Cuba (1997) y Ciudad Habana (2002) segun color de la piel;

***Se excluyeron del analisis los pacientes con antecedentes de anemia de células falciforme.
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Posteriormente, en la epidemia de 1997 se realizo una observacién similar: los individuos
de piel blanca tuvieron un riesgo 2.57 veces mayor que los de piel negra de desarrollar la
forma severa de la enfermedad. Finalmente, durante la epidemia del 2001-2002 se observd
una mayor frecuencia de casos de SCD en los individuos de piel blanca. Aunque este
anélisis pudiera estar sesgado por la clasificacion de los casos (la clasificacion se realizd
segun color de la piel y no por estudios antropométricos), es llamativo que en tres
epidemias diferentes se realizara la misma observacion. El Dr. Aristides Agramonte reporto
una observacién similar durante una epidemia de dengue ocurrida en Cuba en el siglo XI1X
(116). En aquel momento, este autor describié que aparentemente “las razas de color”
tenian una mayor resistencia al desarrollo de la enfermedad.

Recientemente se estimd que la tasa de transmision de dengue en Haiti es del 30% y que
tres serotipos del virus, Den 1, 2 y 3, co-circulan en este pais, no obstante no reportan casos
de DH a pesar de la elevada transmisién, la co-circulacion viral y la presencia de un 85% de
individuos con anticuerpos a dengue (117).

Dos estudios “in vitro” apoyan los estudios anteriores. Utilizando cultivos de linfocitos de
sangre periférica de individuos blancos y negros no inmunes a dengue se demostro la
mayor multiplicacion del virus Den 2 en las células de los blancos cuando las mismas se
enfrentaban al virus en condiciones favorables para la inmunoamplificacion (presencia de
concentraciones subneutralizantes de anticuerpos). Este primer estudio sugiere que las
celulas de individuos blancos son mas permisivas que las de los negros a la multiplicacion
de este serotipo en condiciones de inmunoamplificacion (118).

Por otra parte linfocitos de sangre periférica de individuos blancos inmunes a virus Den 1 0
Den 2 que fueron enfrentados a los cuatro serotipos individualmente mostraron una mayor

capacidad de linfoproliferacion que células de individuos negros en los que la estimulacion
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fue baja y serotipo especifica (113). Se ha demostrado que después de una primoinfeccion
por dengue se producen células T de memoria serotipo especificas y serotipo cruzado
(39,44). Las primeras, se estimularian en el curso de una segunda infeccion, con una
activacion intensa y produccion de citoquinas y mediadores. Los resultados de nuestro
estudio sugieren una mayor frecuencia de células T serotipo cruzado en individuos blancos
a diferencia de los negros donde la respuesta es mas especifica (119,120). Estos resultados
guardan relacién con la observacion epidemioldgica del cuadro severo de la enfermedad
principalmente en los individuos blancos.

4.1.3 Enfermedades cronicas como factor de riesgo de DH

Durante la epidemia de 1981, el asma bronquial, la anemia de células falciformes y la
diabetes mellitus se observaron en una frecuencia elevada en casos con un diagnostico de
FHD/SCD. Posteriormente, durante las epidemias de Santiago de Cuba en 1997 y de
Ciudad Habana en el 2001-2002 se detectaron niveles elevados de pacientes con
antecedentes de anemia a células falciformes (en la primera) y de asma bronquial (en la
segunda). A su vez, se detectaron cifras elevadas de pacientes con hipertension arterial
(97%) y ulcera gastroduodenal (5.5%) entre los que desarrollaron FHD/SCD durante la
epidemia de 1997 (86,88,89,98,101-105). En la tabla 6 se presentan los porcentajes de

asma bronquial y anemia a células falciformes en varios grupos de pacientes.
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Tabla 6. Porcentaje de asma bronquial y de anemia de células falciformes en pacientes

con FHD/SCD, en las epidemias de 1981, 1997 y 2001-2002.

Epidemia 1981 1997 2001-2002
Nifios Nifios Adultos Adultos Adultos
FHD/SCD fallecidos fallecidos fallecidos FHD/SCD
Asma 25* 23* 13* 8.3 18.4**
bronquial
Anemia de 0 6* 17* 8.3* 2.6**
celulas
falciformes
No casos 76 71 23 12 76

*p<0.01 **p=0.000555

Considerando que la amplificacion dependiente de anticuerpos juega aparentemente un
papel importante en el mecanismo del DH, estudiamos la capacidad del virus Den 2 de
replicarse en linfocitos de sangre periférica de 30 pacientes asméticos y en 30 individuos
sanos no inmunes a dengue. En el 90% de los pacientes asmaticos y en el 53.8% del grupo
control se obtuvo una multiplicacion significativa (p<0.05) del virus en condiciones de
inmunoamplificacion (121). La mayor permisividad observada en las células de los
pacientes asmaticos apoya el papel del asma bronquial como factor de riesgo de DH aunque
el mecanismo a través del cual se produce es desconocido. Existen reportes que plantean un

mayor numero de receptores Fc para los anticuerpos IgE e 1gG en los macrofagos de los
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pacientes asmaticos (122). Recientemente niveles elevados de anticuerpos IgE totales y
especificos se han asociado al cuadro severo de la enfermedad (38,41,123).

Los mecanismos por los cuales enfermedades como el asma bronquial y la anemia de
celulas falciformes o la raza pudieran influir en el desarrollo del cuadro severo de la
enfermedad no se conocen pero se ha sugerido un componente genético asociado al
desarrollo de las formas clinicas del dengue y particularmente del DH. Se conoce que s6lo
una pequefia proporcion de individuos que sufren una IS desarrolla el DH. Otros grupos
han demostrado que el polimorfismo del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)
clase | y de otros genes no asociados al MHC, se asocia con un riesgo aumentado de DH
(124-126).

En estos momentos, nuestro grupo desarrolla varias investigaciones con el objetivo de
identificar genes asociados al desarrollo de FD y de FHD/SCD en individuos cubanos.

4.2. Factores asociados al agente

Hoy se acepta la importancia de las caracteristicas del agente para explicar el cuadro severo
de la enfermedad aunque fue la experiencia cubana la que por primera vez integro los
componentes que participan en el desarrollo de una epidemia de dengue, siendo uno de los
factores principales los relativos al virus.

El Den 2 fue aislado por primera vez en nuestra region en Trinidad-Tobago en 1953 en
condiciones no epidémicas y posteriormente se asocié a la epidemia de los afios 1968-1969
reportada en varios paises caribefios. Para el momento en que ocurre la epidemia cubana de
1981, practicamente la circulacion de este serotipo en nuestra region no era reportada ni se
habia asociado al desarrollo de DH en forma epidémica (17,69).

La epidemia de 1981 estuvo causada por una cepa de virus Den 2 con capacidad de

producir el DH y que no habia sido aislada con anterioridad en la regién. Los estudios de
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caracterizacion molecular realizados en dos fragmentos de interés en el genoma (envoltura,
nucle6tidos 976 al 1273 y la zona de union de los genes E/NS1) de cuatro cepas aisladas a
partir de suero y viscera de pacientes de FD y FHD/SCD demostraron que la cepa de Den 2
causante de la epidemia de 1981 estaba estrechamente relacionada a las Ilamadas “cepas
viejas” de Den 2 como la cepa de referencia Nueva Guinea C (1944) y Tailandia (1964)
mostrando menos de un 4% de divergencia nucleotidica en el segmento del gen E estudiado
y menos de un 6% en la zona de union de los genes E/NS1. Las cepas mostraron mas de un
9.3% de divergencia con las cepas de Den 2 aisladas en Jamaica (1983) y Vietnam (1987)
(figura 2). Estudios posteriores realizados directamente en una muestra de higado
procedente de un fallecido por FHD/SCD asi como en una muestra de suero de un caso de
FD confirmaron los resultados previos y permitieron clasificar la cepa como perteneciente a

la rama de cepas viejas de Den 2 del genotipo asiatico (127-129).

Figura 3. Relaciéon genética de las cepas de Den 2 aisladas en 1981 y
1997

Fuente: Guzman y cols., AJTMH 1995

La aparicion de esta cepa viral en nuestro pais fue extemporanea ya que se trataba de una

cepa que no circulaba desde los afios 40 (la cepa cubana mostrd la mayor homologia con la
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cepa de referencia Nueva Guinea C aislada en el afio 1944 con la que presentd una
divergencia nucleotidica de 1.7%) (127-129).

Varios autores norteamericanos han planteado que individuos cubanos en fase virémica
procedentes de Vietnam introdujeron en nuestro pais la cepa productora de la epidemia de
1981 y que de aqui esta se extendid a Jamaica y posteriormente al resto de la region
explicando asi las epidemias de DH ocurridas en varios paises del area con posterioridad a
1981 (50,130,131). Los resultados obtenidos en nuestro estudio no soportan esta hipotesis.
Se ha planteado frecuentemente que la introduccién del DH en la region se produjo a partir
de la importacion a Cuba en 1981 de una cepa de virus Den-2 con capacidad de producir
DH procedente de Vietham y la exportacion de la misma hacia el resto de los paises. La
clasificacion gendémica de la cepa cubana de 1981 y el reporte de DH en la region de las
Américas con posterioridad a 1981 contradicen ambos planteamientos (figura 3). Puede
observarse en la figura que después de 1981, se produce un intervalo de mas de 8 afios en
los que el reporte de casos de DH en nuestra region fue extremadamente bajo ocurriendo la
segunda epidemia de DH a finales de 1989 en Venezuela (1,17,69,70). Los casos de DH de
1981 estan fuera de contexto y se refieren a los ocurridos en Cuba no habiéndose reportado

una situacion similar antes o después de esta fecha.
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Figura 4. Casos de Dengue Hemorragico reportados en la
region de las Américas 1981-2005
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Fuente: Organizacion Panamericana dela Salud, OPS

El estudio genomico de las cepas cubanas causantes de las epidemias de 1977, 1997 y
2001-2002 ha permitido su clasificacion en genotipos (132). La cepa de Den 1 aislada en el
aflo 1977 pertenece al genotipo americano y es similar a las cepas que han estado
circulando en nuestra region desde el afio 1977 en que se produce la introduccién por
primera vez de este serotipo en las Américas (133). La cepa causante de la epidemia de
1997, fue clasificada como perteneciente al genotipo Americano/Asiatico en el grupo de
cepas aisladas en Jamaica (1982-1983) y originarias de Tailandia (134,135). La cepa
causante de la epidemia del 2001-2002 se clasific6 como genotipo Il de este serotipo
similar a la que se introdujo en 1994 en la region (136,137).

El genoma completo de seis cepas de virus Den 2 aisladas en diferentes momentos durante
la epidemia de 1997 mostraron una fuerte conservacion de las proteinas estructurales y de
los extremos 5 y 3" no codificantes (134,135). No obstante se observaron sustituciones
nucleotidicas en los genes no estructurales y principalmente en los genes que codifican las
proteinas NS1 y NS5. Se observo ademas un patron de evolucion de las cepas durante la

epidemia observandose cambios entre las cepas aisladas al inicio y al final de la epidemia
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en estas proteinas. Las implicaciones de este hallazgo deben ser estudiadas a mayor
profundidad considerando que las proteinas no estructurales son fuente de epitopes de
celulas T y que es frecuente que los epitopes reconocidos por los linfocitos T citotdxicos
(los que juegan un papel crucial en el control de las infecciones por virus ARN) varien,
pudiendo representar esta, una via de escape para los virus mutantes (38,41).

El anélisis filogenético del gen E de dos cepas de Den 3 aisladas a principios y final de la
epidemia de 2001-2002 demostro la presencia de varias sustituciones aminoacidicas no
conservadas que sugieren que el virus cambid en el transcurso de la epidemia. El
significado funcional de estos cambios es objeto de estudio actualmente por nuestro grupo
(137,138).

Estas investigaciones han demostrado que: a) en las epidemias de FHD/SCD cubanas las
cepas aisladas tanto de Den 2 en 1981 y 1997 como Den 3 en el 2001-2002 pertenecen a
genotipos asociados al desarrollo de DH b) Las cepas de Den 2 aisladas durante la epidemia
de 1997 no muestran diferencias entre ellas en el gen E a diferencia de las de Den 3 en que
se observan cambios aminoacidicos entre cepas aisladas en el transcurso de varios meses
durante la epidemia c) Las cepas de Den 2 aisladas en los afios 1981 y 1997 presentan
cambios aminoacidicos en los genes E y M que son considerados actualmente como
marcadores de virulencia, particularmente en el amino acido 390 de la envoltura. Tomados
en su conjunto, estos resultados sugieren el papel de la virulencia de la cepa viral como un
factor de importancia para el desarrollo de epidemias de DH (127-129,134,135,137).

4.3. Algunos factores epidemioldgicos asociados al desarrollo de epidemias de DH en
Cuba

Para que se produzca una epidemia de DH deben coincidir varios factores entre los que se

destacan la elevada densidad del vector que facilite consecuentemente una elevada
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circulacion viral, la presencia de un elevado numero de individuos susceptibles de
desarrollar una IS, una secuencia de infeccion favorable al desarrollo de DH asi como la
circulacion de una cepa con potencialidad para el desarrollo de la forma severa de la
enfermedad. De la mayor o menor coincidencia de estos factores y probablemente otros no
determinados todavia dependera la severidad de la epidemia. En las epidemias de 1981,
1997 y 2001-2002 estas condiciones han estado presentes en mayor 0 menor medida.

Con posterioridad a la epidemia de Den 1 del afio 1977, casi el 50% de nuestra poblacion
(44.46%) quedd en riesgo de desarrollar una IS. Este hecho, de gran importancia sensibilizo
a nuestra poblacion frente a futuras introducciones de dengue (85).

Los estudios sero-epidemioldgicos retrospectivos realizados en diferentes municipios del
pais y particularmente el realizado en el municipio Cerro en 1983 indican una elevada
transmision viral. Ademas permitieron estimar el nimero de individuos primaria y
secundariamente infectados por los virus Den 1 y Den 2 durante las epidemias de 1977 y
1981. El estudio de muestras de sangre de 1945 personas mostré que el 43.7% y el 23.6%
de 1295 individuos menores de 45 afios tenian anticuerpos neutralizantes a los virus Den 1
y Den 2 respectivamente y particularmente el 26.1% tenian anticuerpos neutralizantes a
Den 1 solamente, el 6% a Den 2 solamente y el 17.6% a ambos virus. Estos datos apoyan el
elevado porcentaje de individuos que durante la epidemia de 1981 desarrollaron una IS
pero a su vez indican que al menos en las condiciones del municipio Cerro, el 26.1%
(inmunes a Den 1) y el 6% (inmunes a Den 2) todavia estaba en riesgo de desarrollo de una
segunda infeccion por otro serotipo una vez eliminada la epidemia de 1981 (Tabla 7)
(108,139,140).

Otros datos de interés obtenidos de este estudio fue la demostracion de que las tasas de

infeccion por Den 1y Den 2 fueron similares entre blancos, mulatos y negros (segun color
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de la piel) y la estimacion de que el DH se produjo en 1 de cada 23 nifios y en 1 de cada
79.5 adultos con IS Den 1/Den 2 apoyando las observaciones del mayor riesgo de la
enfermedad en el nifio en el transcurso de la IS. Finalmente también pudo determinarse de
que aparentemente las I1S(s) en los mismos individuos no son un fendmeno al azar. Este
estudio demostré que las infecciones por virus Den 2 ocurrieron 3.8 veces mas
frecuentemente en individuos previamente infectados por el virus Den 1 que en aquellos no
inmunes a dengue. Cuando este andlisis se extendid a las viviendas, fue evidente que las
infecciones fueron mas frecuentes en algunas viviendas que en otras lo que posiblemente se
relaciona a la presencia de acumulo de agua y por ende posibles sitios de cria del mosquito
y consecuentemente la presencia del vector (108).

Tabla 7. Prevalencia de anticuerpos neutralizantes (Acs) a virus Den 1 s6lo, Den 2 s6lo

y Den 1y Den 2 en residentes del municipio Cerro, 1983.

Edadenelafio | AcsaDenl Acs a Den 2 AcsaDenly |Total personas

1981 solo (%) s6lo (%o) Den 2 (%)

<-4 8.1 5.8 4.6 86

5-9 38.4 1.8 17.6 164
10-14 26.8 5.8 17.5 205
15-24 28.5 6.2 17.7 350
25-34 27.9 4.7 16.9 254
35-44 17.7 10.1 22.8 236
Total 26.1 6 17.6 1295
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Los estudios clinico, seroldgico y epidemiolégicos realizados con relacion a la epidemia de
1997 de Santiago de Cuba unido a los datos obtenidos a través de la vigilancia
seroepidemioldgica que se establecio durante la epidemia permitieron estimar la tasa de
infeccion por virus Den 2 durante la epidemia en 4.23%, las tasas de ataque primaria y
secundaria segun edad y comparar el numero de casos de FD y FHD/SCD confirmados por
laboratorio (primarios o secundarios) con el estimado de individuos infectados en forma
primaria o secundaria durante la epidemia (Tabla 8). En total se estimd que ocurrieron 17
926 infecciones por Den 2, de ellas, 13 116 de casos primarios y 4 810 de secundarios.
Cuando estas cifras se comparan a los casos clinicos de FD y FHD/SCD reportados durante
la epidemia, se observa que sélo el 3% de los individuos con una infeccion primaria por
Den 2 desarrollaron el cuadro clinico de la enfermedad a diferencia de los individuos que
sufrieron una IS donde todos desarrollaron el cuadro de FD o FHD/SCD. Esta observacion
sugiere que al menos en las condiciones de esta epidemia y para esta cepa viral en
particular, la transmision pudo pasar en forma silente y que la posibilidad de desarrollo de
una IS se convirtié en un factor de riesgo para el desarrollo de la forma clinica de la
infeccion. Este fendmeno pudiera estar ocurriendo en otras areas de la region,
contribuyendo a la transmision relativamente silente de los virus dengue. La naturaleza
relativamente benigna de la infeccion primaria por el virus Den 2 contrasta con el cuadro
observado durante la epidemia de 1977, de Den 1 en la cual se reportaron mas de 400 000

casos de FD posiblemente en su mayoria con una infeccion primaria por dengue (88,97).
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Tabla 8. Distribucion de casos clinicos (confirmados por laboratorio) segun tipo de

infeccion y comparacion al nimero total de infectados por Den 2 durante 1997 que

experimentaron una infeccion primaria o secundaria.

Casos Total Primarios Secundarios
Muertes 12 1 11
FHD/SCD 193 2 191
FD 5003 395 4 608
Total 5208 398 4810
Infecciones por 17 926 13 116 4 810
dengue

El estudio sero-epidemiologico realizado en el municipio Playa de Ciudad Habana en 2003
con posterioridad a la epidemia del 2001-2002 permitio estimar la tasa de infeccién por
virus Den 3 durante la epidemia. Los estudios previos indican que la ciudad contaba con
una poblacion susceptible a la IS Den-1/Den-3 y Den-2/Den-3 incluyendo la posibilidad de
que algunos individuos desarrollaran una infeccion terciaria (Den-1/Den-2/Den-3). Los
resultados de este estudio demuestran la presencia de anticuerpos neutralizantes a Den 3 en
el 7.2% de las 1758 muestras estudiadas sugestivo de infeccion con este serotipo durante la
epidemia. De las muestras positivas, el 27.8% de los casos se clasificaron como infeccion
primaria, el 4.8% como infecciones secundarias Denl1/Den3 y el 17.5% como infecciones
secundarias Den2/Den3 (Guzman y cols., manuscrito en preparacion). Los estudios

realizados en 54 pacientes de FHD/SCD de la propia epidemia demostraron la IS Den1/Den
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3enel 75.9% y la terciaria Den1/Den 2/Den 3 en el 18.5% lo que sugiere que también en
esta epidemia la IS fue un factor de riesgo principal en el desarrollo de la enfermedad (99).
Si se analizan en su conjunto las tres epidemias, se observa que coincidieron en varios
factores: a) presencia de un elevado nimero de individuos en riesgo de desarrollar una IS 'y
el papel de esta como factor de riesgo de DH b) Las secuencias de infeccion Den 1/Den 2y
Den 1/Den 3, reportadas con anterioridad como asociadas al desarrollo de la forma severa
de la enfermedad c) Las cepas aisladas en las tres epidemias se han asociado al desarrollo
de DH d) El intervalo entre las infecciones fluctué desde 4 hasta 25 afios con el mayor
riesgo a mayor intervalo entre las infecciones (al menos para la epidemia de 1997
comparada a la de 1981). La interrelacion de estos factores en una misma poblacion unidos
posiblemente a una predisposicion genética para el desarrollo de la forma severa de la
enfermedad y en condiciones donde la densidad vectorial y otros factores sociales y
ecoldgicos favorecieron la transmision viral tuvieron como consecuencias las epidemias
observadas.

Finalmente, una observacion realizada en las tres epidemias ha dado lugar a una nueva
hipdtesis. En las tres, se observo un incremento en la severidad de las mismas a medida que
avanzaban en el tiempo. Esto se evidencio a través de diferentes indices como mortalidad
por dengue, proporcion de casos de FHD/SCD vy de fallecidos (4,141). Esta observacion
inicialmente realizada durante la epidemia de 1981, se repitié durante la epidemia de 1997,
ambas producidas por el serotipo 2 del virus dengue (Tabla 9). Fue muy llamativo que
durante la dltima epidemia, en este caso por virus Den 3, también se observara un

fendmeno similar (Castro O, datos no publicados).
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Tabla 9. Incremento mensual en la severidad de las epidemias de 1981 y 1997

Epidemias 1981 1997
Junio Julio | Agosto | Mayo Junio Julio
Casos dengue 96 664 | 183443 | 43315 706 1785 244
Casos FHD/SCD 1881 6 223 2120 37 132 29
Fallecidos 38 77 40 1 6 5
Proporcion 1.9% 3.4% 4.9% 5.2% 74% | 11.9%
Dengue/FHD/SCD
Fallecidos/FHD/SCD 2% 1.2% 1.9% 2.7% 45% | 17.2%
Fallecidos/casos dengue 0.04% | 0.04% | 0.09% | 0.14% | 0.34% | 2.05%

Una posible explicacion a este fendmeno pudiera estar relacionada a la aparicion de
mutantes de escape de la neutralizacion: cuando los virus dengue se transmiten en una
poblacion en la cual estd presente un elevado numero de individuos inmunes en nuestro
caso al virus Den 1, el paso del virus a través de estos individuos pudiera permitir la
seleccion de algunos virus que escapan de la actividad neutralizante de los anticuerpos
heterologos. Esta nueva progenie viral, cuando es inoculada en un nuevo individuo inmune
a Den 1 pudiera interactuar mas favorablemente con los anticuerpos amplificadores de la
infeccion viral y consecuentemente producir la forma grave de la enfermedad. Con el
objetivo de profundizar mas en este aspecto, se estudio la secuencia nucleotidica del gen E
de 19 cepas de virus Den 2 aisladas en diferentes momentos durante la epidemia de 1997 y
el genoma completo de 6 cepas procedentes de la misma epidemia. No se observaron

cambios nucleotidicos en el gen E ni en los genes que codifican las otras proteinas
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estructurales de las 6 cepas bajo estudio. Estos resultados no apoyan la hipdtesis de
aparicion de mutantes de escape para explicar el incremento en severidad de la epidemia o
al menos la participacion de la proteina E en este fendmeno. No obstante, no podemos
descartar que el aislamiento viral en un sistema permisivo haya seleccionado algunas
variantes virales no permitiendo el estudio de otras que pueden estar presentes en menor
concentracion. Se requiere estudiar el genoma completo de un mayor ndmero de
aislamientos a partir de la muestra clinica garantizando el estudio de las diferentes
poblaciones virales (quasispecies) presentes en la muestra (134,135).

Varios autores han demostrado que los anticuerpos neutralizantes heterotipicos juegan un
papel principal en la regulacion de las infecciones secundarias por dengue. Particularmente
Kliks y cols., demostraron que a diluciones bajas, la presencia de anticuerpos neutralizantes
heterélogos protegen al individuo de desarrollar DH durante una segunda infeccion (142).
Resultados similares han sido reportados recientemente por Endy y cols., para el virus Den
3 (143). Con el transcurso del tiempo, la capacidad neutralizante de estos anticuerpos
heterologos se va perdiendo a medida que los anticuerpos homotipicos ganan en madurez.
Este fenomeno pudiera explicar (al menos parcialmente) la mayor letalidad de la epidemia
de 1997 comparada a la de 1981 (ambas causadas por cepas de Den 2 del mismo genotipo)
(96,112).

5. Aspectos relativos al diagnostico de laboratorio del Dengue

En el periodo 1980 a 2003 se han introducido y desarrollado diferentes metodologias en
nuestro laboratorio que han permitido el diagndstico de esta entidad y el fortalecimiento de

la vigilancia de laboratorio tanto en Cuba como en nuestra region.
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5.1 Aislamiento de virus dengue.

A principios de los afios 80 s6lo contabamos con el raton lactante (inoculado por via
intracerebral) y los cultivos de células Vero (rifion de mono verde) y LLCMK2 (rifion de
mono rhesus) sistemas de aislamiento del virus dengue. Para la identificacion viral se
empleaba la técnica de NPRP utilizando liquidos asciticos hiperinmunes a cada serotipo
viral. Estos sistemas, aunque no de los de mayor sensibilidad, permitieron realizar el
diagnostico del virus Den 2 en la epidemia de 1981. La utilizacion de los cultivos celulares
de mosquitos como AP61 y C636, sistemas estos de mayor sensibilidad y el empleo de la
técnica de inmunofluorescencia indirecta para la identificacion viral utilizando anticuerpos
monoclonales especificos de serotipo fueron introducidos posteriormente y se han utilizado
durante afios en la practica diagndstica diaria permitiendo el aislamiento de virus dengue de
muestras de suero y macerado de visceras de fallecidos tanto de Cuba como de otros paises
del &rea (23,144,145). Finalmente, la aplicacion de la centrifugacion répida a muestras
inoculadas en cultivos de células C636/HT, metodologia esta aplicada por primera vez al
diagndstico de virus dengue, permitio incrementar la frecuencia de aislamiento viral en un
16.6% y disminuir el tiempo requerido para la identificacion viral. Esta metodologia
permitio el aislamiento de virus Den 2 en el 42.8% de las muestras de tejido de fallecidos
por FHD/SCD durante la epidemia de 1997. En la tabla 10 se presenta el porcentaje de
aislamiento de virus Den 2 utilizando diferentes sistemas de aislamiento viral (raton
lactante y cultivos de células LLCMK?2 para muestras procedentes de la epidemia de 1981 y
cultivos de células C6/36 HT con y sin centrifugacion para las muestras procedentes de la

epidemia de 1997) (146-148).
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Tabla 10. Aislamiento de virus Den 2 en muestras de suero de pacientes (1981 y 1997)

utilizando diferentes sistemas de aislamiento viral

Epidemia 1981

Epidemia 1997

N (40)* N (30)
Raton Lactante | Células LLCMK2 Células Células C636/HT/Centrifugacion
No (%) No (%) C636/HT No (%)
No (%)
9 (22.5) 19 (47.5) 17 (56.6) 22(73.3)

*N: nimero de muestras

5.2 Deteccion del genoma viral.

La RCP ha sido exitosamente aplicada en la identificacion temprana del agente etiol6gico

de las epidemias de 1997 y 2001-2002, en el diagndstico de fallecidos por dengue asi como

en el estudio mediante secuenciacion nucleotidica de varias cepas de dengue aisladas en

Cuba y en otros paises del area. Ademas permitio detectar el genoma del virus Den 2 en

muestras de suero y visceras incluidas en parafinas procedentes de la epidemia de 1981. En

la tabla 11 se presenta la deteccion de virus Den 2 mediante RCP en muestras de fallecidos

de las epidemias de 1981y 1997 (91,129,149-151).
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Tabla 11. Porcentaje de muestras de tejido de fallecidos positivas a virus Den 2 por

RCP, epidemias de 1981 y 1997.

Epidemias 1981* 1997**
RCP Aislamiento viral RCP
Higado 44.4 50 90
Bazo 42.8 33.3 85.7
Rifion - 333 100
Nodulos linfoides 80 - -

*Muestras de tejido en parafina y procesadas 15 afios después de la epidemia; **Muestras
de tejido frescas, comparacion con el aislamiento viral en células C636/HT

5.3 Deteccion del antigeno viral.

La deteccion del antigeno viral utilizando técnicas inmunohistoquimicas es de gran utilidad
en el diagnéstico de muestras de tejido procedentes de fallecidos. Esta metodologia,
empleada en asociacién a los anticuerpos monoclonales especificos de serotipo permite la
identificacion del agente etioldgico tanto en muestras frescas como muestras incluidas en
parafina. Esta técnica ha sido empleada en el estudio de visceras de fallecidos por
FHD/SCD de las epidemias de 1981 y 1997 corroborandose una vez mas la infeccion por
este serotipo en estos pacientes (151-153).

5.4 Estudios serologicos.

La IH fue ampliamente empleada para el diagndstico serolégico durante la epidemia de
1981 tanto en el estudio de monosueros como de sueros pareados. Para la aplicacion de este
sistema tuvimos que estudiar y definir los criterios de clasificacion serologica tanto de

infeccion por dengue como de infeccion primaria o secundaria para nuestras condiciones

48



teniendo en cuenta criterios utilizados por otros autores en el sudeste Asiatico
(25,151,154,155).

Los sistemas inmunoenzimaticos sobre fase sélida para la deteccion de anticuerpos IgM e
IgG han sido aplicados al diagnostico y la vigilancia de laboratorio asi como en las
investigaciones realizadas por nuestro grupo (23). En este sentido, la utilidad de la saliva
para la deteccion de anticuerpos IgM a dengue fue demostrada con niveles adecuados de
sensibilidad (90.3%) y especificidad (92%) que permiten su recomendacion en aquellas
situaciones donde la toma de muestras de sangre se dificulta. La deteccion de anticuerpos
IgA anti-dengue en suero puede utilizarse ademas como alternativa para el diagnostico. Su
presencia se demostré en el 94.4% de los sueros con anticuerpos IgM anti-dengue (156).

La NPRP permite determinar la presencia de anticuerpos neutralizantes a cada uno de los
serotipos del virus (23,151,157,158). En nuestras condiciones ha sido utilizada en los
estudios de casos de FD y FHD, en las encuestas sero-epidemioldgicas realizadas y en
estudios de vacunas entre otros (97,159) asi como para el estudio de la FA dada su
importancia actual y el peligro de urbanizacion de la misma (160).

6. Vigilancia de Laboratorio de Dengue en Cuba

La vigilancia de laboratorio de dengue en Cuba ha jugado un papel principal en la
deteccion, confirmacion y seguimiento de las situaciones epidemioldgicas ocurridas en el
pais asi como en el alerta a las autoridades de salud del peligro de introduccion de dengue
estableciendo nuevas pautas y cambios. La misma ha pasado por varias etapas desde el afio
1981.

Tres etapas caracterizaron la vigilancia de laboratorio durante la epidemia de 1981: a)
Inicialmente permitié la confirmacién de la circulacion viral en las diferentes provincias y

consecuentemente la toma de medidas urgentes para el manejo de los casos y el control
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vectorial b) Posteriormente permitio la evaluacion de la eficacia del diagnostico c)
Finalmente permitié la confirmacion del total de casos clinicamente sospechosos de la
enfermedad. Ademas de los estudios seroldgicos utilizando la IH, se realizaron los estudios
viroldgicos para identificar el agente etiolégico de la epidemia (88,144,155).

En el periodo 1982-1996, se mantuvo una vigilancia pasiva. Sueros pareados de casos
sospechosos de dengue eran enviados al laboratorio para su estudio por IH (1982-1987) y
por el Método de ELISA de Inhibicion, MEI (1987- 1996). En esta etapa no se demostro la
circulacion de estos agentes (1).

Frente al peligro de introduccion de dengue en el municipio de Santiago de Cuba a finales
de 1996 se establece una busqueda activa de casos sospechosos de la enfermedad y se
introduce en la provincia el diagnéstico serolégico de dengue mediante la deteccién de
anticuerpos 1gM por el UMELISA Dengue/lgM (161). Los primeros casos diagnosticados
en el laboratorio provincial como casos probables fueron confirmados al dia siguiente en el
IPK mediante el ELISA de Captura de IgM, el MEI y la IH e identificando mediante RCP
el agente etioldgico como virus Den 2. La epidemia de 1997, marcé un cambio
fundamental, de una vigilancia pasiva se paso a una vigilancia activa en la que la busqueda,
notificacion y la confirmacion rapida de los casos por el laboratorio fue fundamental
(1,86,90). En esta nueva etapa se establecieron dos laboratorios provinciales actuando IPK
como laboratorio de referencia y se introduce la vigilancia molecular como etapa superior
en la vigilancia de laboratorio (162). Fue fundamental el intercambio estrecho entre las
autoridades de salud de la provincia, el nivel central y el laboratorio de referencia.

En el periodo 1998-2000, se mantuvo la vigilancia activa con apoyo de laboratorio. La
misma permitio detectar tempranamente y confirmar rapidamente en septiembre del 2000 la

introduccion de dengue en un area de salud de Rancho Boyeros. La vigilancia permitio
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determinar que el brote habia empezado en agosto del 2000 y confirmar 138 casos de FD
por los serotipos Den 3y Den 4. El brote fue eliminado en cuatro meses (1,87).

El 29 de junio de 2001 a través de la vigilancia se detecta y confirma tempranamente la
transmision de dengue en la capital. La vigilancia seroldgica, viroldgica y molecular
permitié la identificacion rapida del agente etioldgico, la confirmacion de los casos de FHD
y fallecidos, el seguimiento de la epidemia, la confirmacion de la transmisidn en otras
provincias y la certificacion del cese de la trasmision, entre otros aspectos (87,92).

La vigilancia clinico-epidemiolégica y seroldgica ha permitido la deteccién de la
transmision en Ciudad Habana y en Camaguey en 2005 aislandose al serotipo 4. A su vez
permitio la confirmacién, seguimiento y estudio de la epidemia por virus Den 3 y Den 4
ocurrida en el pais en el afio 2006 (Datos del Laboratorio Nacional de Referencia). La
figura 4 muestra el total de sueros procesados en el Laboratorio Nacional de Referencia del

IPK en el periodo 1997-2005 recibidos a través de la vigilancia de dengue.

Figura 5. Total de muestras de suero procesadas en el
Laboratorio Nacional de Referencia, IPK 1997-2005
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TOTAL:119 604 sueros
Fuente: Laboratorio Nacional de Referencia, IPK

7. Actividades de Referencia Regional
En el afio 1994, nuestro laboratorio es nominado por la OPS y la Organizacién Mundial de

la Salud (OMS) como Centro Colaborador para el Estudio de las Enfermedades Viricas
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siendo el dengue una de las entidades en que mas se ha destacado el centro. Posteriormente,

en los afios 1998 y 2004 fue re-nominado en esa actividad. Entre las actividades realizadas

se destacan:

1.

Produccion de bioldgicos y particularmente antigenos inactivados de dengue vy el
estuche para la deteccion de anticuerpos IgM antidengue. Estos reactivos han sido
entregados a las instituciones de la region que lo han solicitado. Entre ellas el
Centro de Inmunoensayos (CIE) que comercializa el UMELISA Dengue/lgM utiliza
los antigenos que nuestro centro produce asi como el anticuerpo monoclonal anti-
envoltura dengue previamente obtenido en nuestro laboratorio (161,163).
Entrenamientos y asesorias entre las que se destacan las evaluaciones de los
programas de control del dengue en Nicaragua (1994), Guatemala (1994), Colombia
(1995) y Venezuela 1996 (164-166).

Organizacion de los cursos internacionales de dengue que se realizan en nuestro
centro desde el afio 1987 y cuya Ultima edicién (la novena) se realizo en agosto de
2005. En total, 435 especialistas de diferentes disciplinas, de ellos 153 cubanos, se
han beneficiado de esta actividad.

Participacion como profesor en varios cursos organizados en otros paises del area
como Republica Dominicana (1989, 1990), Pert (1991), Argentina (1997, 1999,
2000), Venezuela (1999), Mexico (2003), EUA (2003), Costa Rica (2003), Brasil
(2004) y Cuba.

Organizacion y ejecucion de las Pruebas de Control de Calidad del diagndstico
serologico del dengue en los paises de la region. Nuestro centro, desde el afio 1996
organiza, en colaboracion con la OPS, los controles de calidad del diagnostico

serologico de dengue en la region (167,168). En total se han realizado seis
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controles, contando con la participacion de 18 paises en el periodo total. EI ultimo
control de calidad realizado concluyo en julio del 2006.

Estudio de varias epidemias ocurridas en la region en colaboracion con las
instituciones del &rea: Nicaragua en 1985, Ecuador en 1988, Pert en 1994, Costa
Rica y Panaméa en 1993, Nicaragua en 1994. Como aspecto de gran relevancia se
destaca el diagndstico de la reintroduccion del virus Den 3 en la region de las
Américas después de mas de 17 afios de ausencia, diagndstico y reporte a la OPS
realizado por nosotros a partir de la epidemia ocurrida en el afio 1994 en Nicaragua.
A su vez se alertd de las caracteristicas de la cepa al estar asociada al desarrollo de
casos de DH y consecuentemente del peligro que representaba su introduccién para
la region (76,78,136,169-171).

Desarrollo de investigaciones conjuntas con otras instituciones de la region para
resolver problemas de interés como la utilizacion del papel de filtro para la toma de
muestras de sangre Gtil en el diagndstico seroldgico y realizado entre el Centro
Nacional de Diagnostico y Referencia (CNDR) de Nicaragua, el Instituto Nacional
Costarricense para la Investigacion y Docencia en Nutricion y Salud (INCIENSA)
de Costa Rica y el IPK; la normalizacion de un sistema inmuno-enzimatico para la
deteccion de antigeno de dengue en sueros, realizado en colaboracion con el
INCIENSA de Costa Rica; la normalizacion y aplicacion de un ELISA para la
deteccion de anticuerpos IgM en saliva y de anticuerpos IgA antidengue en saliva y
suero realizado en colaboracion con el CNDR de Nicaragua; la normalizacion de un
protocolo de RCP para el diagndstico de dengue realizado en colaboracion con el
Centro Conmemorativo Gorgas de Panama y el Laboratorio Departamental de

Medellin, Colombia; el analisis por restriccion enzimatica de cepas de dengue del
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10.

area realizado en colaboracion con la Universidad de Honduras, el CNDR de
Nicaragua y el INCIENSA de Costa Rica; el desarrollo de encuestas sero-
epidemiologicas de dengue en Nicaragua en 1985 y Ecuador en 1988 asi como
estudios serologicos en grupos de riesgo en Nicaragua, Costa Rica, El Salvador,
Colombia y Panama (146,147,150,156,170,172).

Participacion en la implementacion de la Estrategia Integrada para la Prevencion del
Dengue, nueva iniciativa de la OPS con el objetivo de ayudar a los paises de la
region a disminuir la morbilidad y mortalidad por dengue. Particularmente, hemos
participado como miembro del grupo de trabajo (GT) GT/dengue en la discusion de
esta nueva estrategia desarrollada en Santa Cruz Bolivia en 2003 y en su extension
a Venezuela, 2004 y Paraguay, 2005 (80).

Participacion en varios comités de expertos del Programa Especial de
Entrenamiento e Investigacién en Enfermedades Tropicales (TDR) y de la OMS
dirigidos a: a) El fortalecimiento de la estrategia global de prevencion y control del
dengue b) El analisis del diagndstico de esta entidad y de la evaluacion de los
estuches comerciales actuales c) Definicion de las prioridades de investigacion en
dengue d) Definir las estrategias para el desarrollo de vacunas e) Desarrollo de las
Guias Clinicas para los Estudios de Evaluacion de VVacunas de Dengue en el hombre
f) Implementacién de la red informativa global de dengue, Dengue/Net Q)
Desarrollo de las nuevas Guias de Prevencion y Control del dengue (25,56,
62,63,68,173-176).

Las actividades realizadas con relacion a dengue permitieron la nominacion en julio
de 2005, del nuevo Centro Colaborador OPS/OMS para el Estudio del Dengue y su

Vector.
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8. Investigaciones relativas a una vacuna contra el dengue

En el afio 1992, y a solicitud de nuestro centro, comenzamos en colaboracion con el Centro
de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB) el desarrollo de un proyecto de
investigacion para la obtencion de una vacuna contra el dengue. Los objetivos del proyecto
fueron presentados y aprobados por nuestro comandante en una reunién efectuada en el
Palacio de la Revolucién a finales de 1991. En sus inicios el proyecto incluia tres
estrategias: la obtencion de una vacuna atenuada, la caracterizacion de zonas de interés
inmunoldgico en la proteina de membrana del virus y la obtencion de una proteina
recombinante de dengue expresada en levadura, siendo esta Ultima la estrategia principal
(55,177-181).

Con el objetivo de obtener una vacuna atenuada, se realizaron pases seriados de la cepa
A15 del virus Den 2 en cultivos primarios de rifion de perro beagle. El estudio de diferentes
marcadores sugirié que el pase seriado resultd en la obtencion de varios cambios estables
sugestivos de atenuacion (Tabla 12). Siguiendo esta metodologia, posteriormente se
atenuaron cepas de los virus Den 4 y Den 1 lograndose resultados similares. El no contar
con las condiciones de produccion en el pais para una vacuna atenuada asi como el
desarrollo posterior por investigadores de otros paises de una vacuna tetravalente atenuada
a dengue la que ha sido licenciada por Sanofi Pasteur hizo que esta linea de trabajo se
detuviera. No obstante, las cepas atenuadas obtenidas estdn siendo estudiadas
molecularmente con el objetivo de determinar posibles marcadores de atenuacion aspecto

de gran importancia en el desarrollo de vacunas (178).
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Tabla 12. Resumen de las propiedades bioldgicas de una cepa cubana de virus Den 2

con diferente niumero de pases en cultivos primarios de rifién de perro beagle.

# pases en cultivos primarios rifién perro

Propiedad bioldgica Parental 20 40 52 53 54 55

Sensibilidad Temp. 39.2°C - - - + + + n

Tamafio placa (mm) 1.5 15 1.4 15 1.1 0.8 1

ECP* en células LLCMK2 + + + - - - -

ECP en células C636/HT + + + - - - -

% reduccién neurovirulencia 81 51 71 90 89 78 97
raton

*ECP: efecto citopatico

Teniendo en cuenta que la proteina E (55-60 kDa) es la proteina principal del virus ya que

en ella radican sus propiedades biologicas principales, decidimos clonar y expresar la

misma en Pichia pastoris . La inmunizacion en monos irus de la proteina E del virus Den 4

(E4rec) indujo el desarrollo de anticuerpos neutralizantes y proteccion observandose el

acortamiento o aclaracion de la viremia (Tabla 13) asi como una respuesta anamnésica

significativa después del reto. Este estudio es el primero que se realiza en nuestro pais y el

primero internacionalmente que demuestra que la proteina E de dengue expresada en

levadura Pichia pastoris es capaz de inducir proteccion frente al reto con el virus salvaje

(179).
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Tabla 13. Viremia (detectada por RCP) y reciproco del titulo de anticuerpos

neutralizantes en monos irus inmunizados con la proteina E4rec y retados con virus

Den 4.
Media y rango de TPG el dia del TPG al dia 30
viremia (en dias)* reto viral** después del reto
Animales inmunizados 4 (4-8) 30 229%**
(N=3)
Animales controles 9.3 (6-14) <10 44
(N=3)

* viremia (virus en sangre). ** TPG (titulo promedio geométrico de anticuerpos)

**%n<0.05

En estos momentos estamos evaluando la utilidad del dominio Ill de la proteina E de los
cuatro serotipos del virus. Los resultados obtenidos en animales inmunizados (ratones y
monos) sugieren que es una via a seguir y profundizar como posible candidato vacunal
futuro (181).

9. Costo de las epidemias.

Uno de los aspectos mas importantes y menos estudiados en las epidemias de dengue ha
sido el costo de las mismas si se considera el numero de individuos afectados como
enfermos o como trabajadores involucrados en las tareas de control de la epidemia. En la
tabla 14 se presenta un estimado de las afectaciones econdmicas durante las epidemias de
1981 y de 1997. En el afio 1981 se invirtieron en solo cuatro meses, $103 151 643 USD

principalmente en los gastos generados por la lucha antivectorial, por concepto de
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hospitalizacion de los pacientes y los valores dejados de producir. Durante la epidemia de
1997, se invirtieron $10 251 539 USD, el 76% se emple6 en la lucha antivectorial y el 18%
en costos hospitalarios. Diferentes estudios muestran cifras variables de costo por enfermo
en las diferentes situaciones epidemioldgicas. En Cuba en 1981, el costo aproximado por
enfermo fue de $299.00 USD, en Puerto Rico en 1977 se estimé entre $26-31.00 USD, en
las epidemias de Tailandia de 1980 y 1994 fue de $158.00USD y $257.00 USD
respectivamente. En Santiago de Cuba en 1997, fue de $594.00 USD siendo posiblemente
la cifra por paciente mas elevada de las reportadas hasta el momento. Esta debe ser méas
elevada si se incluyen los costos de seguridad social, los costos por bienes dejados de
producir y la afectacion al turismo, aspectos estos no considerados en el analisis del costo
de la epidemia de 1997 (182-186).

Tabla 14. Estimado del costo total y por actividad incurrido durante las epidemias de

Den 2 de 1981 y 1997.*

Epidemia 1981

Epidemia 1997

Hospitalizacion** 41108 843 1918617
Lucha antivectorial 43 000 000 7787 500
Gastos Seguridad Social 4724 040 507 200***
Valores dejados de producir 14 318 760 ND****
Otros - 38 222
Total 103 151 643 10 251 540

* En USD. **Incluye atencion servicios de urgencia y medicamentos de pacientes

ambulatorios ***Solo en el Sector Salud ***ND:No determinado
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Consideraciones

1. Los estudios virologicos, inmunologicos y serologicos y los estudios clinicos y
epidemiologicos han permitido la caracterizacion de las epidemias cubanas de 1981,
1997 y 2001-2002 asi como su diagnostico temprano y seguimiento, factores estos
determinantes en su control y eliminacion.

2. Se caracterizd por primera vez el cuadro de DH en el adulto y se confirmo que el
cuadro severo en el nifio era similar al observado en el sudeste Asiatico y Pacifico
Occidental

3. La IS se confirmd como factor de riesgo de desarrollo de DH; se demostré ademas
que las infecciones terciarias pueden estar asociadas al cuadro severo de la
enfermedad.

4. Se estimaron por primera vez las tasas de DH segun IS y grupo de edad
demostrandose el mayor riesgo en las edades mas tempranas de la vida.

5. Se reportd por primera vez la mayor severidad de la enfermedad a medida que el
intervalo entre las infecciones primaria y secundaria se incrementa.

6. Se identificaron otros factores de riesgo de DH como la raza blanca y algunas
enfermedades cronicas como asma bronquial, diabetes mellitus y anemia a células
falciformes.

7. La caracterizacion molecular de la cepa de Den 2 aislada en el afio 1981 demostro
que era una cepa diferente a las aisladas con anterioridad en nuestra region asi como

a la reportada en Vietnam en esos afos.
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8.

10.

11.

12.

13.

14.

Se caracterizaron molecularmente los agentes etiolégicos de las epidemias de
dengue de 1981, 1997 y 2001-2002 clasificandose como cepas con potencialidad de
desarrollo de FHD/SCD

Se presentd por primera vez un enfoque integral para explicar las epidemias de
Dengue Hemorrégico en que el desarrollo de una epidemia de FHD/SCD depende
de la interaccién de factores del individuo, el agente y de las condiciones
epidemioldgicas.

Se demostro en tres condiciones epidémicas diferentes el incremento en la severidad
de la epidemia a medida que la misma avanza en el tiempo lo que dio lugar a la
hipotesis de la aparicion de mutantes de escape de la neutralizacion.

Se normalizaron, introdujeron y desarrollaron varios sistemas para el diagndstico
virolégico, serolégico y molecular que han permitido el diagnéstico de casos y
epidemias de dengue en Cuba y en la region y que hacen que nuestro pais cuente
con la tecnologia mas avanzada para el diagnostico de esta enfermedad.

La vigilancia nacional de laboratorio ha permitido la deteccion temprana de
epidemias para la toma de las acciones de control correspondiente asi como su
seguimiento y estudio.

El impacto de la actividad a escala regional se ha visto reflejado a través de la
deteccion de la reintroduccion del virus Den 3 en la region de las Américas después
de 17 afios de ausencia, la formacion de personal, el control de calidad del
diagndstico seroldgico, el estudio de epidemias, el desarrollo de investigaciones
conjuntas y la evaluacion de programas de control en otros paises.

Como parte de las investigaciones en vacunas se establecié un modelo para la

obtencién de vacunas atenuadas y se cuenta con un candidato vacunal basado en
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una estrategia recombinante que ha brindado resultados satisfactorios en los
estudios preclinicos.

15. El pais cuenta con un grupo de investigadores de elevado nivel cientifico y prestigio
internacional lo que ha influido positivamente en la nominacion por parte de la OPS
y la OMS del Centro Colaborador OPS/OMS para el Estudio del Dengue y su

Vector.
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