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EDTA: Acido etilendiamino tetraacético, del inglés ethylenediaminetetraacetic acid
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Antigens/Major Histocompatibility Complex)
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M (Proteina): Proteina estructural de membrana del virus dengue
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quimoatrayente de monocitos 1
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OR: Razoén de productos cruzados, del inglés odds radio
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PHA (Mitégeno): Fitohemoglutinina, del inglés Phytohemaglutinina
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RANTES (quimoquina): Quimoquina expresada y secretada por células T normales

reguladas tras la activacion, del inglés Regulated upon Activation, Normal T Cell Expressed

and Secreted

SCD: Sindrome de choque por dengue

SIDA: Sindrome de inmunodeficiencia adquirida

SFBI: Suero fetal bovino inactivado

STF: Suero de ternera fetal

TGFB: Factor transformador de crecimiento, del inglés Transforming grow factor
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TNFa: Factor de necrosis tumoral alfa, del inglés Tumor Necrosis Factor
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inglés tumour necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand lymphoma

Treg (célula): Células T reguladoras, del inglés T regulator cells
TT: Toxoide tetanico
VD: Virus dengue
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SINTESIS

La enfermedad por virus dengue es la mas importante enfermedad viral transmitida por artrépodos. Es
causada por uno de cuatro serotipos del virus y produce un espectro clinico que va desde formas
asintomaticas, pasando por formas leves de fiebre clasica (Fiebre dengue: FD) hasta las formas mas severas de
Febte Hemorrigica del Dengue/Sindrome de Choque por Dengue (FHD/SCD). El andlisis de las
epidemias cubanas de dengue ha permitido detectar varios factores de riesgo asociados a la susceptibilidad a la
FHD/SCD, entre ellos, la taza. Ia FHD/SCD es una enfermedad inmunopatogénica, donde la respuesta
inmune, y no el virus per s, es responsable del cuadro clinico de la enfermedad.  En este documento se
presentan nuevas evidencias a favor de la asociacion de la respuesta inmune celular a Ia mayor susceptibilidad a
desarrollar FHD/SCD obsetvada en individuos blancos durante las epidemias de dengue en Cuba. Se vetifico
una respuesta inmune celular a virus dengue mas intensa y con marcada reactividad cruzada en los individuos
blancos, a predominio de mediadores inmunes pro-inflamatotios, contrastando con una mayor produccién
de mediadores regulatorios y citotoxicos en los individuos negros. Se detecto la asociacion de varios alelos
HIA dase Iy Clase II con la susceptibilidad o proteccién a desatrollar FD y/o FHD. Estos resultados
contribuyen a esclarecer el papel de la respuesta inmune celular en la patogénesis de la infeccién por dengue, y

de la raza como factor de tiesgo para el desarrollo de la FHD.
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CAPITULO L. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

El dengue es hoy la mas importante enfermedad viral transmitida por artrépodos en términos de
morbilidad y mortalidad humana. La enfermedad esta presente en un gran nimero de paises de Asia,
Centroamérica y Sudamérica y afecta del 40 al 50 % de la poblacién susceptible (1, 2). Con un total de
poblacién de aproximadamente tres billones de personas viviendo en areas endémicas, y con alrededor de
120 millones de viajeros a esas regiones cada afio, una amplia seccién de la poblacion mundial esta en
riesgo de infectarse por dengue. Los elementos de cambio que han conducido a una situacién de
emergencia de la infeccion por dengue estan relacionados al crecimiento sin precedentes de la poblacion
urbana, urbanizaciéon no planificada, escaso o inexistente suministro de agua, mala disposicion de
residuales solidos, la expansién no controlada del vector del virus, el mosquito Aedes aegypti, el deterioro
progresivo y creciente de los sistemas de salud y de los programas de control del vector, la introduccion
de manera frecuente del virus dengue por viajeros virémicos y la co-circulacién de serotipos multiples de
dengue y de cepas de una posible mayor virulencia (3, 4).

La enfermedad por dengue es causada por uno de cuatro serotipos del virus del mismo nombre y
produce en el hombre un espectro clinico que va desde las formas asintomaticas de infeccion, pasando
por formas leves de fiebre clasica (Fiebre dengue: FD) hasta las formas mas severas de Fiebre
Hemotragica del Dengue/Sindrome de Choque por Dengue (FHD/SCD) FHD/SCD. La FHD se
caracteriza por un aumento de la permeabilidad vascular, alteraciones en el nimero y funcién de los
leucocitos, un aumento del hematocrito y trombocitopenia, y en algunos casos choque y la muerte (5).
Estimados confiables sugieren que ocurren aproximadamente 100 millones de casos de FD anualmente
(6), 500000 casos de FHD y decenas de miles de muertes (1, 2).

Aunque la circulacion del virus dengue ha sido ampliamente documentada en la region de las Américas,
en Cuba los reportes de sindromes clinicos por infecciéon con virus dengue han sido esporadicos. En

1945 ocurti6 un pequefio y limitado brote y en un estudio seroldgico nacional llevado a cabo en 1975 se
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demostrd que solo el 2.6 % de la poblacion urbana cubana posefa anticuerpos inhibidores de la
hemaglutinacién contra el grupo de Arbovirus B (7).

En 1977 una gran epidemia de fiebre por dengue, de mas medio millén de casos confirmados, azotd
Cuba (8). Un estudio seroldgico desarrollado en 1978 mostrd que el 44.5% de la poblacion urbana
cubana se habfa infectado con virus dengue tipo 1 y, consecuentemente, se encontraba en riesgo de suftir
una infeccion secundaria si un serotipo diferente se introducia en el pais (9). En 1981 tiene lugar una
segunda epidemia, provocada esta vez por el serotipo 2 del virus. Un total de 344 203 personas resultaron
infectadas, de las cuales 10 312 desarrollaron FHD/SCD. Se produjeron 158 muettes, de ellas 101 nifios
y 57 adultos (7).

Dieciséis anos mas tarde, en 1997, vuelve a ocurtir una epidemia por dengue 2 en nuestro pafs, localizada
en una municipalidad de la provincia de Santiago de Cuba. Durante esta epidemia fueron infectadas 2946
personas; de estas 205 fueron diagnosticadas con FHD/SCD vy 12 fallecieron (10) Las cepas aisladas
mostraron gran homologfa con VD 2 Jamaica y se relacionaron por analisis de la secuencia nucleotidica,
con cepas del genotipo asiatico (11).

En el afio 2000 se detectd un pequefio brote en Ciudad de la Habana, rapidamente controlado, durante
el cual fueron aislados virus de los serotipos 3 y 4. En el periodo 2001-2002 tuvo lugar un nuevo evento
epidemiologico que afecté fundamentalmente a la provincia de Ciudad de la Habana. En esta
oportunidad el serotipo 3 fue responsable de la infeccion, y se confirmaron serologicamente 1635 casos,
de los cuales 152 desarrollaron FHD/SCD (12). En el afio 2006 se vieron afectadas nuevamente algunas
provincias del pais, aislandose los serotipos 3 y 4 (Comunicacion personal, Dra. Maria G. Guzman, 2008).
La epidemia de FHD ocurrida en Cuba en 1981 fue la primera reportada en América, antes de ésta solo
se habfan notificado casos sospechosos esporadicos (13) . Sin embargo cada afio desde 1981, con
excepcion de 1983, se han notificado casos confirmados de FHD en pafses como: Puerto Rico,
Venezuela, Nicaragua, Colombia, México y Brasil, entre otros (14). Los cuatros primeros ya se consideran
endémicos, lo que evidencia el aumento de la incidencia de esta enfermedad y el peligro que esto
representa a nivel mundial y especialmente en paises tropicales como el nuestro.

Han sido varias las investigaciones que tratan de explicar la fisiopatologfa de la FHD, sin embargo, aun se
desconoce con claridad por qué algunos individuos en circunstancias similares de infeccion padecen las
formas asintomaticas o leves, mientras otros llegan a desarrollar las formas severas de la enfermedad y
pueden morir. De gran importancia en este contexto resulta la hipotesis integral presentada por Koutd y

colaboradores, la cual plantea que la presencia o ausencia de factores individuales en el contexto de los
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factores epidemioldgicos y virales hacen posible 0 no la evolucién a un cuadro clinico de FHD/SCD (13,
15).

A partir del analisis de las epidemias cubanas de dengue se han descrito varios factores de riesgo
individuales asociados con la FHD/SSD. Entre ellos se encuentran las enfermedades cronicas como la
anemia de células falciformes, el asma bronquial y la diabetes mellitus. Otro de los factores de riesgo que
resalta de forma particular es la raza. Existe un reporte médico, que data del afo 1906, que describe una
marcada resistencia al desarrollo de la forma grave de la enfermedad, FHD/SSD en individuos negros
(106).

En cada una de las epidemias de FHD ocurridas en Cuba se not6 de forma comun por los clinicos y
personal paramédico que la FHD/SSD "no era una enfermedad de negros", y lo que resulta mas
importante, una proporcion significativamente mayor de personas blancas que negras desarrollaron las
formas severas y fatales de la enfermedad por virus dengue (10,12, 13, 17).

Interesante resulta también que existan escasos reportes de enfermedad grave por dengue en Aftica, asf
como en los paises caribefios de poblacion negra, a pesar de haberse demostrado circulacion del virus
dengue en esas regjones.

Cuba posee una etno-génesis unica, diferente al resto de los paises de América. El etnocidio aborigen de
que fue objeto origind que el fondo genético de la poblacién cubana actual este conformado por la
mezcla de la oleada migratoria Europoide, compuesta por los colonizadores espafioles, y la negroide, dada
por los individuos oriundos de Aftica subsahatiana que fueron traidos como esclavos; y posee, ademas,
un nivel elevado de mezcla racial y mestizaje (18).

Nuestro pais presenta, igualmente, una situacion epidemiolégica tnica en dengue. La erradicacion de las
epidemias ocurridas, gracias a la voluntad politica y la cooperacién de todas las organizaciones de masas,
militares y el pueblo en general, ha permitido la no endemicidad del dengue en Cuba, como han
demostrado los subsecuentes estudios epidemioldgicos, pese a estar rodeada de paises endémicos y con
co-circulacion de varios serotipos (19-21).

Las caracteristicas del sistema de salud cubano han facilitado un manejo multidisciplinario y centralizado
de cada epidemia de dengue, existiendo criterios estandarizados para la clasificacion clinica, la
hospitalizacion y el manejo de los casos de dengue, y una valiosa informacién sobre los aspectos
epidemioldgicos, viroldgicos e inmunoldgicos relativos a cada epidemia ocurrida (2).

Todo esto hace que Cuba sea un lugar de valor excepcional para el estudio de los factores de tiesgo

individuales para el desarrollo de las formas graves de la enfermedad.
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El dengue constituye sin duda una de las enfermedades mas fascinantes desde el punto de vista de su
inmunologfa. El estudio de los fenémenos inmunopatogénicos que se originan tras la infeccién por virus
dengue es hoy en dia uno de los mas atractivos y controvertidos temas de investigacion dentro de la
inmunoinfectologfa (22). Desde finales de la década de los 80 un papel relevante en la patogénesis de la
FHD/SCD ha sido atribuido a la respuesta inmune celular de memoria. La primoinfeccién por unos de
los serotipos de virus dengue induce una respuesta inmune humoral y celular de memotia protectora de
por vida contra ese serotipo, pero de pobre especificidad y afinidad para el resto de los serotipos. Las
células T y B de memoria de menor afinidad son poco eficientes en la eliminacién del virus, pero se
activan preponderantemente durante una infeccion secundaria, fenémeno conocido como “Pecado
original”. (23, 24). Bstas células B de memoria de reactividad cruzada producen anticuerpos no
neutralizantes, pero capaces de reconocer epitopes presentes en los nuevos virus y, al formar
inmunocomplejos, facilitar su penetracién en los monocitos/macréfagos, facilitando la diseminacion de la
infeccion (25). Las células T' de memoria de reactividad cruzada, por su parte, se expanden y producen
niveles elevados de citoquinas pro-inflamatorias sin una regulacion adecuada (26-34). La liberacion
sistémica y no controlada de estas citoquinas pro-inflamatorias produce ruptura de las células endoteliales,
alteracion del sistema de la coagulacion, extravasacion de plasma, choque y manifestaciones hemorragicas
(35-37).

Considerando el importante papel atribuido a la respuesta inmune en el fenémeno immunopatogénico de
la FHD, resulta de extremo interés conocer si diferencias en los patrones individuales de esta respuesta
tienen alguna correlacion con las diferencias observadas entre los diferentes grupos étnicos en Cuba en
cuanto a tendencia al desarrollo de las formas graves de enfermedad por dengue.

En el presente trabajo mostramos evidencias experimentales que vinculan la respuesta inmune celular
con las diferencias étnicas observadas en el desarrollo de las formas clinicas severas por dengue en la
poblacién cubana, conceptualizando como raza al color de la piel.

Las observaciones epidemioldgicas sobre la asociacion de la Raza y la mayor o menor vulnerabilidad a la
FHD/SCD han sido hechas por el color de la piel. Para confirmar esta asociacion, evadiendo la
subjetividad de la clasificacion étnica de acuerdo al color de la piel, en el presente estudio realizamos una
rigurosa clasificacion antropométrica a individuos con antecedentes de diferentes formas clinicas de la
enfermedad por dengue.

Los ofigenes de la poblacién cubana contemporanea, al cual los ancestros afticanos hicieron un

importante aporte, nos llevan a considerar a los genes polimorficos asociados a la respuesta inmune
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dentro del grupo de genes comunes que la poblacion cubana, caribefia y africana pudieran compartir, y
que pudieran explicat, al menos parcialmente, la baja incidencia de FHD/SSD en la poblacion negra de
esos paises. La presente investigacion analiza la posible asociacion de estos genes con las diferencias en la
propension a desarrollar las formas graves de la enfermedad por dengue en los diferentes grupos étnicos

cubanos, una vez mas considerando la Raza o étnia como el color de la piel.

1.2 Hipotesis de Trabajo

La respuesta inmune celular y los genes HLLA contribuyen a las diferencias en la incidencia de fiebre

hemorragica por dengue entre los individuos cubanos de diferentes grupos étnicos.

1.3 Objetivos

General:
Explorar el papel de la respuesta inmune celular y los genes HLLA en la propension de los individuos
cubanos de diferente grupo étnico a desarrollar fiebre hemorragica por dengue
Especificos:
1. Examinar si existen diferencias en la respuesta inmune celular de memoria a virus dengue entre
individuos cubanos de diferentes grupos étnicos.
2. Definir si existe un patrén de respuesta inmune de memoria celular diferente a virus dengue
entre individuos de los diferentes grupos étnicos en Cuba.
3. Explorar si los genes HLLA clase I y clase II estan asociados a proteccion o riesgo a la
enfermedad por dengue en los diferentes grupos étnicos cubanos.
4. Conocer si la clasificacion antropométrica apoya la observacion epidemioldgica de una

predisposicion de individuos de raza blanca a desarrollar fiebre hemorragica por dengue.

1.4 Novedad cientifica

O Los hallazgos encontrados constituyen un novedoso aporte al conocimiento mundial de
la inmunopatologia de la infeccion por dengue:
*  Se describe por vez primera la diferencia en respuesta inmune celular a dengue entre individuos

blancos y negros y se caracteriza que patron de respuesta media esta diferencia

*  Se demuestra, bajo condiciones epidemioldgicas excepcionales, la asociacion de genes HLLA con

el desarrollo de la enfermedad por dengue
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I.5 Valor practico
O Los resultados constituyen un aporte al sistema nacional de salud:
e Jos resultados obtenidos aportan valiosa informacion sobre los factores de fiesgo para la
aparicion de la FHD en la poblacion cubana.
e [a informacion derivada de este trabajo permitira al sistema nacional de salud disponer de

nuevos elementos de utilidad para la prevencion, ante una epidemia de dengue, de la aparicion

de la FHD en poblacion susceptible.

1.6 Valor teérico

La investigacion desarrollada tiene un gran valor tedrico pues contribuye a conocer la asociacion de la
respuesta inmune celular con el riesgo de los individuos cubanos de diferente grupo étnico a desarrollar
fiebre hemorragica por dengue, y se sugieren los posibles efectores de la respuesta inmune celular y
factores genéticos involucrados en este fendmeno. Ademas, este trabajo estuvo dirigido a una
enfermedad que es hoy la més importante enfermedad viral transmitida por artrépodos en términos de
morbilidad y mortalidad humana, que se considera una enfermedad re-emergente por su incremento
dramatico en los ltimos afios, y es responsable de aproximadamente 100 millones de casos anualmente.
Estos resultados han sido objeto de reconocimientos como son:
e Resultados Relevante a nivel de Centro del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Koutf” (2000).
e Ponencia relevante en el XVIII Forum Municipal de Ciencia y Técnica (2007).
Parte de los estudios realizados conformaron una tesis de para optar por el grado de
master en Ciencias
“Evaluacion de la Respuesta Inmune celular de memoria serotipo especifica y serotipo cruzada

a virus dengue” Instituto Pedro Kouri, 1999.

1.7 Publicaciones cientificas donde han sido presentados los resultados de la tesis

e Cytokine. Accepted July 2010. MCP-1 and MIP-1 « expression in a model resembling early
immune response to dengue. Beatriz Sietra, Ana B. Perez , Katrin Vogt , Gissell Garcia ,
Kathrin Schmolke , Eglys Aguirre , Mayling Alvarez , Hans-Dieter Volk , Maria G. Guzman.

e Cellular Immunology .262 :134-140 ,2010. Secondary heterologous dengue infection risk:

Disequilibrium between immune regulation and inflammation? Beatriz Sierra, Ana B. Perez ,
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Katrin Vogt , Gissel Garcia , Kathrin Schmolke , Eglys Aguirre, Mayling Alvarez , Florian Kern ,
Gustavo Kouti , Hans-Dieter Volk , Maria G. Guzman.
International Journal of infectious Diseases. 12:293,2008. Racial Variation in the Cytokines

Production During Dengue Infection. Beatriz Sierra, Ana B. Perez, Gissel Garcia, Katrin

Vogt, Kathrin Schmolke, Eglys Aguirre, Florian Kern, Mayling Alvarez, Hans-Dieter Volk,

Matia.G. Guzman.

Human Immunology. 68(6):531-40, 2007. HILA-A, -B, -C, and -DRBI allele frequencies in
Cuban individuals with antecedents of dengue 2 disease: advantages of the Cuban population for
HILA studies of dengue virus infection. Beatriz Sierra, Roberto Alegre, Ana B Pérez, Gissel
Garcfa, Katharina Sturn-Ramirez, Olugbenga Obasanjo, Eglys Aguirre, Mayling Alvarez,
Rosmari Rodriguez-Roche, Luis Valdés, Phyllis Kanki, Matfa G. Guzman.

Viral Immunology.19(4):662-8, 2006. Ethnicity and difference in dengue virus-specific

memory T cell responses in Cuban individuals. Beatriz Sierra, Gissel Garcfa, Ana B Pérez, Luis

Morier, Mayling Alvarez, Gustavo Kouri y Maria G. Guzman.
Archives of Virology, 152(3):533-42, 2006. RACE: A risk factor for Dengue hemorrhagic fever.

Beatriz Sierra, Gustavo Kouri, Maria G. Guzman.

International Journal of infectious Diseases, 6 (2):125-128. 2002. Long term
memory cellular immune response to dengue virus after natural primary infection.

Sierra Beatriz, Garcia Gissel, Pérez Ana B, Morier Luis, Rodriguez Rayner, Alvarez

Mayling, Guzman Maria G.

1.8 Eventos cientificos donde han sido expuestos los resultados de la tesis

IV National Workshop of Immunology. Faculty of Medicine "Victoria de Giron”. December,
1999.

International Conference on Dengue and Dengue Hemortrhagic Fever. Chiang Mai, Thailand
November 20-24, 2000.

XVI Congreso LatinoAmericano de Microbiologia (ALAM), VI Congreso Cubano de
Microbiologia y Parasitologfa, IIT Congreso cubano de Medicina Tropical, IPK, Habana, Cuba,
Noviembe 2002.
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e International dengue expert seminars. Dengue virus: Molecular Basis of Cell Entry and

Pathogenesis. PDVI/OMS Viena, Austria. 2003.
e III Congtreso Internacional sobre Dengue y Dengue Hemorragico, Singapur, 2004.

e II Congreso Internacional de Dengue y Fiebre Amarilla, Palacio de las Convenciones, Cuba,
2004.

¢ Immunology Mundial Conference , Toronto, Canada, Marzo, 2004.
e 2nd Asian Regional Dengue Research Network Meeting. Singapur, 2005.
e 13th International Congress of Immunology, Rio de Janeiro, Brazil. August 21-25, 2007.
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CAPITULO II. REVISION BIBLIOGRAFICA

I1.1. La historia del dengue y su epidemiologia

El dengue es una enfermedad infecciosa de origen viral que se trasmite al hombre a través de un
mosquito del género Aedes, provocando una enfermedad con un amplio espectro de formas clinicas que
va desde la fiebre indiferenciada hasta las formas mas graves con hemorragia y choque (38).

La primera descripcion de una enfermedad compatible con dengue se publicé en la Enciclopedia China
en el ano 992 de nuestra era. Sin embargo, no fue hasta 1635 que en las Indias Francesas del Oeste se
conoci6 un reporte similar, donde la enfermedad fue denominada “Coup de Barre” (39). En 1779, en
Batavia, Indonesia se reportd una epidemia de casos febriles denominada “Knockelkoorts” (Fiebre de
huesos) y en el mismo afio en el Cairo, Egipto se le denominé “Mal de Genoux™ (problemas de rodilla).
En 1780 en Filadelfia, EUA se report6 la enfermedad febril como “Escarlatina reumatica”.

En sus inicios, se consideré una enfermedad benigna de los visitantes a los tropicos (39). Las epidemias
se producfan a intervalos de 10-40 afios, principalmente porque los virus y su vector transmisor solo
podian transportarse entre los centros de la poblacion a través de la navegacion (39).

Fueron varios los nombres asociados a esta enfermedad de acuerdo a la regién geografica (39). De esta
forma se denominé “ILa Piadosa” en Cadiz, Espana (1784-806), “Dengue” en Espafa (1809), Ki Dinga
Pepo, Denga en Zanzibar, Africa del Este (1823), “Ephemeral fever” en Calcutta, la India (1824), “Dandy
fever” Santo Tomas, Islas Virginias (1827), “Dunga, Dengue” en Cuba, 1828, “Polka fever” en Brasil,
(1845-49), “Three-day or Seven-day fever” en la India, 1909, ““Ban-Sha” en Taiwan, 1916 y “Five-day
fever” en Indonesia (1960s). A partir de la década de los afios cincuenta se denominé FD a la forma
clasicay FHD/SCD a la forma severa de la enfermedad (39).

Los estudios de la enfermedad comenzaron con la demostracion por Graham en 1903 (40) de la
capacidad de los mosquitos para trasmitir el dengue. El virus dengue se aislé por primera vez en Hawai en
1944, al que se denominé dengue 1 y en el mismo afo se aislé en Nueva Guinea otra cepa relacionada
antigénicamente a la que se denominé dengue 2 (41, 42). En Manila, 1956 y 1960, se aislaron los

serotipos 3 y 4 a partir de muestras clinicas de pacientes con un cuadro de dengue hemorragico (43).
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La re-emergencia del dengue como un problema crucial de salud a nivel mundial es actualmente un
problema grave. Es conocido que el siglo 21 ha sido caracterizado como un perfodo de globalizacion,
migracién en masa, urbanizacién, cambios climaticos y demograficos; factores todos que potencian la
diseminacién del dengue. El estilo de vida del principal vector de la enfermedad, el mosquito Aedes
aegypti, se adapta idealmente a los enormes conglomerados urbanos que existen en Asia y América
Latina. El cambio climatico puede alterar la distribucion geografica del vector, permitiendo la entrada del
dengue en nuevas areas geograficas. L.as migraciones humanas juegan un papel significativo en la
epidemiologfa del dengue, ya que los movimientos hacia nuevos asentamientos pueden incrementar la
exposicion a mualtiples serotipos del dengue, un factor importante de riesgo para el desarrollo de la
enfermedad severa (44). Actualmente el dengue es endémico en todas las regiones de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) excepto en Europa (45).

I1.2. Caracteristicas Generales del Virus del dengue

Los virus del dengue pertenecen a la familia Flaviviridae, género Flavivirus el cual agrupa alrededor de 70
miembros. Existen cuatro serotipos (DEN-1, 2, 3, 4), para los cuales se ha desctito una homologfa de
secuencia de un 70% aproximadamente (46).

Los flavivitus pueden replicarse en cultivos celulares de mamiferos, aves y artropodos. Inicialmente
ocurre la unién al receptor celular especifico que sigue con la penetracion mediante endocitosis y
posteriormente el virién es atrapado en una vesicula donde la membrana es fusionada a pH acido y la
nucleocapside es liberada al citoplasma celular. Ia traduccion primaria del ARN mensajero da como
resultado una poliproteina que luego de varios clivajes y procesos post-traduccionales da lugar al virién y
los componentes replicativos. La replicacion del ARN comienza con la sintesis de una cadena negativa
complementaria que es empleada como molde para la sintesis de nuevas moléculas de ARN positivo que
pueden ser usadas para la traduccion de nuevas poliproteinas, sintesis de cadenas negativas o pueden ser
encapsidadas para la formacion de nuevos viriones. El ARN de los virus del dengue contiene un marco
ablerto de lectura para una polimerasa que esta insertada dentro de la membrana del reticulo
endoplasmatico (47-50).

El ensamblaje de la nucleocapside a partir de la proteina C y el ARN, as{ como la adquisicién de la
envoltura, ocurren intracelularmente. Los viriones son llevados en vesiculas de transporte que salen de la
membrana del reticulo endoplasmatico y por un mecanismo especifico son translocadas al pre-Golgi

pasando postetiormente al aparato de Golgi. En las vacuolas de pre y post Golgi opera un transporte
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exoditico de glicoproteinas de membrana a la supetficie celular. La liberacion del virus puede ocurtir por
fusion de las membranas de la vesicula exocitica con la membrana plasmatica o por efecto citopatico, a
través de rupturas puntuales en la membrana que lo separan del espacio exterior (51).

Los vitiones maduros son particulas esféricas de 40-60 nm de diametro, que contienen un nucleo
electrodenso de 30 nm de diametro rodeado por una bicapa lipidica. La envoltura es de 10 nm de espesor
y contiene dos proteinas que dan lugar a proyecciones localizadas en la superficie del virién de
aproximadamente 7 nm de longitud (50). Esta bicapa lipidica se detiva de la membrana celular del
hospedero. Ia nucleocapside icosaédrica contiene una molécula de ARN de simple cadena, con
otientacion positiva, de aproximadamente 11 kb de longitud y peso molecular de 4,2 kD (52) .

La molécula de ARN (+) se comporta como ARN mensajero durante la sintesis de las proteinas virales.
Los genes ubicados hacia el extremo 5" codifican para las tres proteinas estructurales: la proteina de la
capside (C) y dos proteinas de superficie: la de membrana (M), no glicosilada, la cual se forma durante la
maduracién a partir del precursor denominado ptM y la proteina de envoltura (E), glicosilada. Las
proteinas no estructurales son codificadas por genes situados hacia el extremo 3 y se denominan NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5 (50)

En ambos extremos, 5" y 3 estan presentes secuencias no codificantes (NCR) -del inglés noncoding
regions-. Bstas regiones contienen secuencias conservadas, que dirigen el proceso de amplificacion,
traduccion y empaquetamiento del genoma (50).

La proteina C, es el primer polipéptido viral sintetizado durante la traduccién. Su dominio carboxilo
terminal, se plantea que actia como transductor de sefiales a través de la membrana que media la
insercion del precursor prM dentro del reticulo endoplasmatico rugoso (53).

La proteina ptM de 26 kD es escindida proteoliticamente, liberandose su extremo amino terminal para
dar lugar a la proteina M de 8 kD. La formacion de M a partir de prM parece ser crucial en la
morfogénesis del virus, lo que implica un incremento en la infectividad y la reorganizacion de la estructura
de la superficie viral (50, 54).

La glicoproteina E forma parte de la envoltura viral. Tiene un peso molecular de 53-54 kD, constituye la
principal proteina estructural de los flavivirus y la mas conservada en este género (55). En la proteina E
radican las principales funciones biologicas del vition tales como: induccion de anticuerpos neutralizantes,
inmunoamplificadores e inhibidores de la hemaglutinacion, tropismo tisular, maduracion viral, enlace al
receptor celular y fusion de membrana catalizada por acidos, necesaria para la infeccion (56). En la misma

se ha determinado la presencia de epitopes de células T, también de importancia en la inmunidad y la
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patogenia de la enfermedad. Los determinantes antigénicos de la proteina E han mostrado especificidad
de grupo, complejo y tipo, también de subcomplejo, genotipo, cepa y subcepa (57).

NST1 es una glicoproteina de 39-41 kD que existe asociada a la célula, en la superficie celular y en forma
extracelular. Es capaz de inducir la formacién de anticuerpos fijadores del complemento. La misma
presenta dos sitios de glicosilacion bien conservados (53).

La funcién de NS1 en la replicacion viral no ha sido dilucidada, aunque se ha involucrado en la
morfogénesis viral. Algunas mutaciones de esta proteina afectan la virulencia de la particula viral. Se
conoce que la célula infectada expresa la proteina en la superficie celular, siendo diana de la citolisis
inmunolodgica, (57) tanto la realizada por células T citotdxicas, como la mediada por anticuerpos
especificos contra ella que la hacen blanco de la accion del complemento o de la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos. Por esta razon resulta interesante el uso potencial de la proteina NS1 en la
proteccion del hombre contra la infeccién por los Flavivirus. Los estudios realizados por Libraty y
colaboradores (58) muestran que es posible correlacionar los niveles elevados de NSI circulante,
encontrados en la fase temprana de la enfermedad con el desarrollo de la forma severa de la enfermedad
NS2 esta constituida por dos proteinas NS2A y NS2B. NS2A tiene un peso molecular de
aproximadamente 22 kD, puede encontrarse atravesando la membrana y ademas ha sido localizada en
posibles sitios de replicacion del ARN. Esta proteina puede actuar en el reclutamiento de las copias de
ARN por la replicasa unida a la membrana. La proteina NS2B esta asociada a la membrana, tiene un
peso molecular de 14 kD y presenta una region hidrofilica central conservada, que se encuentra
flanqueada por segmentos hidrofébicos. Forma un complejo con NS3 y es un cofactor requerido para la
funcién de la serina proteasa de NS3. En el dominio central existe una region conservada constituida por
40 aminoacidos que es requerida para la actividad de la proteasa NS2B-NS3 (50, 59-61).

NS3 es la segunda proteina en tamafio del virus con un peso molecular de 70 kD y es altamente
conservada entre los Flavivirus. Se piensa que es un componente de la maquinaria enzimatica de
replicacion del ARN viral. Ia comparacion de secuencias nucleotidicas y analisis bioquimicos sugieren
que es trifuncional, con actividad de proteasa, helicasa y actividad de ARN trifosfatasa. Esta proteina se
asocia a la membrana a través de su interaccién con NS2B (62). Se ha demostrado que la misma es la
fuente principal de epitopos de células T. El extremo N terminal de NS3 contiene el dominio catalitico de

la proteasa NS2B-NS3, parecida a la proteasa setina de las subfamilias de la Tripsina. Se considera que
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esta enzima participa como proteasa en el clivaje de NS2B, NS3, NS4A y NS5 y del extremo  carboxilo
de la proteina C (63, 64).

NS4 da origen a NS4A y NS4B, que son protefnas relativamente pequefas (aproximadamente 16 y 27
kD respectivamente). Teniendo en cuenta la distribucion de NS4A y su interaccion con NS1, se plantea
que NS4A participa en la replicacion del ARN, quizas anclando componentes de la replicasa a la
membrana celular. NS4B se localiza en sitios de replicacion del ARN, pero también aparece dispersa en la
membrana citoplasmatica y en el nticleo. Esta proteina sufre modificaciones post-traduccionales que aun
son desconocidas (50).

NS5 es la tltima proteina codificada en el largo marco abierto de lectura, tiene un peso molecular de 103 a
104 kD y es una de las mas conservadas en los Flavivirus. Es una proteina basica y se cree funciona como
ARN polimerasa ARN dependiente, lo que aunque no se ha verificado directamente, se fundamenta en la
presencia de una region altamente conservada, caracteristica de este tipo de enzima presente en los virus
de ARN de cadena positiva. (50, 65, 66).

El dengue es una enfermedad de transmision vectorial, siendo el Aedes aegypti el vector principal. Dicho
mosquito es esencialmente doméstico, de aguas limpias, diurno y antropofilico. Luego de la ingestién de
sangre infestada, el mosquito puede transmitir el agente después de un periodo de 8 a 12 dfas de
incubacion extrinseca. La transmision puede ocurrir de forma mecanica cuando se interrumpe la
alimentacién y el mosquito se alimenta de inmediato de un hospedero susceptible cercano (67).

Los virus del dengue persisten en la naturaleza mediante un ciclo de transmision hombre-mosquito-
hombre, aunque existe un ciclo selvatico (68-70). El ciclo de transmision selvatico ha sido demostrado en
Asia, principalmente entre especies de monos Presbytis y Macaca principalmente a través de mosquitos
del género Ochlerotatus. También, ha sido demostrado en Aftica, con los monos Erythrocebus patas y

varios vectores selvaticos incluyendo Aedes taylori- furcifer, Aedes leuteocephalus y Aedes opok (71).

I1.3. Caracteristicas clinicas de la enfermedad

El dengue se manifiesta como una enfermedad infecciosa aguda, caracterizada por un amplio espectro de
manifestaciones clinicas que oscilan desde formas leves de fiebre indiferenciada hasta formas graves con
hemorragia y choque (72, 73).

La OMS definié el cuadro clinico de dengue en fiebre dengue (FD) y 4 categorfas para los distintos
grados de fiebre hemorragica por dengue (FHD), desde el menos severo (grado 1) hasta el mas severo
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(grado 4). En los grados 3 y 4 la liberacién de plasma es mas profunda y conlleva a un choque,
denominado SCD (74, 75).

La FD se considera una enfermedad autolimitada y raramente fatal. La convalecencia puede prolongarse
a varias semanas, asociandose a depresion y debilidad fundamentalmente en adultos, aunque no existen
evidencias de secuelas permanentes posterior a la infeccion (76, 77). La FD se caracteriza por la presencia
de fiebre alta de inicio abrupto, cefalea severa, dolor retro-orbital, mialgias, artralgias, nauseas y erupcion.
Clinicamente la enfermedad se manifiesta después de un perfodo de incubacién que oscila entre tres y
siete dias, al cabo de los cuales comienzan a evidenciarse los ptimeros sintomas. La fiebre entre 38 y 39°C
se mantiene de dos a siete dfas, desciende y reaparece. La erupciéon es variable y se presenta
tempranamente en el 50 % de los pacientes, el enrojecimiento facial puede coincidir con la fiebre y
desaparece generalmente entre el primero y el segundo dia de instalado el sigho. Una segunda erupcion
comienza entre el segundo y sexto dia, variando de la forma maculo-papular a la escarlatiforme,
distribuyéndose en el tronco, las extremidades y apareciendo en zonas en las que se alterna un patron
eritematoso con areas de piel normal. Las pruebas de laboratorio muestran neutropenia con linfocitosis,
en ocasiones linfocitos atipicos, las enzimas hepaticas pueden elevarse de forma ligera en algunos
pacientes (5, 75).

Aunque las manifestaciones hemorragicas no son frecuentes, puede observarse sangramiento gingival,
hematuria indicando la afectacion del sistema genito-urinario e hipermenotrea por dafio del sistema
ginecoldgico asi como lesiones petequiales y purpuricas en la piel; la trombocitopenia también ha sido
reportada en algunos casos (78).

En la FHD sin choque, las manifestaciones clinicas son semejantes a las de la FD. La epigastralgia, la
sensibilidad en el reborde costal derecho y el dolor abdominal son comunes. La temperatura es alta del
segundo al séptimo dfa y posteriormente baja a nivel normal o subnormal, en ocasiones sube a 40°C o
mas y puede acompafiarse de convulsiones febriles. L.a manifestacion hemorragica mas comun es una
prueba del torniquete positiva. Un paciente es clasificado como caso de FHD s, ademas de fiebre y
hemorragia, presenta trobocitopenia (conteo plaquetatio menor de 100 000 plaquetas/mm3) y
hemoconcentracién (aumento del hematocrito en un 20 % 6 mas). Pueden observarse la presencia de
ascitis y el derrame pleural, como signos de hemoconcentracion (5, 75, 76, 79).

En muchos casos se observan hemorragias en los sitios de venipuncién. En la etapa inicial podemos ver
petequias finas diseminadas por las extremidades, las axilas, la cara y el paladar blando. Puede verse

erupcion maculopapular al principio y al final de la enfermedad. Puede existir hepatomegalia de dos a

14



Raza: Factor de riesgo para el desarrollo de la fiebre hemorrégica por dengue. Implicacién de la respuesta inmune celular

cuatro centimetros, dolorosa a la palpacion. La esplenomegalia es infrecuente en lactantes, pero a veces se
observa un marcado aumento del bazo en la radiograffa. Después de esta etapa viene la rapida
recuperacion que puede ser espontinea o seguida del tratamiento adecuado con fluidos (liquidos y
electrolitos) (5, 45, 76, 80).

En la FHD/SCD se produce un detetioro subito del paciente luego de una fiebre de corta duracion, la
temperatura desciende y mas tarde entre el tercero y el séptimo difa aparecen los signos indicadores de la
insuficiencia del sistema circulatorio, constatandose frialdad de la piel y congestion, es frecuente la cianosis
peri-labial y el pulso débil pero acelerado. Los pacientes aunque letargicos se muestran inquietos. Con la
entrada al estado de choque ctitico, la tensién arterial desciende (20 mm Hg 6 2,7 kPa o inferior) la piel se
nota frfa y humeda (81).

Los pacientes con FHD/SCD estan en peligto de muerte si no se les administra de inmediato el
tratamiento adecuado. La mayorfa de los casos se mantienen conscientes casi hasta la etapa final. La
duracién del choque es corta, el paciente puede morir de 12 a 24 horas o recuperarse con rapidez después
del tratamiento. El choque no corregido puede llevar a la acidosis metabdlica, hemorragia grave del
aparato digestivo o cualquier otro érgano con un prondstico desfavorable. En estos pacientes puede
aparecer encefalopatia por alteraciones metabolicas y electroliticas (3, 5, 45, 70).

La clasificacién original de la OMS del cuadro clinico del dengue se originé de las descripciones de casos
pediatricos en el Sudeste Asiatico en la década del 1970. Con la extension de la enfermedad a otras areas
geograficas, variaciones de la descripcion original del cuadro clinico del dengue se han reportado. Los
principales problemas identificados en la clasificacion de la OMS son la rigidez de la definicion del cuadro
de FHD, la baja sensibilidad y la suposicion por algunos clinicos que fiebre dengue significa enfermedad
leve (82-85). Una clasificacion simplificada y revisada de los casos de dengue , dirigida a identificar y tratar
rapida y adecuadamente las formas mas severas y simplificar el reporte de los casos ha sido propuesta
recientemente por la OMS y el Programa Especial para Investigacion y Entrenamiento en Enfermedades
Tropicales (TDR) (UNICEF/UNDP/Wotld Bank/WHO Special Programme for Research and
Training in Tropical Diseases (TDR), 29 September- 1 October 200.) (86). Esta nueva clasificacion
basada en una revisién de los datos clinicos a partir de estudios realizados en 7 paises del Sudeste Asiatico,
el Pacifico Occidental y Latino América esta ahora bajo validacion en las regiones endémicas de dengue.
Se ha aceptado hasta muy reciente que la convalecencia en la FHD con o sin choque suele ser corta, ain
en casos de choque profundo. Una vez corregido éste, los pacientes se recuperan entre 48 a 72 horas. En

la convalecencia es comun la bradicardia o las arritmias sinusales y una caracteristica erupcién petequial.
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En la FHD, el rango de sintomas neuroldgicos va desde irtitabilidad y depresion hasta encefalitis y muerte
(87). La encefalopatia en la FHD puede resultar de la anoxia cerebral, edema, hemorragia intracraneal y
oclusion de los vasos. Existe una controversia acerca de si los virus del dengue producen una enfermedad
neuroldgica, como una complicacion no especifica o invaden directamente el cerebro de la misma forma
que otros Flavivirus como la encefalitis Japonesa y la encefalitis de San Luis (88).

Sin embargo, recientes estudios sugieren que el dengue puede producir complicaciones a largo plazo.
Durante la epidemia de dengue 3 ocurrida en Ciudad Habana durante el 2001-2002 algunos pacientes
mostraron persistencia de varios sintomas de dengue ain 6 meses después de la enfermedad aguda.
Astenia (27.6%), cefalea (14.8%), y artralgia (10.6%) fueron los sintomas mas frecuentes (89).
Observaciones similares fueron notadas en Singapur, donde un Sindrome de Fatiga Post-dengue fue
descrito durante la convalecencia tardfa tras la enfermedad por dengue (90). Recientemente ha sido
reportado un cuadro parecido en individuos cubanos 2 afios después una enfermada aguda por dengue 4,
durante la epidemia ocurrida en Ciudad Habana durante el 2006. (Garcia y Cols. Comunicacion personal),
y aun 5 afios después de una enfermedad aguda por dengue 2, ocurrida en Santiago de Cuba en 1997,
algunos individuos referfan sufrir artralgias, mialgias y astenia relacionadas con el dengue. (Sierra B.

Resultados no publicados).

I1.4 Células dianas de la Infeccion por Dengue

El progreso de la infeccion por dengue 7 vivo después de la picada del mosquito, a pesar de ser una
cuestion fundamental, no es atin bien conocido. Se ha reportado que los monocitos, macrofagos y otras
células del sistema reticulo endotelial son las dianas fundamentales de la infeccién por dengue. Se ha
reportado también que las células dendtiticas conocidas como células de Langerhans, asi como las células
dedriticas dérmicas e intersticiales, son mas permisivas a la infeccién por dengue que los monocitos y
macréfagos, por medio de de la molécula DC-SIGN como receptor para la entrada del virus dengue (91-
95). Aunque se ha descrito que los fibroblastos y las células B pueden infectarse con virus dengue 4 vitro
(96-98), no se conoce aun si estas células son capaces de infectarse 7 vivo. Se ha reportado que las células
endoteliales y los hepatocitos fueron infectados con virus dengue 7 vivo en pacientes con FHD (99, 100).
Células apoptoticas se encontraron también en otros tejidos como el cerebro, el intestino y el pulmoén.
Este mecanismo, conocido también como muerte celular programada, se ha implicado en la patogénesis

de la FHD/SSD (101, 102).
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I1.5 Respuesta inmune e Inmunopatologia de la enfermedad

I1.5.1 Respuesta inmune innata 6 inespecifica

La respuesta inmune innata, al parecer, tiene un importante papel protector durante la infeccion con VD

(95). Uno de los componentes fundamentales de este tipo de respuesta son los INFs a, 8 y 7, pues in
vitro, son capaces de inhibir la infeccion (103-105). Entre las fuentes principales de estos mediadores, se
encuentran las células NK altamente productoras del IFNy. Una actividad temprana de las células NK
pudiera ser importante en la eliminacién de la infeccion primaria por virus dengue (106). Sin embargo el
mecanismo a través del cual pudieran actuar, no se ha definido aun. Durante la infeccién son reclutadas
rapidamente en érganos y tejidos infectados, por factores quimoatrayentes producidos por las células
infectadas y macréfagos residentes activados. Los macréfagos, ademas, constituyen una fuente principal
de los IFNs 0./ 3 los que, una vez en el sitio de la inflamacién, inducen la proliferacién de las células NK,
la citolisis de células infectadas por virus mediada por dichas células asesinas y la secrecion de
quimoquinas (107). En el sitio de la infeccion ademas predominan las CD las cuales inducen también la
activacion de las células NK (108, 109).

Kurane y col (19806), reportaron que las células NK de sangre humana son citotoxicas contra células
infectadas con virus dengue por citolisis directa y ADCC (del inglés Antibody Dependent Cytotoxic
Cells) mediante la exocitosis dirigida de los granulos que contienen granzimas, perforinas y proteoglicanos
(110).

El aumento de las células NK activadas ha sido asociado al desarrollo de la FD, mientras que su
disminucién ha sido asociado con las formas severas de la enfermedad (111). Ademas, se ha demostrado
que los macrofagos activados por INF-y juegan un papel importante en la inhibicion de la replicacion del

VD a través de la produccién de éxido nitrico (112).
I1.5.2 Respuesta inmune adquirida o especifica

I1.5.2.1 Respuesta inmune humoral

La informacion respecto a la adquisicion de inmunidad después de una infeccion por VD es limitada. En
humanos y monos infectados natural o experimentalmente con el virus se detecta una rapida y potente
respuesta de anticuerpos. La presencia de anticuerpos neutralizantes por mas de cuatro décadas después

de un episodio infeccioso sugiere el desarrollo de inmunidad de por vidaa VD (113).
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Aparentemente, estos anticuerpos y otros efectores de la respuesta inmune al virus se asocian al
desarrollo de inmunocompetencia. Esta, por otro lado, parece ser serotipo especifica, pues los episodios
clinicos por reinfeccion con virus del mismo tipo son poco frecuentes (42).

A pesar de la similitud antigénica entre los virus del complejo dengue, infecciones secuenciales por dos o
mas tipos del mismo pueden ocurrir. Cuando asi sucede, la respuesta de anticuerpos a la infeccion
secundaria es marcadamente diferente a la estimulada por la infeccion primaria (113). Esto puede tener
dos consecuencias: el desarrollo de reinfecciones heterotipicas y la produccién de fendmenos
inmunopatogénicos en el curso de infecciones secundarias o la proteccion frente a la reinfeccion.
Experimentos de proteccion pasiva en ratones han evidenciado el efecto protector de la respuesta de
anticuerpos (114). La conjugacion de mecanismos de neutralizacion viral, activacion del complemento y
ADCC, son invocados en dicha respuesta.

Evidencias experimentales y epidemioldgicas sustentan el efecto protector de la respuesta de anticuerpos
neutralizantes. ILa capacidad neutralizante y protectora de los anticuerpos contra las proteinas E y prM ha
sido demostrada en ratones empleando anticuerpos monoclonales (114-116).

En el hombre, datos epidemioldgicos constituyen pruebas mas convincentes de la proteccion mediada
por anticuerpos. Se ha evidenciado que los anticuerpos maternos en los primeros 5-6 meses de vida
protegen a los recién nacidos de la infeccién por VD (117). En la literatura revisada, no se encontraron
referencias sobre la activacién de la via alternativa del sistema del complemento durante la infeccién por
VD. La via clasica de este sistema puede ser activada durante la infeccién primaria por este virus (118-
120). En correspondencia con ello, moléculas de IgM especificas al virus han sido encontradas en esta
fase de la infeccion (121).

Durante la infeccion secundaria, también ocurre activacion de la via clasica del complemento. Muy
interesante es el hecho que las subclases IgG1 e Ig(G3, las mas importantes activadoras del complemento
durante una respuesta secundaria, son las subclases de IgG mas producidas en los casos de individuos que
desarrollan las formas mas graves de la infeccién (122).

La accion de los anticuerpos promoviendo la citotoxicidad celular es otro mecanismo que propicia la
eliminacion de las células infectadas por virus. Algunas poblaciones celulares, en especial las células NI,
son capaces de lisar células infectadas cuya superficie, cubierta con anticuerpos IgG, promueve la union
de la porcion efectora de dichas moléculas (region Fc) a los receptores de baja afinidad (CD16)
localizados en las células promotoras de la lisis, provocando, de esta forma, su activacion y la ruptura de la

célula diana (123).
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Aunque estudios in vitro han evidenciado la lisis por ADCC de células monocitarias infectadas por VD,
es muy poca la informacién sobre su repercusion en la proteccion in vivo (184, 198). En otras
infecciones virales, en cambio, se ha visto que juega un importante papel protector. Estudios recientes
muestran que, al parecet, la respuesta ADCC esta involucrada en la proteccion frente a infecciones virales

por VD (199, 200).

I1.5.2.2 Respuesta inmune celular

El papel de los linfocitos T se ha demostrado ser importante en la respuesta inmune celular frente al virus
dengue y definen en gran medida la evolucion de la infeccion.

Siendo los linfocitos T CD4+ el centro de la respuesta inmune especifica, éstos han sido intensamente
estudiados en el caso de la infeccion por VD (34, 201). Tras la infeccién natural o inmunizaciones con
vacunas vivas atenuadas, el analisis de las CMSP revel6 la activacion de clones de linfocitos T CD4+ y
CD8+, los que, en su mayoria fueron serotipo especificos. En la inmunidad dependiente de estos clones,
al igual que en la respuesta de anticuerpos, la infeccion secuencial conduce al desarrollo de respuestas de
especificidad cruzada, capaces de reconocer otros serotipos del complejo dengue (124-126).

Se ha comprobado que la respuesta de las células T CD4+ y CD8+ se dirige contra multiples proteinas
virales (127-130), aunque la proteina NS3 parece ser particularmente inmunogénica para este tipo de
respuesta (131). La interaccion de las células T CD4+ y CD8+ con las células presentadoras de antigenos

infectadas produce elevados niveles de INF-y, TNF (factor de necrosis tumoral, del inglés -tumoral

necrosis factor)-o, - y MIP-1B (proteina inflamatotia de macréfagos, del inglés- Macrophage
inflammatory protein 1 alpha), mediadores eficientes de la lisis de las células infectadas in vitro (132, 133).
Células T CD4+ citotdxicas y no citotoxicas (aparentemente solo productoras de mediadores solubles)
han sido detectadas en sangre periférica de pacientes de dengue. La estimulacion de clones de estas células
serotipo especificos y de reaccion cruzada también ha sido demostrada.

Mongkolsapaya y cols., (2003), demostraron la existencia de pocas células T CD8+ respondedoras al
virus y, la mayorfa de estas, altamente activadas que experimentaban apoptosis en pacientes con FHD y
SCD (24). De esta manera se concluyd que, la infeccion severa esta asociada con altos niveles de
activacion de células T, balanceados por apoptosis masiva y que esta activacion retorna a niveles normales
en la clarificacion viral.

Estudios recientes realizados ex vivo, mostraron que en los dias de la defervescencia, durante el curso de

una infeccion aguda por VD, la apoptosis podria ser un potencial inmunomodulador en la respuesta
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inmune adaptativa al virus. En este trabajo los niveles plasmaticos de FasL detectados y la proporcion
media de CMSP que presentaban apoptosis fueron mayores en nifios que sufrfan FHD que en aquellos
que desarrollaron un cuadro de FD. Interesantemente, el hecho de que aproximadamente la mitad de
dichas células apoptoticas fuesen linfocitos T CD8+ sugirié que la apoptosis mediada por Fas podtia
jugar un papel importante en la regulacién de estos linfocitos T CD8+ (134).

I1.5.2.3 Citoquinas de interés en la respuesta inmune a dengue

Citoquinas es un termino que describe proteinas de bajo peso molecular (por lo general menos de 30
kDa) organizadas en familias estructuralmente diversas que actian mediando interacciones complejas
entre células principalmente del sistema inmunitario de origen linfoide, células inflamatorias y células

<

hematopoyéticas. Las citoquinas “controlan” el sistema inmune y sus funciones son muy variadas:
activacion, proliferacion, diferenciacién y maduracion de células, comunicacion entre células del sistema
inmunitario y en algunos casos, ejercen funciones efectoras directas como la apoptosis. Aunque su fuente
primaria son los leucocitos, pueden ser producidas por otras muchas células. Son moléculas pleiotropicas,
es decir, que la misma citoquina es capaz de actuar en multiples tipos celulares. Inician su accion tras
unirse a receptores celulares especificos de la superficie celular a los cuales se asocian con una elevada
afinidad (Ka=10""-10"), y en consecuencia hacen falta cantidades muy pequefias de citoquinas para
saturar los receptores. La mayotfa de las respuestas celulares a estas moléculas son lentas, ocurriendo en
periodo de horas y requieren sintesis de novo de ARN mensajero (ARNm) y proteinas.

Las citoquinas se producen durante las fases efectoras de la inmunidad innata y especifica y sirven para
regular las respuestas inmunitarias. Su produccion y secrecion es un hecho breve y autolimitado y sus
actividades funcionales son redundantes, pues distintas citoquinas pueden producir el mismo efecto.
Algunas citoquinas inducen la sintesis de otras, lo que conlleva a la produccion de cascadas en la que la
segunda o tercera citoquina puede mediar el pretendido efecto de la primera. Algunas citoquinas pueden
influir sobre el efecto de otras a través de un efecto antagonista o sinérgico.

A continuacién se describen caractetisticas de algunas citoquinas de interés en el contexto de este trabajo.
Quimoquinas: Ias quimoquinas forman una familia de pequefias proteinas con actividad
quimoatrayente, que se clasifican en 4 grupos dependiendo de la presencia de determinados aminoacidos
entre las dos primeras cisternas conservadas de su extremo N Terminal. Se unen a los receptores para
quimoquinas C-C, que pertenecen la superfamilia de receptores acoplados a proteina G. Su unién induce
una cascada de eventos intracelulares que rapidamente llevan a un amplio rango de funciones celulares

incluyendo quimiotaxis, desgranulacion, fagocitosis y sintesis de mediadores pro-inflamatorios (135), a
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través de las cuales participan en una gran cantidad de eventos en el organismo tales como desarrollo de
organos linfocitarios, metastasis, cicatrizacién, angiogénesis, y en otros directamente relacionados con la
respuesta inmune como diferenciacion de las células T, reclutamiento de células, trafico linfocitario e
inflamacion.

IL-8: Es una pequena molécula con funciones quimioticticas que contiene cuatro cistefnas
caracterfsticas, con una organizacion CXC. Se secreta por una variedad de células, y tiene numerosos roles
incluyendo el reclutamiento de eosinéfilos, neutrofilos y células T a la superficie de del endotelio, y la
induccion de expresion de moléculas de adhesion, lo cual conduce a la unién y extravasacion de estas
células y al aumento de la permeabilidad celular (383-385).

MCP-1: Es la proteina quimoatrayente de monocitos 1, es el prototipo de quimoquina C-C y exhibe la
mas potente actividad quimoatrayente para monocitos y linfocitos (374-376). Se expresa en una amplia
variedad de células en respuesta a estimulos pro-inflamatotios, incluyendo TNF o, IL-1 o e IL-1 8, y a su
vez induce a los monocitos y macréfagos a secretar TNF -&,dly B (136) Las células endoteliales son
importantes fuentes de MCP-1, y pueden elevar significativamente los niveles de esta quimoquina durante
las infecciones. La MCP-1 actia de forma autocrina induciendo apertura de las uniones inter-endoteliales
(137).1.a proteina C reactiva induce la liberacion de MCP-1 por las células endoteliales (138). MCP-1 es
critica en dirigir la extravasacion de CMSP hacia sitios de inflamacién, infeccion y traumas (139). Existen
reportes que refieren sobreexpresion de MCP-1 en monocitos y macrofagos en respuesta a la infeccion
por dengue (140, 141), asi como en células endoteliales (138, 142).

MIP-1o: Es una quimoquina crucial en la quimoatraccién de células T a los tejidos inflamados, y en la
regulacion del transito trans-endotelial de monocitos, células dendriticas y células NK (403, 415, 416).
Tiene un papel también importante en la patogenia de muchas enfermedades con condiciones
inflamatorias como las enterocolitis y la colitis ulcerativa, la artritis, la psoriasis, la formacién de
granulomas, la esclerosis multiple, la sarcoidosis pulmonar y el asma (374, 380, 382, 383).  En este
sentido es quimoatrayente de forma particular para los baséfilos en la respuesta a alergenos, induciendo la
liberacion de histamina y el desarrollo de eosinofilia (418-420), y puede ser producida por lineas celulares
de basofilos y eosinofilos , actuando sobre ellos de forma autoctina.

RANTES: Es una quimoquina inductora de activacion de leucocitos y células NK, quimiotaxis ,
adhesion y migracion transendotelial (143). Su secrecion temprana forma un gradiente local y recluta
varios subgrupos de leucocitos circulantes al sitio de infeccién, ademas de actuar sobre las células del

endotelio, facilitando la expresion de moléculas de adhesion y por ende la diapedesis (144). RANTES se
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une a varios receptores, CCR1, CCR3 y CCR5 entre ellos. Se ha demostrado que esta quimoquina atrae
monocitos y linfocitos T via CCR1, y eosinodfilos y basofilos via CCR3, y acta sobre los linfocitos T
también a través de CCR5, a través del cual recluta preferencialmente linfocitos con fenotipo de memoria,
resultando entonces de importancia en las respuestas inmunes secundarias (145).

IFN y: (interferon gamma), también llamado IFN tipo II o inmunoregulador, es secretado por las
células CD8, CD4, TH1, y NK que la producen solo si estan activadas en respuesta a antigenos o en
respuesta a IL-2 y su produccién se inhibe por la IL-10, TGEFB, 14 y glucocorticoides. (146, 147). Casi
todos los tipos de células poseen receptor para IFN Yy responden a su union a esta citoquina aumentando
su expresion de MHC I (148). Por esto las células en la vecindad de un linfocito activado que libera IFNy
se tornan  eficaces presentadora de antigenos endégenos y constituye un mejor blanco para los linfocitos
CD8+. El IFNy tambi én aumenta la expresion de MHC 1I en las células presentadoras de antigenos
especializadas, potenciando también la presentacion a los linfocitos CD4+. También induce la expresion
de MHC II “de novo” en células endoteliales, epiteliales, y del tejido conjuntivo, reclutandolas como
células presentadoras de antigenos a linfocitos CID4 en sitios de reaccion inmunitaria intensa (148, 149).
Es un potente activador de macrofagos. Aumenta su actividad microbicida considerablemente, y le
induce a liberar IL-1, IT-6, IL-8, y TNF o. Tambi én activa neutrdfilos, células NK y células endoteliales
vasculares (150). Estas dltimas en su presencia se diferencian a vénulas endoteliales altas y se vuelven mas
adhesivas para neutrofilos y linfocitos (151). Esta citoquina también promueve la diferenciacion de células
B y CD8+ a efectoras activas, pero no su proliferacién. Potencia la actividad TH1, y disminuye la
produccion de IL-4 por TH2, inhibe los efectos de la IL-4 sobre la célula B, evitando el cambio a IGE e
induciendo IgG1 (152).

TNFo: Es una citoquina pro-inflamatoria multifuncional, aislado en 1984, y nombrado por su accion
citotoxica sobre las células tumorales de raton induciendo regresion del tumor. Es producida por
monocitos, macrofagos, células dendriticas, linfocitos TH1 y otras. Esta citoquina interviene en la
hematopoyesis y la morfogénesis, y esta involucrada en enfermedades como la artritis reumatoide, la
diabetes, el infarto del miocardio, el rechazo a injertos y el SIDA. Estimula al higado a producir proteinas
de fase aguda, e induce el catabolismo de musculos y grasa para la obtencion de energfa, y actia a nivel del
hipotalamo causando fiebre y somnolencia (153). En cantidades excesivas activa las vias de la
coagulacion y causa inflamacion, siendo la causa principal de complicaciones sistémicas como la cascada

que conduce al choque (154, 155).
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EI'TNFu es la principal citoquina que regula la inmunidad innata y media la inflamaci 6n aguda. Actia por
medio de la activacion del factor activador de la transcripcion NKkappa.

Su accién sobre las células endoteliales resulta en la produccién de selectinas y ligandos de las integrinas
leucocitarias que median la diapédesis, y en la induccion de la produccion de quimoquinas que intervienen

en la quimiotaxis y reclutamiento de leucocitos. Fl TNFa activa neutrofilos y macr  6fagos, induce la
produccién de reactivos intermediarios del oxigeno  y la secrecion de IL-1 (156). Esta citoquina forma un
lazo autoregulatorio con la I1-10, en el cual el TNF es un potente inductor de 1I-10, y la IL-10 es una
reguladora represora del TNF (157). Acttia sobre las células a través de varios receptores, promoviendo
diferentes efectos. Su uniéon al TNFR1 promueve respuesta inmune sistémica e inflamacion. Su union al
TNFR2, solo presente en tejido renal, induce dafio tisular mediado por complemento. El TNFR3 es
esencial para la induccion de interferones y de IL-10 (158).

TGEFB: Es una molécula altamente conservada, que constituye una adaptacion evolutiva para proteger al
huésped de los eventos inflamatorios destructivos (159). Fue descubierto inicialmente como un factor de
crecimiento de fibroblastos que promovia la reparacion de heridas Tiene también una actividad anti-
proliferativa considerable y actiia como un regulador negativo de la inmunidad y la hematopoyesis (160).
El'TGF 8 se produce por muchos tipos celulares que incluyen macrofagos activados y linfocitos T. Los
humanos expresan cuando menos 3 variantes de de esta citoquina, llamados TGF beta 1, 2 y 3. Son
productos de genes separados, pero todos ellos se enlazan por los mismos 5 tipos de receptores celulares
superficiales de gran afinidad. Los receptores de tipo I son trasmisores de sefiales intracelularmente, en
tanto que la funcién de los receptores 111, IV y V no es muy clara (161, 162). EI TGF beta tiene efectos
anti-linfoproliferativos en una amplia variedad de células que incluyen macréfagos, células endoteliales y
linfocitos T y B. También suprime la produccién de la mayor parte de las linfoquinas y monoquinas y
reduce la expresion celular de las proteinas MHC 11 y de los receptores de IL-1. Bloquea también los
efectos linfoproliferativos sobre linfocitos T'y B, y activadores de células NK de la IT-2 y los de la II-1
sobre los timocitos. Inhibe la generacion de células T citotdxicas. Por tanto el TGF beta es singular en lo
que se refiere a que puede actuar como un regulador de retroalimentacién negativa que abate las
reacciones mediadas inmunitariamente (159, 163).

Esta citoquina ha ganado gran interés en los ultimos aflos tras saltar a la palestra cientifica el tema de las
células T reguladoras (164). TGE es producida por la subserie de ¢ élulas T reguladoras TR1, junto a la
IL-10, y por las TH3. El TGFB mas la IL-2 inducen la expresion de novo de FoxP3 en linfocitos

virgenes, los cuales ganan asf funciones regulatorias, transformandose en TR1-like, productoras de IL-10.
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Sin embargo en unién a la IL-6 y ausencia de I1-2 induce la diferenciacion a la TH17, las cuales tienen un
papel importante en la autoinmunidad (165). EI TGF tiene, por tanto, un papel dual en la inmunidad, que
contribuye a la regulacién de la tolerancia periférica (166). (Li y Cols. 2006) (Ming y Cols. 2007).

IL-10 : Se le considera como la reguladora por excelencia de la inmunidad a la infeccion. Es
eminentemente anti-inflamatoria. Durante la infeccion ella inhibe la actividad de la mayoria de las células
efectoras del sistema inmune (THI, las NK, macréfagos, dendriticas), necesarias para la eliminacion
optima  de patdgenos, pero también responsables de dafio tisular inmunopatologico. Posee, por ende un
rol de equilibrio entre el control de las infecciones y el control del sistema inmune. Sin embargo, el
maximo control del patdgeno no necesariamente implica minimizar el dafio que la enfermedad que
ocasiona produce en el organismo, ya que muchas de las complicaciones severas de las infecciones
resultan de la excesiva activacion del sistema inmune. Por ende, es esencial el papel de los componentes
inmunoregulatorios del sistema inmune en limitar los petjuicios que este pudiera ocasionar (167, 168).

La IT-10 se describi6 inicialmente como un producto de células TH2 que inhibfa la sintesis de citoquinas
TH1. (Gazzinelli y Cols. 1999). Se sabe ahora que es producida por varios subtipos de linfocitos CD4+ y
CD8+, por linfocitos B, macréfagos y células dendriticas(169).

Muchos de sus efectos anti-inflamatorios-reguladores se originan por su accién sobre los monocitos y
macr6fagos, donde inhibe la expresion de MHC 1T y de B7-1/B7-2, e inhibe la produccion de citoquinas
pro-inflamatorias como la IL-1a, IL-13, IL-6, I.-12, II.-18 y TNF alfa. Sin embargo ella actiia ademas
sobre las células dendriticas de forma autocrina, inhibiendo la produccién de quimoquinas y su trafico a
los nodos linfaticos, llevando al fallo en el reclutamiento y activacion de los linfocitos virgenes a linfocitos
THI1. Actia también sobre los linfocitos CD4+ directamente, inhibiendo su proliferacién y produccion
de IL-2, IFNy, IL-4, IL5 y TNFo (170).

Existen numerosos estudios en una amplia variedad de patdgenos, incluyendo nematodos, protozoos,
bacterias, hongos y virus como HIV, Hepatitis, HSV, LCMV y MCMYV; sobre el papel de la II-10 en las
infecciones; que indican que la resolucién de una infeccién requiere de una respuesta coordinada, en la
cual los mecanismo inflamatorios iniciales eliminen al patégeno, y luego ocurra un inmediato control por
la IL-10 para evitar los dafios inmunopatologicos (170). Entonces, el momento en que se liberan, las
cantidades relativas y la duracion de la liberacion de las citoquinas pro y anti inflamatorias son puntos
criticos en el control justo de la infeccién sin dafios colaterales (171).

La IT-10 también es importante en el contexto de las células T reguladoras. Es producida por la subserie

de Treg TR1 , junto al TGFB, también por las “TR1-like”, las cuales se generan en periferia a partir de
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linfocitos virgenes, tras la induccion de IL-2 y TGEFB. La IL-10 producida por las diferentes subseries de
Treg es particularmente importante en la respuesta a antigenos en las interfases con el medio ambiente,
como intestino, pulmones y piel (172).

FoxP3. FoxP3 es un miembro de la familia de factores de la transctipcion Fork-head/winged-helix y
regulador por excelencia del desarrollo de las Treg y sus funciones (173). Se identificé inicialmente como
un gen defectuoso de la cepa de ratén Scurfy, la cual es mutante recesiva ligada al cromosoma X que es
letal en machos hemicigbticos, que mueren 1 mes después de nacidos exhibiendo hipeactivacion de las
células T CD4+ y sobreproduccion de citoquinas pro-inflamatorias (174, 175). Mutaciones del gen
humano FoxP3 son la causa del sindrome IPEX en humanos (desequilibrio inmunolégico,
poliendocrinopatia, enteropatia, ligado al cromosoma X)) (176). Las células T reguladoras naturales son un
linaje celular caracterizado por la expresién de FoxP3. Numerosos experimentos han demostrado el rol
de este gen regulador de la transcripcion en el desarrollo y funciones de las células T reguladoras. (177).
Conceptualmente las funciones de las células T' reguladoras son el control dinamico de la autoreactividad
fisiologica y de la respuesta excesiva a patogenos. Sus mecanismos de accion incluyen la supresion
dependiente del contacto celular (Treg, Th y célula presentadora de antigeno); la inhibicién de la
produccién de I1-2 a nivel de ARNm por las T auxiliadoras (la accion de FoxP3 esta principalmente
mediada por la supresién de la produccion de I1-2 ) y la competencia por la IL-2 entre las Tregs y las T
auxiliadoras, ya que las Tregs consumen aceleradamente toda la IL-2 por su elevada expresion de CD25.
La falta de IL-2 induce apoptosis por ausencia de citoquinas en las T auxiliadoras (178). Otros
mecanismos propuestos para mediar la accién local de las Tregs son el condicionamiento negativo de las
células presentadoras de antigeno, al reducir la expresion de CD80/CD86, mediada por CTL-4;
expresion de variante de membrana de TGF §, lisis directa por granzima B, secreci 6n de I¥35 y
alteracion del ambiente metabolico (Induccion de CAMP). Para la TR1 y las TH3 el mecanismo de
accion es mediado por IL-10 y TGEFB (179).

La perforina y la granzima son moléculas mediadoras de citotoxicidad producidas por células con
capacidad citotoxica, tanto de la inmunidad innata, células NK, como de la inmunidad adaptativa,
linfocitos T, mayormente CD8+ (180, 181). Las células NK poseen granulos preformados durante su
desarrollo y su respuesta efectora de liberacién de los mismos es rapida, en respuesta al balance entre
sefiales activadoras o inhibitorias. Los linfocitos requieren de activacién que induzca la sintesis de los
granulos, por lo que su respuesta citolitica es mas lenta (182-184) . La perforina es critica para la

citotoxicidad mediada por granulos presentes en las células NK y los linfocitos citotdxicos (185, 186). La
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petforina es activada por la escision de la regién C-terminal en un proceso que requiere un entorno acido
(187). La perforina liberada de los granulos liticos se polimeriza en un proceso dependiente de calcio
(188), y es capaz de formar poros en las membranas lipidicas, permitiendo que las granzimas entren a la
célula diana por difusion pasiva. La granzima B puede encontrarse formando un complejo de ~300 kDa
con el proteoglicano serglicina, dificultando su entrada al citosol a través del poro (189-191). Se ha visto
sin embargo que la granzima B puede penetrar a las células por un mecanismo perforina independiente y
solo ejercer sus efectos cuando la perforina es adicionada al medio (192, 193).

LLa granzima B es el miembro mas estudiado de las familias de las granzimas, y es un potente activador de
la apoptosis de forma tanto dependiente como independiente de las caspasas (194). Es una aspasa, que
escinde detras de los residuos de acido aspartico, aunque la hidrdlisis es dependiente de la interaccion con
una secuencia optima de sustratos (195).

FasL: Es uno de los llamados “receptores de muerte”, otro de los mecanismos citotéxicos utilizados por
los linfocitos Tc (196-198). Estos receptores son activados por miembros de la superfamilia del TNF
como el TNFoa (INESF1A), FasL. (INFSF6) y TRAIL (INEFSF10) conduciendo a una cascada de
eventos intracelulares (199). El proceso apoptdtico, ampliamente vinculado a la eliminacion de células
infectadas durante la infeccién viral, puede dividirse en tres fases: la iniciacién, en la que la célula recibe un
estimulo que puede activar la cascada apoptotica, la ejecucion, donde las sefiales de muerte son
irreversibles, y la degradacion, en que la célula presenta los cambios bioquimicos y morfoldgicos del
estado final de la apoptosis.

Este proceso de muerte celular es regulado por un grupo de proteinas citoplasmaticas miembros de la
familia Bcl-2, que tienen funciones anti y proapoptéticas (200).

Se considera que la activacion del programa de muerte celular en respuesta a las infecciones virales es un
mecanismo de defensa temprano para prevenir la diseminacion de la infeccion seguido de la accion de las

células NK y los linfocitos Tc (201).
IL.6 Patologia de la FHD/SCD

I1.6.1 Amplificacién dependiente de Anticuerpos o fenémeno ADA

Existen varias observaciones epidemioldgicas de peso, provenientes de Tailandia y Myanmar (202-204) y
Cuba (7, 205), que describen la aparicién de casos de FHD en individuos con anticuerpos contra un

serotipo diferente del causante de la enfermedad, lo sugiere una infeccién primaria heterdloga
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precedente. Estas observaciones que sustentan la hipotesis de fendmeno ADA  (amplificacion
dependiente de anticuerpos) la cual plantea que durante una infeccién secundaria con serotipo heterélogo
se formarfan inmunocomplejos (IC) cuyos anticuerpos serfan menos eficientes en la neutralizacién de la
particula viral (206, 207). Estos IC, como regularmente ocurre en otras interacciones antigeno-anticuerpo,
serfan internalizados, por las células del sistema fagocitico mononuclear (monocitos y macréfagos), al
interactuar con los receptores Fc-y tipo I (CD64) y II (CD32) en ellas presentes. Se favorecetfa, de esta
manera, la diseminacion viral, ya que estos IC entran a las células hospederas mas rapido que los viriones
no cubiertos (25, 208). Otras células contribuirfan a la extension de la infeccion, entre ellas otros fagocitos,
ampliamente distribuidos en los tejidos (25, 209). Finalmente, como consecuencia de la lisis por efecto
citopatico del virus, o por interaccién de las células infectadas con mecanismos efectores del sistema
inmune, factores solubles son liberados al medio extracelular, los cuales estan implicados en el
desencadenamiento de la forma grave de la enfermedad (210-213).

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

superficie del virion (214).

I1.6.2 Seleccion de mutantes de escape a la neutralizacion.

Se especula que, tras una infeccion primaria, el repertorio de anticuerpos neutralizantes generados es
capaz de eliminar la infeccién causada por un serotipo viral diferente en un tiempo aproximado de tres
meses antes que, en los individuos por segunda vez infectados, tenga lugar el desarrollo de la respuesta
inmune adaptativa especifica contra el agente viral. Esto se explica porque, como consecuencia del
proceso de maduracion de la afinidad, los anticuerpos generados en la primoinfeccion son capaces de
reconocer determinantes antigénicos mayoritarios comunes en la superficie de la particula viral del
serotipo 2. De esta forma son eliminadas, en su mayoria, las particulas virales durante la segunda infeccion
y, en consecuencia, los individuos desarrollan un cuadro clinico benigno o, en muchos casos,
asintomatico. Sin embargo, en otros casos particulas virales escapan a la neutralizacion, pues en el proceso
de sintesis de sus proteinas estructurales, no son expresados aquellos determinantes comunes al serotipo
causal de la primoinfeccién. Cuando son transmitidas, y de forma mayoritaria se multiplican en otros

individuos con igual historia primaria de infeccién y por tanto con igual repertorio de anticuerpos
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neutralizantes, son capaces de desarrollar en éstos el cuadro mas severo de la enfermedad. Los
anticuerpos predominantes en dichos individuos son, por tanto, anticuerpos que al no poder neutralizar la
infeccion, por medio de su porciéon Fc se unen a diferentes tipos celulares donde encuentran los

receptores correspondientes y, de esta forma, se desarrolla el proceso de ADA (215).

I1.6.3 Activacion del Complemento

L activacién del complemento también pudiera estar involucrada en la patogénesis de la filtracion capilar
en la FHD, siendo otra de las manifestaciones clinicas mas importantes. La cascada del complemento
podta ser activada por los complejos inmunes formados por los virus circulantes y los anticuerpos
especificos contra estos, y de hecho se ha reportado que los niveles de C3a y Cba se correlacionaron con
la severidad de la FHD, alcanzando el pico maximo en el momento de la defervecencia, cuando la
extravasacion de plasma resulta mas evidente (216). Se han descrito niveles elevados de NS1 y
anticuerpos pre-existentes de reaccién cruzada pueden también mediar la activacion del complemento
(217, 218), y los monocitos y las células endoteliales pueden activar tanto la via clasica como la alternativa
(155).

I1.6.4 Respuesta de células T de memoria de reactividad cruzada y produccién de
citoquinas.

El estudio de la respuesta de células T al VD ha mostrado evidencias de la participacion de éstas en la
induccién del cuadro severo de la enfermedad (209). Varios estudios avalan la hipotesis sobre la
activacion de linfocitos T'y la produccién de citoquinas como factores importantes en la patogénesis de la
FHD. Diferentes autores han encontrado altos niveles de TNFa. , IFNy e I1.-2 asociadas a cuadros de
FHD (219), asi como altos niveles de receptores CD8 y CD4 solubles y receptores de II-2 en nifios con
FHD (219-221).

¢Cémo pueden relacionarse la reactividad cruzada, la accion citotdxica y la produccion de citoquinas de
las células T CD4+ para producir el fenébmeno inmunopatolégico? Después de la infeccién primaria,
existen clones de memoria de linfocitos T CD4+ y T CD8+ cuyos niveles de activacion se han visto
aumentados en individuos con FHD durante el transcurso de la infeccion secundaria. Las células T
CD4+ pueden inducir el fenémeno inmunopatolégico a través de dos mecanismos: la citotoxicidad y/o
la liberacion de citoquinas. Ia activacion del primero de ellos puede, a su vez, cursar dos caminos: la
liberacién de perforinas y granzimas de las células citotoxicas sobre la célula infectada o la interaccion del

FasL sobre la célula T con la molécula Fas sobre la célula blanco. Estudios # vifro muestran que, cuando
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se activa la via Fas/Fasl, la lisis tiene lugar no solo sobre las células infectadas, sino también sobrte las
células vecinas que no han estado atn expuestas al virus y que, en sus membranas expresan la molécula
de Fas, contribuyendo con la amplificacion de la enfermedad. Algunas de las células de la respuesta
inmune y las células endoteliales también pueden afectarse por este mecanismo. En este dltimo caso
ocurtitfa la extravasacion de plasma y el choque, eventos que caracterizan a la FHD (133). En el segundo
de los mecanismos, como consecuencia de la activacion de los linfocitos de memortia T CD4+ con
reactividad cruzada ante la infeccion con un serotipo viral heterélogo, secretan citoquinas como las ya
mencionadas (IFNy, TNFa y TNFp), las cuales han sido detectadas en altas concentraciones en el
plasma de individuos con FHD (133). El IFNy incrementa la expresi 6n de receptores Fey en los
monocitos, lo cual pudiera explicar el aumento de la infeccién de éstas células por los complejos virus-
anticuerpos (222). E1 TNFo junto a otras citoquinas como la IT-6 y la I-8, incrementan la permeabilidad
de las células endoteliales e inducen la pérdida de plasma (218, 223, 224). Las IL-6 y 8 tienen un papel
dual ya que actiia como molécula pro-inflamatoria y anti-inflamatoria e incrementa la permeabilidad de las
células endoteliales. Niveles elevados de la misma son encontrados en los sueros de pacientes con
FHD/SCD (131, 132).

Similar asociacion con la severidad de la enfermedad ha sido mostrada para la expresion de marcadores
de activacion en las células T CD8+ y la expansion de poblaciones de estas células especificas a epitopes
del VD. Las células T CD8+ especificas lisan otras células infectadas con el virus por mecanismos
dependientes de perforinas causando la lisis de células circundantes no infectadas (24, 225).

Resumiendo, ante una infeccion secundaria heteréloga por dengue ocurre un incremento en el nimero
de células infectadas por virus dengue debido al fenémeno ADA. Estas células se activan y liberan
grandes cantidades de citoquinas y mediadores quimicos, a la vez que presentan antigeno y estimulan a
los linfocitos de memoria de reactividad cruzada CD4+ y CD8+. Estos linfocitos, en asusencia de una
respuesta regulatoria de controls adecuada, producen también niveles elevados de citoquinas pro-
inflamatorias. El efecto sinérgico entre citoquinas pro-inflmatorias y proteinas activadoras del

complemento en las células endoteliales conllevan la pérdida de plasma y el choque (213).

I1.6.5 Mimetismo Molecular

Otra hipotesis relaciona el fenémeno de reactividad cruzada entre proteinas del virus y aquellas
pertenecientes a la cascada de la coagulacion. Plantea la existencia de una homologfa estructural entre una

secuencia conservada de la proteina E de los flavivirus y ciertas secuencias de factores de la cascada de la
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coagulacion, especificamente el plasmindgeno y su activador, que pudieran estar vinculadas con la
aparicion del cuadro hemorragico (226). Se ha podido constatar por analisis computarizado que existe una
region de 20 residuos de aminoacidos de la proteina E del serotipo 4 del VD que tienen similitud con una
familia de factores que incluyen al plasmindgeno, primer mediador de la fibrindlisis, y otros como el
factor X, protrombina y el activador del plasminégeno (227).

La actividad de la plasmina, forma activa del plasminégeno, estd modulada fisiolégicamente por un
antagonista, O 2 antiplasmina, que se une a la serina del siio activo en el complejo
plasmin6geno/plasmina. Se plantea que los anticuerpos producidos ante la infeccion por VD4,
especificos a la proteina E, reconocen una secuencia similar en el plasminégeno, provocando un
impedimento estérico que bloquea la unién del antagonista, lo cual constituye una hipétesis posible de la
alteracion hemostatica en pacientes con anticuerpos de reactividad cruzada (228).

Una mayor destruccion de las plaquetas o una disminucion en su produccion pudieran ser la causa de la
trombocitopenia. En este sentido, se ha detectado la presencia de complejos virus-anticuerpos en la
superficie de las plaquetas de pacientes con FHD, lo que sugiere que la respuesta inmune desempefia
algin papel en la destruccion de las plaquetas. En este sentido, se ha encontrado la presencia de
anticuerpos IgM de reactividad cruzada contra las plaquetas en los sueros de pacientes con FHD que

podrian causar lisis de estas y por tanto estar involucrados en la patogénesis de la enfermedad (229).

I1.6.6 Virulencia Viral

Otros autores han considerado que las formas graves de la enfermedad son el resultado de la infeccion
por cepas muy virulentas de los virus del dengue (230, 231). Tales cepas podrian ser originadas en
circunstancias de hiperendemicidad y circulacion concomitante de mudltiples serotipos virales y presentar
mutaciones producto de sucesivas replicaciones en hospederos filogenéticamente tan distintos, como
hombre y artrépodo. Segin esta hipotesis no serfa necesaria una infeccion previa para desarrollar
FHD/SCD. En tal sentido existen ejemplos, aunque escasos, de epidemias severas ocurtidas en
poblaciones primo infectadas (230, 231). Ciertamente, existen algunas evidencias que apuntan hacia la
existencia de cepas con mayor o menor potencial virulento. Un ejemplo es la cepa de DV2 (Genotipo
Americano) que provoco la epidemia de Iquitos, Pert en 1995 en una poblacién inmune a DV1 y no se
reportd un solo caso de DHF (232, 233). Por el contrario la epidemia Cubana de 1981, provocada
igualmente por una cepa de DV2, pero Genotipo Asiatico, en el mismo contexto inmunolégico

(personas inmunes a DV1) ocasiond una epidemia extremadamente severa (13).
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La virulencia de ciertas variantes virales puede estar ligada a determinantes genéticos. Una mutacion en
una region precisa del gen que codifica para la proteina E, asegura la atenuacion o el incremento de la
virulencia de una cepa dada, por lo que la aparicién de cuadros clinicos graves se asocia con determinadas
cepas virales o mutantes de estas.

Leitmeyer y colaboradores (234) encontraron diferencias estructurales entre cepas de DV2 de origen
asiatico y americano que pueden tener influencia sobre la virulencia y/o la patogenicidad de estas cepas.
De acuerdo con las evidencias encontradas por estos autores (234), los determinantes principales de la
severidad se encuentran en el aminoacido 390 de la proteina E que puede afectar la unién a la célula
hospedera; los nucledtidos del 68 al 80 del lazo de la regidon 5° no codificadora, que podrian estar
involucrados en la iniciacion de la traduccién; y en los primeros 300 nucleétidos de la region no
codificadora 3, que pudieran participar en la regulacién de la replicacion viral.

De esta forma se postula que los virus del dengue del genotipo Americano podtian replicarse pobremente
in vivo produciendo una enfermedad poco severa. Otros estudios apoyan esta hipotesis comprobando
que un cambio en el aminoacido 390 de la proteina E afecta la neurovirulencia en ratones (235).
Adicionalmente, Pryor y colaboradores (236) construyeron un dengue 2 recombinante con sustituciones
en el residuo 390 de dicha proteina. Ia sustitucion de N (genotipo Asiatico) por D (genotipo Ameticano)
resulté en una disminucion en la habilidad para replicarse en monocitos humanos. Por otra parte,
empleando un clon infeccioso de dengue, en el cual se sustituy6 el aminoacido 390 se comprob6 que
dicho cambio tenfa influencia sobre la replicacién viral en monocitos humanos y células dendriticas (237).

Otros estudios recientes sugieren que hay diferencias en la habilidad de algunas cepas virales para unirse e
infectar células diana y en su capacidad para generar una mayor progenie viral in vitro (238). Por otra
parte, una mayor carga viral en las etapas iniciales de la infeccién viene aparejado con las formas mas
severas de la enfermedad, lo que podria estar dado por factores virales (239). Por otra parte, determinadas
secuencias de infeccion han sido correlacionadas con el desarrollo de las formas severas de la enfermedad.

La infeccion secuencial VD1-VD2 o VD1-VD3 ha sido asociada con epidemias de FHD (13, 240-243).

I1.6.7 Hipotesis Integral

La hipotesis integral planteada por Kourd, es la hipétesis mas completa pues plantea al dengue como un
fenémenos inmunopatologico multifactorial donde deben ser integrados multiples factores para su
comprension: los factores relacionados con el virus (serotipo y virulencia de la cepa), los factores

epidemioldgicos (vector e intervalo entre infecciones) y los factores de riesgos individuales, que incluyen,
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ademas de la respuesta inmune, otros factores de gran importancia como la edad, el género, el estado
nutricional, la presencia de enfermedades cronicas, y los factores genéticos, entre ellos la raza , los que,

como consecuencia de su interaccion, conllevan al desarrollo de la forma grave de esta enfermedad (5, 6).

I1.7 Factores de riesgo individuales

Los factores de tiesgo individuales tales como el sexo, la raza, la edad, estado nutricional, las enfermedades
crénicas como asma, diabetes y anemia drepanocitica hacen la enfermedad mas frecuente en ciertos
grupos poblacionales (17, 244, 245). Adicionalmente, la pequefa proporcion de personas que, tras una
infeccion secundaria heterotipica , desarrollan la formas graves de la enfermedad (202), asi como las
diferencias en la incidencia de la FHD entre sujetos de diferentes grupos étnicos (10, 12, 17, 205, 242,
246-250) evidencian que la individualidad juega un papel en el mayor o menor riesgo a desarrollar
FHD/SSD.

I1.7.1 Estado nutricional

Se ha descrito que nifos que padecen moderada malnutricion proteico energética no desarrollan
FHD/SCD (251-253). Esta obsetvacién se ha explicado a pattit de que la FHD una enfermedad
inmunopatogénica, donde una respuesta inmune intensa y descontrolada es responsable de los sintomas y
signos que se presentan. En estos nifios ocurre una supresion de la respuesta inmune, tanto por el déficit
de proteinas como de micronutrientes como la vitamina A, los retinoides y el hierro son esenciales para la
respuesta inmunes (254-260). Los nifios con severa malnutricién tienen un riesgo mayor al choque por
dengue que los nifios bien nutridos debido al menor volumen plasmatico y de fluidos extracelulares (261),
por lo que desarrollan choque mas rapidamente con una menor extravasacion de plasma. Los nifios
obesos también un mayor riesgo de desarrollar choque y complicaciones inusuales al enfermar por
dengue, ya que suelen necesitar un mayor volumen de fluidos intravenosos, y es dificil calculatlo, por lo
que suelen complicarse por administracion excesiva de fluidos. En estos pacientes se ha desctito mayor
frecuencia de encefalopatias e infecciones asociadas. Los casos fatales tambien son mayores en pacientes

malnutridos por exceso o por defecto que en nifios con un estado nutricional adecuado (253).

I1.7.2 Edad

LLa FHD se ha presentado principalmente como una enfermedad de la nifiez en el sudeste Asiatico (262).

El compromiso de la respuesta inmune en los primeros afios de vida por inmadurez funcional
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del sistema inmune pudiera influir en este comportamiento, causando una respuesta no
eficiente que propicie un cuadro inmunopatogénico (263, 264).

Las epidemias ocurridas en Cuba demostraron que la mayor incidencia de las formas graves de la
enfermedad en niflos se manifiesta solo si todos los grupos de edad expuestos tienen iguales antecedentes
de inmunidad a dengue. Durante la epidemia de dengue 2 ocurrida en 1981, donde casi un 50 % de la
poblacién posefa Acs al serotipo 1 tras la epidemia causada por este serotipo en 1977, fueron los nifios el
grupo etareo mas afectado por FHD/SCD. Sin embargo, durante la epidemia de 1997 por dengue 2,
donde el factor de riesgo que implicaba la presencia de Acs anti dengue 1 adquiridos durante la epidemia
de 1977 solo estaba presente en adultos, todos los casos que desatrollaron FHD/SCD se presentaron en
este grupo (265).

En ancianos una mayor fragilidad capilar y tendencia al sangramiento pudiera hacerlos
especialmente susceptibles a la FHD (266).

I1.7.3 Género

Respecto a la distribuciéon de la enfermedad por dengue por género, en la literatura se
muestran resultados controvertidos. Los estudios sobre epidemias en Cuba refieren que el
género femenino es mas propenso a las formas graves de la enfemedad por dengue (12, 17,
265). Estudios mas recientes en poblacion Colombiana coinciden con esta observacion (267).
Hay evidencias de que la respuesta inmune femenina es mas competente que la masculina lo que puede
resultar en una mayor produccién de citoquinas (268). Desde los afios 70, Halstead ya habia planteado que

la mayor afectacion del génro femenino se debia a una mejor capacidad de respuesta inmune ante el virus y
por ende mayores posibilidades de complicaciones .Ademas el sistema de capilares en las mujeres es mas
propenso a aumentar la permeabilidad que el de los hombres (269, 270). Varios autores han descrito,
por el contrario, una mayor incidencia de las formas clinicas mas severas en el género
masculino, sobre todo en pafses de Sudamérica y Sudeste Asiatico (271-274). Ooi y
colaboradores ha tratado de explicar este hecho argumentando que son muchos mas los
hombres que trabajan fuera de la casa, que las mujeres (275), sin embargo, estudios serologicos
retrospectivos han mostrado una mayor seropositividad entre amas de casa, retirados y
desempleados, lo cual se explica al ser, el vector, un mosquito doméstico (273).

Los factores que determinan una mayor incidencia de la enfermedad en uno 4 otro género aun

requieren ser investigados.
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11.7.4 Enfermedades crénicas

El asma bronquial, la anemia falciforme, y la Diabetes mellitus se han reconocido como factores de riesgo
para la FHD en las epidemias cubanas causadas por dengue 2 y dengue 3 (17, 89, 250). Guzman y cols.
reportaron la habilidad aumentada de las CMSP de asmaticos para amplificar la infeccion por el virus
dengue 2 en condiciones de ADA (en presencia de anticuerpos anti-dengue 1) al compararse con un
grupo control (245).

La asociacion entre Diabetes y la Siklemia con el dengue hemorragico ha sido explicada por Limonta y
cols. a partir de las afectaciones vasculares que tienen de base los pacientes que padecen estas
enfermedades crénicas, pudiendo condicionar una mayor propension a las complicaciones en el curso de
la infeccién por dengue (276, 277).

También fueron muy susceptibles a hemorragia pacientes con ulcera péptica y mujeres en periodo

menstrual (13, 17, 89, 245, 276, 278-281).

I1.7.5 Factores Genéticos

Los factores genéticos no han sido lo suficientemente estudiados en la infeccién por dengue. Sin embargo
su papel en el desarrollo de las FHD puede ser inferida a partir de la pequefia proporcion de personas
inmunes a dengue que desarrollan FHD ante una infeccién secundaria heterotipica (214, 511), asi como
las diferencias entre grupos étnicos en el riesgo a desarrollar las formas graves de la enfermedad por

dengue (17, 89, 282, 283).

11.7.5.1 HIA clase I

Existen varios reportes sobre la asociacion de las diferentes variantes polimorficas de los genes HILA clase
I con el riesgo o proteccion a desarrollar FHD.  Chiewsilp y cols. fueron los primeros en describir
asociacion entre los genes HILA clase I y la severidad a la infeccién por dengue, al mostrar una asociacion
positiva para HLLA-A2 y una negativa para HLLA-B blanco (284). El segundo reporte provino del analisis
de la epidemia cubana de FHD ocurrida en 1981, a partir de cuyo analisis Paradoa Pérez y cols.
determinaron la frecuencia de antigenos HLLA en 82 pacientes cubanos con FHD/SCD. Los antigenos
HIA-A1, HLA-B blanco, HLA Cw1 y HLLA-A29 mostraron una frecuencia significativamente mayor en
el grupo de los pacientes, comparados con el grupo control (285).Un estudio subsiguiente realizado en
poblacién brasilefia no reportd asociacion de ninguno de los 55 alelos HLLA clase I estudiados con
susuceptibilidad a FD.
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Posteriormente un estudio caso-control de 263 pacientes tailandeses infectados con DV1, DV2, y DV3 o
DV4, encontré  asociacion de HILA clase I con infecciéon secundaria, pero no en primarios. HILA-
A*0203 result6 asociado con FD, independiente del serotipo causante de la infeccion secundaria, y HLA-
B*52 se asoci6 a FD en pacientes con infeccion secundaria por DV1 y DV2. Ademas, HLA-B*44, B*62,
B*76 y B*77 resultaron ser protectores contra el desarrollo de enfermedad tras la infeccién secundaria.
Los alelos A*0207 y HLA-B*51 mostraron asociacién con FHD en pacientes con infeccion secundaria
por dengue 1 y dengue 2. Todos los resultados confirman que los alelos HLLA clase I estan asociados con
la severidad de la enfermedad por dengue (286).

11.7.5.2 HIA clase I1

A diferencia de la asociacion a las formas graves de la enfermedad descrita para los alelos HLA clase 1, los
alelos HLLA clase II parecen estar asociados a proteccion. Estudios llevados a cabo en México en
pacientes con infeccion por dengue mostraron que individuos homocigoticos para HLLA DBB1*+04 eran
11.6 veces menos susceptibles a desarrollar FHD que las personas que no presentaban ese alelo. Estos
datos sugieren que este alelo parece jugar un papel protector en poblacion Mexicana (287). Loke y cols.
no encontraron asociacién del alelo HLA-DRBI al desarrollo de FHD en poblacién viethamita (288).
Otro estudio de 14 especificidades para el HLA-DR y 4 para HLA-DQ en poblacion brasilefia mostr6
una asociacion positiva de HLA-DQ1 con el desarrollo de FD (289).

I1.7.5.3 HLLA clase III

Los genes en la region HILA clase III codifican para un numero de proteinas incluyendo proteinas del
complemento (C4A, C4B, C2 y Bf), TNFo y TNFJ y prote  inas de choque tém@90). Loke y cols
estudiaron la posible asociacion de polimorfismos en el gene codificador para TNF o« al desarrollo de
FHD en poblacién viethamita, no encontrando ninguna asociacién (288). En contraste Fernandez-
Mestre y cols. estudiaron el polimorfismo de un unico nucleétido de TNF o, IFNwOIITGER e I1-10

en pacientes con infeccién por dengue y reportaron un predominio del alelo TNF-308A en pacientes con
FHD (291).

I1.7.5.4 Factores genéticos no HLA

Existen algunos estudios sobre la asociacién entre la FHD y genes polimorficos no HLA. Loke y cols.
encontraron un significativamente menor numero de casos de FHD en personas homocigoticas para la

variante arginina en la posicion 131 del gen FeyRIIA (292).
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Estos mismos autores describieron asociacion de la variante timina en la posicion 352 del receptor de
vitamina D asociado a proteccién contra FHD, aunque los mecanismos exactos necesitan aun ser
explorados (292).

La molécula DC-SIGNI, (del inglés Dendritic Cell-specific ICAM-3 grabbing non integtin), un receptor
de uni6n a virus dengue, es esencial para la infeccion productiva de células dendriticas (293). Sakuntabhai
y cols. han reportado una asociacion entre el alelo G de la variante DCSIGN1-336 y proteccién contra
FD en tres cohortes diferentes de poblacién tailandesa (294).

La variante 308 A, del gen del TNFu se ha descrito asociado a la FHD en poblacion venezolana (291).

La variante alélica 665 THR/ALA, del gen de la molécula TAP2, implicita en el procesamiento
antigénico por via enddgena, se ha descrito asociada a la forma grave de enfermedad por

dengue, FHD (295).

I1.7.6 Raza

Tan tempranamente como en el 1906, el Dr. Agramontes, un reconocido clinico cubano, reportd que los
individuos de color de piel negros tenfan una marcada resistencia contra el desarrollo de enfermedad
grave pot dengue (16) , sin embargo, no fue hasta la epidemia de dengue hemorrigico/sindrome de
choque por dengue ocurrida en Cuba en 1981 que la raza fue reconocida por ptimera vez como un
posible factor de riesgo para el desarrollo de las formas severas de la enfermedad por dengue (17, 205,
296). En esta epidemia, una proporcién significativamente mayor de blancos desarroll6 FHD/SSD (tabla
1). De 124 nifios con un diagnostico seroldgico confirmado, 86 % fueron blancos, 7% fueron mulatos y
7% fueron negros. De 104 adultos con FHD/SSD grado 11 y 111, 81% fueron blancos, 13% fueron
mulatos y 6% negros. El nimero de casos fatales también fue significativamente mayor en blancos que
en negros. De 72% casos fatales en nifios, 86% fueron blancos, 11% fueron mulatos y solo 3% negros.
De 26 casos adultos 77% fueron blancos, 14% fueron mulatos y 9% negros. Al comparar estos datos con
la composicion racial de la poblacion cubana en 1981 (66.1% blancos, 21.9% mulatos y 12% negros)
observamos que la morbi-mortalidad en esta epidemia fue significativamente mayor en blancos que en
negros. Por cada persona negra con FHD/SSD hubo 5.5 blancos y 1.8 mulatos, resultando en una
incidencia de enfermedad severa por dengue en blancos significativamente mayor que en negros (13, 17).
Los casos fatales tuvieron un comportamiento similar. De 72 casos fatales en nifios el 86% fueron
blancos, 11% mulatos y 3% negros. De los 26 fallecimientos en adultos el 77% fueron blancos, 14 %

mulatos y 9% negros. Cuando se comparan estas cifras con la composicion racial de la poblacion cubana
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en 1981 (66.1% blancos, 21.9% Mulatos y 12% negros) (297), se puede obsetvar que los blancos estan
sobre-representados en términos de morbilidad y mortalidad comparados con los negros. Por cada
persona de traza negra con FHD/SSD hubo 55 blancos y 1.8 mulatos, tesultando en una
significativamente mayor incidencia de enfermedad severa entre los blancos comprados con los negros
(17).

La epidemia de dengue 2 ocurrida en el municipio de Santiago de Cuba en 1997 también mostr6 una
mayor frecuencia de FHD en sujetos blancos que en negros. De 169 casos de FHD/SCD donde se
precisa la raza, el 46,1% eran blancos, el 36,2% mestizos y sélo el 16% negros. Segiin estos datos la
poblacién blanca tiene una probabilidad 2,57 veces mayor que la poblacion negra de padecer la forma
severa de la enfermedad y 1,8 veces con respecto a la mestiza. Entre los fallecidos se observé un
predominio de los mestizos (58,3%0), seguido por los blancos (249, 298). Sélo hubo un fallecido de la raza
negra (8,3%), el cual suftfa de anemia de células falciformes Al comparar la composicion racial de la
municipalidad de Santiago de Cuba con la morbilidad y la mortalidad por dengue, los negros
constituyeron significativamente la minorfa de los casos (10, 242, 250, 299).

En brote de dengue 3 ocurrido en el 2001 en Ciudad de la Habana se confirmaron 76 casos de
FHD/SSD, siendo el 62% blancos, el 21% mulatos y el 17 % negros. De estos 76 casos 18 desarrollaron
SSD, la forma clinica mas severa, de ellos el 83% fueron blancos, 6 % mulatos, y 11% negros (12, 300).
Resulta de interés que los 2 tinicos casos fatales ocurridos en negros tenfan historia de anemia de células
talciformes y asma bronquial, respectivamente, ambas enfermedades cronicas asociadas a la forma severa
de dengue. Esto coincide con observaciones similares hechas en las epidemias por dengue 2 ocurtidas
en 1997 y 1981.(81, 89, 249).

Un estudio de laboratorio complementé estas observaciones epidemiologicas sobre la relacion de la
motbilidad y mortalidad por FHD/SSD. Motier y colaboradores estudiaron la amplificacion de la
infeccion por virus dengue 2, dependiente de anticuerpos a dengue 1, en células mononucleares de
sangre petiférica (CMSP) de individuos cubanos de raza blanca de origen hispanico, y en individuos de
raza negra. Los virus no se multiplicaron en los cultivos de CMSP de los sujetos de raza negra, ya fuera en
presencia o ausencia de los anticuerpos, sin embargo, se observé una intensa replicacion del virus en las
células de los individuos de raza blanca en presencia de los anticuerpos a dengue 1. (301)

Estos resultados resultan de gran interés, a la luz de las observaciones epidemiol6gicas hechas en Cuba y

Tailandia, asi como otras evidencias experimentales que apoyan la amplificaciéon de una infeccién
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secundaria heterotipica por dengue por anticuerpos sub-neutralizantes generados tras una infeccion
primaria (213, 302, 303).

Las observaciones epidemiolégicas y de laboratorio sobre el papel de la raza en el desarrollo de la
FHD/SSD resultan de gran interés , si consideramos que las diferencias obsetvadas en el tiesgo a la FHD
entre los diferentes grupos raciales en Cuba coincide con los escasos reportes de FHD en Africa y el
Caribe. Aunque el dengue ha sido documentado en 19 paises africanos y el virus ha sido repetidamente
aislado, existen solo reportes esporadicos de enfermedad por dengue, y casi en su totalidad en poblacion
no nativa (39, 68, 304-308). Durante la epidemia de dengue 2 ocurrida en Senegal en 1990, el cuadro de
FHD fue observado solo en emigrantes franceses. Una observacion similar fue hecha durante la epidemia
de dengue 3 ocurrida en 1985 en Mozambique, donde los casos fatales fueron de origen asiatico (309-
311). Adicionalmente, los brotes de dengue que han ocurrido en la costa este de Africa desde
Mozambique hasta Somalia y en las islas Seychelles han cursado con manifestaciones clinicas leves (312).
La incidencia de FHD/SSD es también notablemente baja en paises caribefios donde la poblacion es
mayoritariamente (283, 313). La ausencia de FHD a pesar de la trasmisiéon hiperendémica de dengue en
Haiti contrasta con la alta incidencia de este cuadro en paises del Sudeste Asiatico. Los niveles promedio
anuales de infeccion por dengue en Puerto Principe, Haitl son un 30% mayor que los reportados en
Yangoon, Myanmar. Con los factores virales claramente presentes debfa esperarse cientos de casos de
FHD/SSD en Haiti, sin embatgo, ningtin brote o casos esporadicos de FHD/SSD han sido reportados.
En Myanmar, por el contrario el nimero de casos de FHD y de muertes por esta causa son elevados, a

pesar de la menor circulacion del virus (283).

I1.8 Origenes de la poblacién cubana

Cuba se encontraba cercana a los cayos de la Florida y las Islas Bahamas al inicio del periodo Holoceno,
en el que el nivel del mar era menor (314). Esto implica que la inmigracion de los pobladores de la cultura
Mississippi, cruzando el estrecho de la Florida era posible. De hecho, los primeros sitios arqueologicos in
Cuba datan de 4000 afios AC y se ha determinado pertenecen a las poblaciones Meso-Americanas de
aborigenes Cazadores-Recolectores provenientes de la Peninsula de Yucatin que pueden haber accedido
a la 1sla por rutas que incluyen la Florida. Posteriormente, 2000 afios AC, pobladores Recolectores-
Agricultores primitivos provenientes del norte de Sudamérica invaden el Caribe, incluyendo Cuba. Estas
2 culturas aborigenes conviven por largo tiempo en la Isla hasta el arribo, 500 afios AC , de otros

pobladores de la cultura Arawak, provenientes de Sudamérica, del territorio que ahora ocupa Venezuela,
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quienes introdujeron la ceramica y tecnologfas avanzadas de agticultura y se diseminaron rapidamente por
toda la isla (315). Cuando Colon atribo, en el 1492 DC, muchos clanes o tribus de compleja organizacion
convivian en la isla agrupados de manera general por el padre Bartolomé de las Casas en Siboneyes pre-
Agricultores y Tainos Agricultores, estos ultimos hablantes del idioma Arawak. Otras tribus guerreras
antropofagas vivian en las pequefias Islas de las Antillas y eran consideradas como una amenaza por los
otros grupos ametindios del Caribe (314). Los Siboneyes cubanos vivian mayormente en la parte
occidental de la Isla y los Tainos se encontraban diseminados por toda la isla. A su llegada los espafioles
establecen las “encomiendas”, que eran pedazos de tierra y grupos de aborigenes que pertenecian a un
propietatio espafiol, quienes empleaba los aborigenes como esclavos (316). Poco tiempo después los
amerindios cubanos fueron desapareciendo por las condiciones de esclavitud, la guerra contra los
espafoles en condiciones muy desventajosas, y las enfermedades traidas por los espafioles, principalmente
viruela, sarampién influenza y fiebre amarilla (315). Los reyes de Espafa, presionados por el padre
Bartolomé de las Casas, y temerosos por el decrecimiento de la poblacién aborigen dictaron leyes en
1452 en orden de detener las catastroficas condiciones de vida de los amerindios, pero nunca fueron
cumplidas por los espafioles residentes en la isla (316). Desde el punto de vista étnico, el violento impacto
de la conquista hispanica sobre la poblacion amerindia insular, asentada durante milenios en este
Archipiélago, redujo el monto global estimado de habitantes, desde unos 112000 en el momento de su
encuentro con el Viejo Continente a solo 3 900 en 1555; es deci, 3,48%0 de la poblacion inicial, en menos
de medio siglo. De modo que este componente étnico no desempené un papel demografico significativo
al quedar en sus inicios concentrado en los reductos de Guanabacoa, La Habana, y principalmente en
Jiguani , El Cobre y El Caney en las actuales provincias Gramma y Santiago de Cuba, respectivamente; o
disperso en areas de dificil acceso como la parte montafiosa de Guantanamo, donde ain se encuentran
descendientes cubanos de muy antiguos amerindios, ya mezclados con la poblacion local . Sin embargo
en varios archivos parroquiales aparecen registrados indios hasta muy entrado el siglo XIX --petiodo en
que la mayorfa de los historiadores los dan por extinguidos--, sobre todo, los residentes en Jiguani,
Bayamo, El Caney, Baracoa y Holguin (321-323).

En relacion con los componentes hispanicos de la poblacion cubana en su sentido geografico y meta-
étnico, provienen de la Espafa peninsular e insular y de los principales pueblos que la habitan. El espafiol
es el mayoritario y ocupa histéricamente el area Norte, Centro y Sur, en las regiones de Asturias, Castilla
(la Vieja y la Nueva), Le6n, Extremadura, Aragon, Andalucia, Murcia, asi como parte de Valencia y

Navarra, con independencia de las particularidades regionales. El catalan habita el area nororiental, en las
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regiones de Cataluna, la mayor parte de Valencia, las Islas Baleares y un grupo poco numeroso en
Aragon. Los gallegos habitan el area Noroeste de Espafia, en la region histérica de Galicia y otros grupos
menos numerosos en las areas vecinas de Asturias y Ledn. Los vascos habitan en el Norte, en el area
occidental de Los Pirineos, en el tertitorio de las actuales provincias vascongadas (Alava, Guipizcua y
Vizcaya), asi como la mayor parte de Navarra y parte del extremo Sur de Francia. Los canarios, cuya
etnogénesis ha sido el resultado de complejos procesos migratorios, de multiples influjos culturales del
Norte de Africa y de Furopa Mediterranea, habitan las siete islas mayores que se encuentran en la parte
noroccidental del continente africano (Hierro, I.a Palma, Gomera, Tenerife, Gran Canaria, Fuerteventura
y Lanzarote) (311-314).

El componente Africano de nuestros ancestros procede de grupos humanos procedentes del Africa
occidental sud-sahariana durante la trata esclavista, pertenecientes a maltiples etnias, vinculadas en el habla
con la familia Nigero-cordofana, que en Cuba son conocidas mediante diversas denominaciones
metaétnicas (arara, carabali, congo, ganga, lucumi, mandinga, mina y otras), relacionadas con topénimos e
hidrénimos de sus lugares de asentamiento, captura, concentracion y venta, que, a su vez, abarcan
diversos etnonimos y denominaciones étnicas. Mas de 9 millones de personas fueron traidas desde
Aftica para trabajar en las plantaciones de azicar de la isla (317, 318).

En la formacién de la etnia cubana, fueron importantes las migraciones del area sub-peninsular e insular
de Espafia (Andalucfa e Islas Canarias principalmente), durante los siglos XVI al XVIII (319, 320) , y las
migraciones forzadas de la regién occidental de Africa sub-sahariana (sobre todo, los pueblos bantd
hablantes y, luego, los yoruba), cuya entrada masiva tiene su apogeo durante la primera mitad del siglo
XIX, tras el cese “legal” de la trata esclavista (321). Ambos conglomerados multiétnicos, los de Espafia
(canarios, catalanes, espafioles, gallegos y vascos, principalmente) y los de Aftica occidental sub-sahariana
(achanti, bacongo, bambara, fulbé, ibibio, ibo, malinqué, yoruba y muchos otros) se fusionaron tanto por
separado (interhispanicos e interafricanos) como entre ambos (hispanicoafticanos), de manera que desde
el siglo XVI se va formando una poblacion endégena no dependiente solo de la migracion externa, sino
de su propia capacidad reproductiva (322). Tanto los componentes espanol-canario como bacongo-
ambundo/ibo-ibibio/wolof/achanti-fanti/ewe-fon desempefiaron un significativo papel ptimatio en la
formacién de un sustrato genético y cultural no amerindio que asumié su desarrollo demografico. La
presencia posterior y masiva de gallegos, catalanes, yoruba, malinqué, entre otros, amplié el espectro
hispanico y sub-sahariano de la poblacién, ya existente en Cuba (323-325).

Debido al estallido revolucionario de Haiti, desde el tltimo decenio del siglo XVIII hasta los primeros
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anos del siglo XIX; se efectia un importante flujo de inmigrantes franceses y franco-haitianos --poblacion
nacida en Haiti, portadora de rasgos africanos y franceses transculturados en el nuevo contexto historico-
social--, quienes se asientan sobre todo hacia la parte sudoriental de la Isla (326, 327).

Desde mediados del siglo XIX, son incorporados al caleidoscopio étnico de la Isla diversos
componentes asiaticos, procedentes en su mayoria del Sur de China y Filipinas, en calidad de contratados
y, mas tarde, varios miles de chinos, provenientes de California se asientan en areas urbanas de la parte
occidental de Cuba (328), aunque su contribucion étnica es escasa, si se compara con la espafiola y la
africana.

El advenimiento del siglo XX, junto con la ctisis econémica y demografica, generada por la guerra de
1895-1898, abre las puertas a la inmigracién masiva, sobre todo, hispanica y antillana, en condiciones tan
onerosas como el siglo pasado, especialmente, para los inmigrantes pobres que tratan de abrirse paso solo
con su mano de obra. Durante las tres primeras décadas del siglo XX, Cuba se convierte en centro
receptor de una fuerte corriente migratoria (329). En el transcurso de esos afios, arriban al pais cerca de
1200000 inmigrantes, quienes influyen de forma decisiva en el crecimiento demografico de la Isla que,
arrasada por la guerra, tiene en 1899 solo 1 572 797 habitantes. A partir de los afios veinte, se acelera el
proceso de deterioro y crisis de la economia cubana (330). Por ptimera vez, los componentes haitiano y
jamaicano superan las cifras anuales de inmigrantes procedentes de otros paises, pues su presencia
deviene indispensable para una politica econémica destinada a depreciar los salarios y abaratar los costos
de produccion por esta via (331). Desde 1926, comienza a disminuir de forma ostensible el monto de la
inmigracién. El deterioro de la economia, la disminucion de la produccion azucarera con la consecuente
extension del llamado “tiempo muerto” y el incremento del desempleo, conducen a que, en 1933, se
decrete la repatriacion forzosa de extranjeros por constituir una carga para el Estado cubano, medida que
mucho afect6 a los haitianos, obligados por la fuerza a regresar a su patria. Se cierran las puertas a una
inmigracién econdmica, favorecida y estimulada hasta aquel momento, pero ahora sin posibilidades de
empleo en el pafs, inmerso en una grave crisis socioeconémica (332). Durante toda esta etapa, el
componente hispanico mantiene un flujo constante y mayoritario, favorecido por diversos factores. La
similitud de costumbres, lengua, educacion y religion, la presencia en Cuba de una poderosa colonia
espafola, con importantes relaciones econdmicas y politicas, mas la dispersion a todo lo largo de la Isla,
de familiares, amigos, conocidos o simples coterraneos, se conjugd con una legislacion inmigratoria
favorable (333). En importancia numérica le siguen los componentes haitiano y jamaicano. Su

concentracion en las regiones azucareras y cafetaleras de las antiguas provincias de Oriente y Camagtiey, el
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color negro de su piel, las diferencias de idioma y costumbres y las condiciones infrahumanas de vida a
que son sometidos, da un nuevo sesgo a las caracteristicas de esta inmigracion en el siglo XX.  Mas,
durante estos 30 afos de vida republicana, también arribaron al pafs otros componentes étnicos, que s
bien no constituyeron una aporte étnico determinante, entraron en la cazuela del “ajfaco cubano” para
agjtarse, si empleamos el simil de Fernando Ortiz, para entremezclarse y disgregarse en un mismo bullir
social (334, 335).

De una Europa convulsionada por la Primera Guerra Mundial y llena de temores e incertidumbres ante el
triunfo de la Revoluciéon de Octubre y la situacion econdmica de la postguerra, llegan con mayor fuerza, a
partir de esos afos, nicleos importantes de ingleses, italianos, polacos, franceses, rusos y portugueses, sin
que faltaran holandeses, lituanos, hiingaros y rumanos, entre otros (336).

Del continente asiatico, la inmigracién china se mantiene, aunque no masiva, pues existen en ese petiodo
leyes que impiden su acceso, bajo el argumento racista y xenéfobo de ser portadores de taras fisicas y
morales, intrinsecas a su raza. También en este periodo, arriban en cantidades sirios, turcos, japoneses,
palestinos, hindues y hasta filipinos (328, 337, 338).

A su vez, México y Puerto Rico proporcionan emigrantes latinoamericanos, sin que faltaran dominicanos
y cantidades reducidas de inmigrantes procedentes de Centroamérica (339).

La inmigracion desde los Estados Unidos también se mantiene, como una constante, favorecida por los
mecanismos de dominacion econémica y politica impuestos por ese pais; mas, a diferencia de los
restantes, se trata de una inmigracion blanca, calificada, de tipo familiar, que permanece, en lo posible,
como célula aislada del medio circundante (340, 341).

Desde el punto de vista racial, si bien la raza mongoloide, representada por los aborigenes
indoamericanos, tendié a disminuir aceleradamente acorde a su desaparicion fisica o su mezcla y
asimilacion por otras razas humanas, el tipo mediterraneo de la raza europoide y la raza negroide sub-
sahariano-occidental tendieron a crecer, no sélo respecto a cada una de ellas, sino a partir del relativo
equilibrio en la composicién de género en la mezcla de éstas; es decir, en la poblacion mestiza, mulata
(europoide-negroide) u otra forma de mestizaje (europoide-aborigen o negroide-aborigen), a pesar del
racismo institucional y sociofamiliar existente en las relaciones humanas con un caracter publico, ya que,
de manera privada, las estadisticas y las actas parroquiales evidencian lo contrario (342).

En todos los grupos humanos de Cuba, se observan los matrimonios mixtos tanto desde el

punto de vista étnico como racial. El encuentro en un nuevo medio tendié a romper la

endogamia étnica de procedencia y condiciond la creacion de nuevos matrimonios
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exogamicos a la vez que diversos circulos endogdmicos con caracter territorial, como una
regularidad esencial de cualquier etnos desde su fase formativa (343). Si una poblacion
racialmente mulata fue el resultado evidente de los matrimonios mixtos hispanico-
africanos, en el sentido mas inmediato y superficial del mestizaje esto también sucede
con la mezcla, intraeuropoide (espafioles, canarios, franceses, italianos y otros), pero
desde el punto de vista étnico(334).

La multirracialidad, inherente a la formacién histdrica del etnos nacional cubano, lejos de
crear componentes étnicos desconectados, tendié a la formacién sistémica de un
conjunto concatenado de procesos étnicos unificadores de diferente alcance territorial y
de variada duracién cronoldégica (334, 335). Debido a este proceso histérico de mds de
medio milenio, el pueblo cubano, como sociedad contemporanea formada por mas de
once millones de personas, constituye una nacion “uniétnica” y multirracial. Este hecho
es poco comun en la etnogénesis de muchos pueblos, lo que es necesario considerar y
resaltar (344).

11.9 Aspectos ideoldgicos y filosoéficos relacionados con Raza

Siempre que el concepto “raza humana” se encuentre implicado en un estudio, es necesario sentar
posiciones ideoldgicas de principio. Ello se debe a que el objeto a conocer, el ser humano, es un
fenémeno complejo en el cual coexisten factores bioldgicos, genéticos antropoldgicos, etc., intimamente
vinculados entre si, y a otros elementos que distinguen radicalmente a la especie humana del resto del
reino animal y que caracterizan la esencia del ser humano como “complejo de relaciones sociales” (345).
El mestizaje -junto a la influencia del trabajo y la vida social- se ha opuesto histétricamente a la subdivision
de la especie humana, lo que ha permitido la conservacién de su unidad como tal. En la especie humana,
los factores sociales son quienes desempefan un papel cada vez mas importante en los procesos de
diferenciacién e integracion racial, que como tendencias opuestas, unidas y en lucha, han caracterizado su
desarrollo. I.a mezcla racial tiende a la obtencién de nuevos equilibrios genéticos y, por tanto, a la
homogeneidad sobre (346, 347).

Por esta razon cualquier estudio que aborde a las razas humanas debe adentrarse en el campo de las
clencias sociales, particularmente en la filosoffa, tnica forma de abordar en su plenitud un problema
como el de las razas humanas, que es al mismo tiempo cientifico-natural y social, ya que el enfoque y la

solucion que se ofrezca a un fendmeno tan complejo como el de las razas dependera de la posicion
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filosofica del sujeto cognoscente (345, 348). Partiendo de la concepcion filoséfica marxista-
leninista, es importante asentar que como autores de este trabajo, consideramos que el hombre
pertenece a una sola especie: Homo Sapiens, y su origen esta determinado por el trabajo, la
fabricacion de instrumentos de produccion, que le permiten no solo adaptarse a la naturaleza
sino transformarla. Existen, sin duda, diferencias fenotipicas y genotipicas derivadas de los
fenémenos de seleccion natural del entorno donde se han desarrollado los distintos grupos
poblacionales, y sobre este precepto es que llevamos a cabo la presente tesis, pero conscientes
que estas diferencias no implican en modo alguno la superioridad de ningun grupo

poblacional sobre otro.
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CAPITULO III. MATERIALES Y METODOS
II1.1 Ensayo de Linfoproliferacion y Bioensayo para deteccion de IL-2

II1.1.1 Universo de estudio

Este estudio se realiz6 en Ciudad de la Habana, en 1999. Se partié de una muestra inicial de 150
individuos, que referfan no padecer sintomas ni signos de ninguna enfermedad, que residfan en Ciudad de

la Habana, y que consintieron en formar parte del estudio (Acapite II1..5)

II1.1.2 Coleccién de la muestra.

Se colectaron 2 muestras de cada individuo. Para la deteccién de anticuerpos anti-dengue y para la
serotipificacién por ensayo de neutralizacién se colecté sangre en papel de filtro por puncion del pulpejo
del dedo pulgar, previa asepsia de la zona.

Para la realizacion de los ensayos de Linfoproliferacién y Bioensayo para la determinacion de IL-2 se
colectaron de 20 ml de sangre venosa periférica de los individuos participantes del estudio. Esta muestra
se obtuvo por puncion cubital del antebrazo por personal paramédico bien entrenado. Para la coleccion
de la muestra se utiliz6 un tubo de extraccion al vacio por individuo, con citrato de sodio como anti-

coagulante. Cada una de las muestras se rotulé adecuadamente.

II1.1.3 Deteccién de anticuerpos anti-dengue.

Para la deteccion de anticuerpos IgG se siguié la metodologfa del MEI desarrollada en el Laboratorio de
Arbovirus del IPK (349, 350). Placas de poliestireno (Costar) fueron sensibilizadas con anticuerpos IgG
humano anti-dengue a una concentracion de 10ug/ml. en solucién carbonato-bicarbonato pH 9.5 ¢
incubadas toda la noche a 4°C. Posteriormente se bloquearon con albumina de suero bovino (ASB) al
1% afiadiendo 150 uL. por pozo. Después de 1 hora de incubacién a 37°C, las placas fueron lavadas 3
veces con solucion tampdn de fosfato salina-Tween20 (PBS-T20) y posteriormente se afadieron 100ul.
pot pozo de una dilucién 1/50 en PBS-T20 de antigeno de dengue 2. La incubacion se realiz6 a 37°C pot
1h. Se lavé nuevamente y se adicionaron los sueros diluidos en PBS-T20 desde 1:20 hasta 1:10 240
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(diluciones al doble), incluyendo ademas un control positivo y un control negativo en las mismas
condiciones. La incubacién se realizé a 37°C por 1h. Después de lavar se afiadieron 100ul. del conjugado
IgG humana anti-dengue peroxidasa diluido 1/7000 en PBS-T20, mas suero de ternera fetal (STF) al
2%. Se realizé el dltimo lavado, adicionando posteriormente el sustrato compuesto por 25mg de
ortofenilendiamina (OPD) con 4 ul. de peréxido de hidrégeno en 10 mL de solucién tampén de fosfato
citrato pH 5. La reacciéon se detuvo con 100 ull por pozo de acido sulfarico al 12.5%. La lectura de la
densidad optica (DO) se realizé a una longitud de onda 490 nm en un lector de ELISA tipo MRX
Microplate Read. El porcentaje de inhibicion fue calculado segun la siguiente formula: % Inhibicion = (1-
(DO muestra/DO control negativo) x100. Aquellos sueros que presentaron un porciento de inhibicién
mayor o igual al 50% con relacién al control negativo fueron considerados como positivos. Fl titulo de
anticuerpos se definié como el inverso de la mayor dilucién a la cual se cumpli6 el criterio de positividad.
Criterio de infeccién primaria: Seroconversion en el titulo de anticuerpos entre los sueros de fase aguda y
convaleciente. Criterio de infeccién secundaria: Incremento del titulo de anticuerpos en cuatro veces o

mas entre los sueros de fase aguda y convaleciente o elevacion del titulo de anticuerpos en ambos sueros.

II1.1.4 Determinacion de la especificidad de serotipo de los anticuerpos anti-dengue.

Para determinar la especificidad de serotipo de los anticuerpos antidengues de los individuos incluidos en
los estudios se utilizé6 el método de neutralizacion por reduccion del nimero de placas simplificado
descrito por Morens y Halstead en 1985 para virus dengue en células BHK21 (351) . Brevemente, los
sueros a estudiar fueron inactivados inicialmente a 56°C por 30 min y tratados con cloroformo. Luego se
pteparé una dilucién de los sueros a la dilucion del/30, previamente establecida como éptima para
determinar la especificidad de serotipo de los anticuerpos (205). Los controles positivo y negativo se
utilizaron a la dilucion 1/10. Las cepas virales utilizadas en el ensayo VD1 (Angola, siete pases en C6/30),
VD2 (A15, con dos pases en ratdn y dos en C6/36), VD3 (116/00, con seis pases en C6/36) y VD4
(Dominica, cinco pases en C6/36), fueron diluidas en medio de mantenimiento (Memgane
suplementado con 2% de suero fetal bovino inactivado (SFBI) (Sigma, EUA) y antibiéticos (penicilina
100 UI/mL vy estreptomicina 100 pg/mlL, Sigma, EUA) a 40 ufp (unidades formadoras de placas) por
cada 50 pl.. Una vez preparadas las diluciones de las muestras, cada una se mezcl6 a razon de 100 uL.
volumen-volumen con la dilucién de trabajo de cada cepa viral por separado. Posteriormente las mezclas
fueron incubadas durante una hora a 37°C en atmésfera himeda y 5% de CO2. Luego se inocularon por

triplicado 50 pl. de cada una de las mezclas virus-suero y de los controles en placas de 24 pozos
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conteniendo 500 pL. de suspension de células BHK 21, clono 15, por pozo, a una concentracion de
2x10°células/ml., en estado de semi-confluencia. Las placas se incubaron durante cuatro horas en
atmosfera humeda (5% de CO2) y una vez finalizado el tiempo, le fueron afiadidos 500 uL. de medio de
recubtimiento (Memgane 2X, SFBI 6%, I-glutamina 2 mM, carboximetilcelulosa 3 g/, y antbidticos
(penicilina 100 UI/mL y estreptomicina 100 ug/mL)) a cada pozo, incubandose a 37°C por cinco dias
para VD2, seis dias para VD4 y siete para los virus VD1 y VD3. Posteriormente a la incubacién se
decanto el medio y las monocapas celulares fueron lavadas con agua corriente. A cada pozo de las placas
le fue afiadido 0,5 mL de una solucién colorante Naphtol Blue Black (Acido Acético 60 ml., Naphtol
Blue Black 1g y Acetato de Sodio 13,6g ). El valor porcentual de reduccion del nimero de placas con
respecto al control viral se calcul6 segun la ecuacion: % reduccion = [1- (Xs/Xm)] * 100%, donde:

Xs= promedio del nimero de placas obtenidas por cada dilucién del suero.

Xm= Promedio del niimero de placas obtenido para el control del virus.

Mediante la formula antetior, al suero, diluido 1/30, se le determino su valor porcentual de reduccién del
nuamero de placas virales. Estos datos se llevaron a un papel semilogaritmico para determinar si el suero a
esa dilucion fija reduce en un 50% el numero de placas virales con respecto al control viral. Esto

permiti6 determinar la presencia de anticuerpos especificos para cada serotipo de virus dengue.
II1.1.5 Obtencion del virus dengue empleado como antigeno.

I11.1.5.1 Cepas

En los ensayos de Linfoproliferacion y Bioensayo para deteccién de I1-2 se emplearon cepas de virus
dengue obtenidas a partir de cerebro de raton lactante. Para la obtencion de virus a partir de cerebro de
raton se emplearon cepas estindar Hawaii de dengue 1(24 PR, Titulo: 2.6 x 10 ) NGC de dengue 2 (27
PR, Titulo:2 x10° UFP) H87 de dengue 3 ( 19 PR, Titulo: 1.86 x 10° UFP) y H241(24 PR, Titulo: 1.6 x
10% de dengue 4.

II1.1.5.2 Purificacion de virus dengue a pattir de cerebro de rat6n.

Para la obtencion de virus dengue a partir de cerebro de ratén se utilizaron las cepas de cada serotipo
anteriormente mencionadas, mantenidas todas por pases en raton lactante de 1 a 3 dfas de nacido por
inoculacion intracerebral de 0,02 ml de una suspension 1: 10 de los cerebros en PBS con STF inactivado
0,5% vy antibiéticos (penicilina 100 UI/mL y estreptomicina 100 pg/mlL) (penicilina 100 Ul/mL y
estreptomicina 100 pg/mL). Al obsetvarse en los ratones inoculados signos de la encefalitis inducida pot

el virus se extrajeron los cerebros en condiciones asépticas por aspiracién, manteniéndolos a 4° C y se

47



Raza: Factor de riesgo para el desarrollo de la fiebre hemorrégica por dengue. Implicacién de la respuesta inmune celular

procedi6 a la purificacién del virus por el metddo de la sacarosa-acetona (352). Para ello se prepard una
suspension al 4% en tampon TNE-Sacarosa (Tris HCL 10mM, NaCL 0.15M, EDTA 1mM, Sacarosa
8%, pH 8.5), se homogeneiz6 por agitacion mecanica durante 5 minutos, a 4° C, utilizando un agitador
para ruptura celular (B.Braun, Germany), y se aplicaron 5 ciclos de 5 minutos de sonicacion cada uno, a
4° C ,en desmembrador sénico (Soniprep MSE 150, UK). La suspension homogeneizada se someti a 2
centrifugaciones para eliminar detritus celulares, la primera durante 15 Min., 3500 rpm (GR4.11, Jouan,
France), 4’ C, y la segunda durante 45 Min., 15000 rpm (SCP70H, Hitachi KOKI Co. L.td, rotor
P45AT-4306), 4" C, colectandose en ambos casos el sobrenadante y desechandose el boton de células. A
continuacion el sobrenadante colectado se aplicd sobre un colchén de sacarosa al 30% y se centrifugd a
35000 rpm (Ultracentrifuga SCP70, Hitachi KOKI Co. L.t.d , rotor RP65-796) durante 2 horas. El botén
obtenido se resuspendié en 1 ml de tampdén TNE se aplicé nuevamente sobre gradiente continuo de
sacatosa (20 - 60% p / v en tamp6n TNE y fue centrifugado a 28,000 rpm (Ultracentrifuga SCP70,
Hitachi KOKI Co. L.td , rotor P2852-869) por seis horas a 4° C , (172). Se colect6 la banda visible y se
inactivé a 56° C durante una hora. Se esterilizé por filtracién (Tips filters 0.22 um, Costar) y se evalu6 la
pureza (353), la actividad antigénica (350), el titulo viral (351) y la concentraciéon de proteinas por el
método del Acido Bicinchonilico (BCA) (354). Se prepar6 antigeno control de cerebro de ratén no
infectado siguiendo un procedimiento idéntico. El antigeno de virus dengue de los 4 serotipos y el control

de cerebrono infectado fueron guardados a -80° C hasta el momento de su utilizacion.

II1.1.6 Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (CMSP)

Para el aislamiento de las CMSP se extrajeron 20 ml de sangre venosa periférica de cada
individuo involucrado en el estudio, y se afiadié sobre tubos que contenian Heparina (15
U/ml) como anticoagulante. La sangre fue diluida 1/2 en solucion Hank modificada (sin
Ca2+ y Mg2+)(Sigma), y se procedié al aislamiento de células mononucleares por
centrifugacion en gradiente de densidad sobre Ficoll-Paque (Histopaque-1077, Sigma),
2500 rpm (GR4.11, Jouan, France), 25 2 C, durante 30 minutos . Se extrajo el anillo de
células mononucleares y se lavaron estas por tres veces con solucion Hank, 700 g
(GR4.11, Jouan, France), 4°C, 10 minutos. Finalmente fueron resuspendidas en medio
RPMI 1640 (Sigma) suplementado con L glutamina (1mM), Penicilina-Estreptomicina (100

Ul/mly 100 pug/ml) y 10 % de suero de ternera fetal; y por Ultimo contadas y llevadas a la
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concentraciéon requerida segin el ensayo en que fueron utilizadas (ensayo de
linfoproliferacion u obtencion de sobrenadantes para determinacién de IL-2) (355).
I11.1.6.1 Ensayo de linfoproliferacion

Las CMSP individuos expuestos a dengue 1 en 1977 y dengue 2 en 1981, ajustadas a 1x10° células/ml en
RPMI 1640 suplementado con L glutamina (1mM), Penicilina-Estreptomicina (100 UI/ml y 100 pg/ml)
y 10 % de STF;, se dispensaron en placas de 96 pocillos, fondo U (Costar) a razén 100 pl por pozo
conteniendo 10° células. Posteriormente se  afiadieron los antigenos virales (DV1, DV2, DV3, DV4)
obtenidos a partir de cetebro de ratén lactante a la concentracién de 40 pg/mly un control de cerebro
de raton lactante no infectado, a esa misma concentracién (mock), en 100 pl RPMI 1640 suplementado,
quedando a la concentracién deseada de 20 pg/ml en los 200 pl finales. Se incluyeron en el ensayo
como control positivo antigeno de toxoide tetanico (I'T) a una concentracion final de 1 pg/ml, como
control de mitégeno fitohemaglutinina, del inglés Phyzobermagintinina PHA) a una concentracion final de 5
pg/ml y como control de la proliferacion espontinea se emplearon 100 ul RPMI 1640 suplementado.
Tanto los antigenos como el mitégeno se montaron por triplicado. Tras 6 dias de cultivo a 37°C, 5% de
CO, en atmosfera himeda las células fueron pulsadas con 1 pCi por pozo de timidina tritiada
(Amersham; 2 Ci/mmol = 74 GBq/mmol) por 6 horas. Postetiormente se cosecharon las células en un
cosechador (Semiautomatic Cell Harvester, Skatron) sobre papel de fibra de vidrio (Polylabo) y se
contaron las emisiones 3 en un contador de centelleo liquido (LKB 1214 wallac rack f3). Todos los
expetimentos se realizaron por triplicado. Fueron calculadas la media y la desviacion estandar de cada

triplicado expresando los resultados en conteos por minuto (CPM) (356).

II1.1.6.2 Obtencion de sobrenadantes de CMSP para determinacion de interleuquina 2

Las células ajustadas a 3x10° células/ml en RPMI 1640 suplementado (L. glutamina (1mM), Penicilina-
Estreptomicina (100 UI/ml y 100 pg/ml), 2 mercaptoethanol (5 x 10 ° M), piruvato de sodio (6 ug/ml)
,10 % de suero de ternera fetal) se dispensaron en crioviales (Costar) a razon de 500 pl por vial. En un
volumen similar se afiadieron los antigenos virales (DV1 y DV2) y los antigenos controles negativos
obtenidos a pattir de cerebro de ratén, a la concentracién de 40 pg/ml, quedando a una dilucion final de
20 pg/m. También se incluyeron en el ensayo controles de sintesis espontanea de interleuquina 2 (500 pl
de RPMI 1640 suplementado). Las células se cultivaron a 37°C, 5 % de CO,, atmésfera hiimeda por 72
horas, al cabo de las cuales los viales se centrifugaron a 700 g (GR4.11, Jouan, France), 4°C, por 5
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minutos. A continuacion se extrajeron 800 pl de sobrenadante de cada vial, el cual se guardé en alicuotas

de 200 pl 2-70 "C hasta la postetior determinacién de I1.-2.

I11.1.6.3 Deteccion de Interleuquina 2 por Bioensayo empleando la linea celular CTLL-2

II1.1.6.3.1 Mantenimiento de la linea

La linea celular CTLL-2 (CTLL2 ATCC TTB 214, 302 catalog Cell Lines and Hybridomas, 7th edition,
1992, edited by ATCC, Maryland) se mantiene en medio RPMI 1640 (Sigma) suplementado con L
glutamina (ImM), Penicilina-Estreptomicina (100 UI/ml y 100 pg/ml), 2 mercaptoethanol (5 x 10-5M),
pituvato de sodio (6 ug/L) ,10 % de suero de ternera fetal e Intefleuquina 2 humana recombinante (20
UI/ml) (Invitrogen). Las células fueron pasadas cada tercer 6 cuarto dia, y al alcanzar una densidad de 1 a
3x105 células/ml se establecieron nuevos cultivos dispensando 5x 10° células viables /ml (357).
II1.1.6.3.2 Bioensayo

Para su utilizacién en este ensayo las células de la linea celular CTLL-2 se colectaron  tras alcanzar una
densidad de 3 x10° células/ml, se resuspendieron en medio RPMI suplementado (RPMI 1640 (Sigma) (L.
glutamina 1mM, Penicilina 100 UI/m 1-Estreptomicina 100 pg/ml, 2 mercaptoethanol 5 x 10 ° M,
pituvato de sodio 6 ug/L , STF 10 %) con II-2 humana recombinante(20 UI/ml) (Invitrogen)) y se
cultivaron  por 24 horas, a 37°C, 5 % de CO2, en atmésfera himeda. Este paso permitié alcanzar una
concentracién de 3-4 x 10° células/ml con mas de un 90 % de viabilidad. Posteriormente se lavaron por
2 veces en medio RPMI suplementado ( L glutamina (1mM), Penicilina-Estreptomicina (100 UI/ml y
100 pg/ml), 2 mercaptoethanol (5 x 10-5M), piruvato de sodio (6 ug/L) ,10 % de suero de ternera fetal)
sin II-2, a 700 g (GR4.11, Jouan, France), 25°C, 7 minutos, para eliminar cualquier resto de IL-2
remanente. Una vez lavadas se determiné su viabilidad por marcaje con colorante trypan blue (Gibco,
Grand Island, NY) al 0.04 % en PBS (pH 7.4), aceptindose una viabilidad de un 90% 6 mas. A
continuacién se llevaron a una concentracién de 2 x 10° células/ ml en medio RPMI suplementado sin
IL-2, y se dispensaron postetiormente a razon de 50 pl por pozo en placas de 96 pocillos, fondo en U
(Costar). A continuacion se adicionaron 50 pl de los sobrenadantes del cultivo de las CMSP estimuladas

con los diferentes antigenos, el control de sintesis espontanea y una curva estandar de II.-2 recombinante
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(357, 358). Las placas se cultivaron durante 48 horas a 37°C, 5 % de CO2, atmésfera htimeda y se
procedié entonces al pulso con timidina tritiada. Para ello se adicion6 1 puCi por pozo de timidina tritiada
(Amersham; 2 Ci/mmol = 74 GBq/mmol) por 6 horas, tras lo cual se cosecharon las células en un
cosechador (Semiautomatic Cell Harvester, Skatron) sobre papel de fibra de vidrio (Polylabo) y se
contaron las emisiones 3 en un contador de centelleo liquido (ILKKB 1214 wallac rack 3). Los tesultados se

extrapolaron respecto a los resultados obtenidos con la curva de IL-2 recombinante y se expresaron

como ng/ml de IL-2.

II1.1.7 Analisis Estadistico

Se determiné la distribucion Gaussiana de los datos (conteos por minuto (CPM ): incorporacion de
timidina tritiada ([3H] thymidine)) y de produccion de II-2  empleando la prueba de Kolmogorov-
Smirnov de normalidad. I.a homogeneidad de varianza se determiné por la prueba de Bartleet. La
comparacion entre los grupos se hizo por T de Student (una cola). Los valores de p<0.05 se
consideraron significativos. El riesgo de introducir un etror en la estimacién de la probabilidad (valor de la
P) fue corregido por el método de disparidad de Bonferroni. Los valores de este valor de P corregida que
permanecieron <0.05 fueron considerados significativos. Las congruencias entre experimentos se
determinaron usando un coeficiente de variacion, aceptandose un coeficiente de variacién de un 15 %.
Todos los analisis estadisticos fueron realizados empleando el programa Graph Pad Prism para
Windows.

II1.2 Inducciéon de mediadores inmunolégicos de respuesta celular

II1.2.1 Universo de Estudio

Este estudio se realiz6 en Ciudad de la Habana, en el 2003. Se parti6 de una muestra inicial de 200
individuos, que referfan no padecer sintomas ni signos de ninguna enfermedad, que residfan en Ciudad de

la Habana, y que consintieron en formar parte del estudio (Acapite II1..5)

II1.2.2 Coleccion de la muestra

Se colectaron 2 muestras de cada individuo. Para la deteccién de anticuerpos anti-dengue y para la
serotipificacién por ensayo de neutralizacién se colecté sangre en papel de filtro por puncion del pulpejo

del dedo pulgar, previa asepsia de la zona.
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Para el aislamiento de células mononucleares periféricas y la obtencion de suero autdlogo para
suplementar el medio RPMI de cultivo de las células mononucleraes periféricas se colectaron 25 ml de
sangre venosa periférica de los individuos participantes del estudio. Esta muestra se obtuvo por puncion
cubital del antebrazo por personal paramédico bien entrenado. De estos 25 ml de sangre, 20 ml se
dispensaron en un tubo de extracciéon al vacio por individuo, con citrato de sodio como anticoagulante
para el aislamiento de células mononucleares periféricas. Los restantes 5 ml se dispensaron en un tubo de
extraccion al vacio seco, para la obtencién de suero autélogo para suplementar el medio RPMI de cultivo
de las células mononucleraes periféricas por individuo. Cada una de las muestras se rotuld

adecuadamente.

II1.2.3 Deteccion de anticuerpos anti-dengue

Para la deteccién de anticuerpos IgG se sigui6 la metodologia de ELISA inhibicion (MEI) desarrollada
en el Laboratorio de Arbovirus del IPK (349, 350). Esta metodologfa ya fue descrita en la seccion 111.1.3.

II1.2.4 Determinacion de la especificidad de serotipo de los anticuerpos anti-dengue

Para determinar la especificidad de serotipo de la infeccién padecida por los individuos incluidos en los
estudios se utilizo el método de neutralizacion por reduccion del nimero de placas simplificado descrito
por Morens y Halstead en 1985 para virus dengue en células BHK21 (351) . Esta metodologfa ya fue

descrita en la seccion 111.1.4.
II1.2.5 Obtencion del virus dengue empleado como antigeno

II1.2.5.1 Cepas

Para la obtencion de virus a partir de cultivo se emplearon las cepas 13 Perti de dengue 1 (aislada en Cuba
a partit de una muestra de suero de un caso de FHD/SSD de la epidemia de 1990 de Pett, 5 pases en
C6/36, Titulo: 3,2 x 10°); la cepa A15 de dengue 2 (aislada en Cuba a partir de muestra de suero de
paciente con FD en 1981, 3 pases en ratén lactante, 3 pases en C636, Ttulo: 1,52 x10* UFP); la cepa 3
116 de dengue (aislada en Cuba en el 2000, pattir de un caso de FD, 2 pases C6/36, Titulo: 4,2 x10*
UFP).
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II1.2.5.2 Obtencion de virus a pattir de cultivo de células

Las cepas de los serotipos de virus dengue respectivamente fueron inoculadas en células de linea C6/30,
de mosquito aedes albopictus, 'y cultivadas en medio MEM suplementado con aminoacidos no esenciales
(1%), glutamina, 2 mM y suero fetal bovino inactivado (10%) hasta observar efecto citopatico
caracterfstico del virus. Las células se desprendieron y se procedié a centrifugarlas a 10,000 rpm
(Ultracentrifuga SCP70, Hitachi KOKI Co. L.td., rotor P45AT-436) durante 30 minutos a 4° C. EI
sobrenadante se concentré con membranas Amicon Diaflo YM 10 (Amicon, Inc., Beverly, MA, USA).
El material resultante fue centrifugado sobre gradiente continuo de sacarosa (20 - 60% p / v) en tamp6n
TNE (Tris HCL 10mM, NaCL 0.15M, EDTA 1mM) a 28,000 rpm Ultracentrifuga SCP70, Hitachi
KOKI Co. L.td ,rotor P28S2-869) seis horas a 4° C (359). Se colect6 la banda visible y a partir de la
misma se determiné la pureza del virus por el método de electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) (212). Se determiné también su comportamiento antigénico por western-blot (353) y el titulo
viral (360). Se esterilizo por filtracion (Tips filters 0.22 um, Costar) y se estimo la concentracion de
proteinas por el método del acido bicinchoninico, del inglés  bicinchoninic acid BCA) (361) . Se prepard un
control negativo de antigeno de células no infectadas por idéntico procedimiento. Fueron guardados
ambos antigenos (virus y control celular) a -70° C hasta el momento de su utilizacion.

II1.2.5.2 Cuantificaciéon de la carga viral.

La carga viral, en términos de unidades formadoras de placa (pfu) se determind en los
sobrenadantes de CMSP estimuladas con particulas infectivas de DV1, DV2 y DV3,
empleando el método TagMan de RCP en tiempo real, (LightCycler 1.5, Roche Applied
Sciences). Para ellos se emplearon curvas estandar de DV1, DV2, siguiendo el protocolo de
Laue y cols., 1999, con modificaciones de Orta y Cols. 2009. (362)

III.2.6 Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (CMSP)

Se extrajeron 20 ml de sangre venosa petiférica a los individuos involucrados en el estudio, en presencia
de citrato de sodio (1.29 mol/L) como anticoagulante. La sangre fue diluida 1:2 en solucién de Hank
modificada (sin Ca2+ y Mg2+)Sigma) y se procedié al aislamiento de células mononucleares por
centrifugacién en gradiente de densidad sobre Ficoll-Paque (Histopaque-1077, Sigma), 2500 rpm
(GR4.11, Jouan, France), 25 °C, durante 30 minutos . Se extrajo el anillo de células mononucleares y se
lavaron tres veces con solucién de Hank, 1800 rpm (GR4.11, Jouan, France), 4°C, 10 minutos. A

continuacion las células fueron resuspendidas en medio RPMI 1640 (Sigma) suplementado (L glutamina
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(ImM), Penicilina-Estreptomicina (100 UL/ml-100 pg/ml)) con 5 % de suero autdlogo, contadas y
ajustadas a2 x 10° células/ml (363).

II1.2.7 Estimulo de CMSP para analisis de la induccion de mediadores de respuesta inmune

celular

Las células mononucleares de individuos expuestos a dengue 1 en 1977, dengue 2 en 1981 y dengue 3 en
el 2001, se ajustaron a 2x10° células/ml en RPMI 1640 suplementado (L. glutamina (1mM), Penicilina-
Estreptomicina (100 UI/ml y 100 pg/ml), 2 metcaptoethanol (5 x 10 ° M), piruvato de sodio (6 pg/L)).
Al medio se le anadié también 5 % de suero autdlogo, a fin de simular ex 27w las condiciones de ADA 7
vive. A continuacion se dispensaron en crioviales (Costar), a razén de 500 ul por vial. En un volumen
similar se afiadieron los antigenos virales (DV1, DV2y DV3), a una multiplicidad de 0.01 pfu (1 ufp por
cada 100 células mononucleares), la fitohemaglutinina (del inglés Phytobenaglutinina (PHA)) empleada
como control de activacién inespecifica, a 5 ug/ml, y el “Mock” (sobrenadante de las células C636 no
infectadas). A fin de comprobar si la induccion de los mediadores estudiados era un efecto directo de la
replicacion  viral las CMSP de los individuos no inmunes fueron también cultivadas en presencia de
sobrenadante infectivo de C636 inactivado por luz ultravioleta. Las células se cultivaron a 37°C, 5 % de
CO,, atmosfera hiimeda por 24 horas, al cabo de las cuales se obtuvo el botén de células a partir de las

cuales se aislé el ARN mensajero.
I11.2.8 Deteccion de la expresion de genes de mediadores de respuesta inmune celular

I11.2.8.1 Aislamiento de ARN mensajero

Para la extraccion de ARN de las CMSP estimuladas por 24 horas con los antigenos de dengue se siguio
el protocolo recomendado segtin el manual del estuche comercial QIAamp RNA Blood Mini kit (Qiagen
GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt, Alemania), que tiene como fundamento la separacion del ARN total a
través de un procedimiento de unién selectiva del acido nucleico a una membrana de silice y pasos
sucesivos de micro-centrifugacion. Se dispensé el lisado celular a la columna QIAshreder (Qiagen
GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt, Alemania) seguido de una breve centrifugacion, se afadi6
posteriormente un volumen de etanol al 70% al eluido, se mezclé bien y se dispensé en la columna
QIAamp (Qiagen GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt, Alemania). Durante un paso de centrifugacion a
8000 x g por 15 seg se favoreci6 la unién del ARN a la membrana de silica. Finalmente los contaminantes

se lavaron y se descartaron con soluciones tamponadas de lavado (RW1 y RPE) (Centrifugaciones
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sucesivas a 8000 y 20000 x g de 15 seg y 3 min respectivamente) y se eluyd el ARN en agua libre de
ARNasas. Finalmente el ARN purificado se evalué por medio del bio-analizador Agilent 2100 (Agilent

Technologies, Palo Alto, CA, USA), comprobandose su adecuada pureza y concentracion.

II1.2.8.2 Sintesis de ADN copia para la deteccion de expresion de genes de citoquinas

Tras el tratamiento con la enzima degradante del ADN (ADNasa), el ADN complementario (ADNCc)
fue sintetizado a partir del ARNm utilizando cebadores poli{dT) y la enzima reverso-transcriptasa

Superscript IT (Life Technologies, Rockville, MD, USA).

II1.2.8.3 RCP en tiempo real (Tagman) para deteccion de genes de citoquinas

La expresion de los genes de las citoquinas se determind por RCP en tiempo real por medio de un
sistema de deteccion ABI Prism 7700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), que usa un juego de
oligonucleotidos y sonda disefiados con el programa Primer Express Software (Applied Biosystem) de
acuerdo a las recomendaciones del productor. A cada pozo de la placa de 96 pocillos se le afiadi6 1 ul de
cDNA copia y 12 ul de la mezcla, consistente en 6,2 ul de la mezcla universal de RCP de Applied
Biosystem, 3ul de oligonucleotidos y 0.5 ul de sonda, mas 2 ul de agua. Los parametros de los ciclos
fueron 50 °C 2 min, 95 °C 10 min, y 40 ciclos de 95 °C 15 s y 60 °C 1 min. Cada muestra fue analizada por
triplicado para la expresion de FoxP3, FasLigand, Perforina, GranzimaB, IFN vy, TGER, I1-10, 11-8,
RANTES, MIP-1 o, MCP-1 y TNFu, asi como para el gen de expresion continua  (de/ ingleés housekeeping
gene) hypoxanthine phosphotibosyltransferase-1 (HPRT-1). La expresion especifica se calculé con
relacion a la expresion de HPRT-1 por el método delta/delta Ct, recomendado por ABI, expresandose

los resultados en picogramos de ARN m.

II1.2.9 Analisis Estadisticos

Se determiné si las variables estudiadas segufan una distribucion Gaussiana empleando la prueba de
Kolmogorov-Smirnov de normalidad. La comparacién de la expresion de genes entre las diferentes
condiciones expetimentales estudiadas se realiz6 por el método no paramétrico de Mann Whitney,
estimando como significativo un valor de p<<0.05. Los datos fueron procesados con el Statistical Package

for the Social Science, SPSS 11.5 para Windows.
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II1.3 Asociacion de genes HLA clase I y clase II con las diferentes formas de dengue.

I11.3.1 Universo de Estudio

Este estudio incluyé 120 individuos de Santiago de Cuba, involucrados en el estudio en el
2002. El estudio incluyé como controles 189 individuos sanos, no emparentados (ni entre
ellos ni con los casos) pareados étnica y geograficamente.

II1.3.2 Coleccioén de la muestra

Para este ensayo se colectaron 20 ml de sangre venosa periférica de los individuos
participantes del estudio. Esta muestra se obtuvo por puncién cubital del antebrazo por
personal paramédico bien entrenado. Para la coleccion de la muestra se utilizé un tubo de
extraccion al vacio por individuo, con citrato de sodio como anticoagulante. Cada una de las
muestras se rotulé adecuadamente

II1.3.3 Clasificacion de los casos en primarios o secundarios

Para determinar el nimero de infecciones por dengue padecida por los individuos incluidos
en el estudio (primario: 1 sola infeccidn, secundario: 2 infecciones) se utilizé el método de
neutralizacién por reduccion del nimero de placas simplificado descrito por Morens y
Halstead en 1985 para virus dengue en células BHK21 (351) . Esta metodologfa ya fue descrita

en la seccion 111.1.4.

I11.3.4 Obtencion del ADN genémico

El ADN genémico fue extraido del plasma utilizando un estuche comercial de extraccion de
ADN (QIAmp DNA Blood mini kit, QIAGEN, Santa Clarita, CA, USA). Este sistema se
basa en el empleo de centrifugacion al vacio de columnas, las cuales poseen una membrana de
silica-gel a la cual se adsorbe el ADN. Para ello a 20 uL. de Proteinasa K se adicionaron 200 uL
de la muestra de sangre total. Tras afiadir el Buffer Lisis (AL), se mezcld e incubd a 560C por
10 min. Se afladi6 Etanol absoluto a la muestra y luego de mezclar, se aplicé a la columna y
centrifugd a 6000 x g en Microcentrifuga (Eppendorf) por 1 min. Posteriormente se afiadi6 a
la columna el Tampoén de Lavado 1 (AW1), el Tampon de Lavado 2 (AW2) y Agua destilada
en pasos sucesivos con centrifugaciones intercaladas de 5 min a 20000 x g. Se incub6 10 min a
TA, se centrifugd 10 min a 20000 x g y el eluido se almacend a -20°C:

I11.3.5 Tipificacion de genes HLA clase I y IT
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Un estuche comercial de RCP de baja resolucién de cebadores especificos de secuencia (PCR-SSp) fue
usado para tipificar los alelos HLA A, B y C (Micro SSP HILA DNA Typing Trays (cat. Num. LSSP1L;
One Lambda, Canoga Park, CA, USA) de acuerdo a las instrucciones de los productores y en
concordancia con las guias establecidas por el Comité de Aseguramiento de la Calidad y los Estandar de
la Sociedad Americana de Histocompatibilidad e Inmunogenética (364). Este estuche incluye los
cebadores pre-optimizados para la amplificacién de alelos HLA y de la B globina (empleada como control
interno) adsorbidos al fondo de cada pozo de placas de 96 pocillos. Se procedié segun las instrucciones
del fabricante. Se prepar6 la mezcla de reaccion para la RCP segiin orienta el fabricante del estuche con 9
ul de D-Mix (Mezcla ANTP y tampdn) y 0,05 pl de Taq polimerasa (Qiagen GMBH, Wiesbaden,
Nordenstat, Germany). Se adicion6 1 ul de ADN mas 9 pl de la mezcla por pozo de la placa de 96
pocillos y se colocaron los tubos en el termociclador (Eppendorf). Los parametros de los ciclos en el
termociclador fueron los siguientes: 1 ciclo de 96 °Cx 130 sy 63 °C x60's, 9 ciclos de 96 °C x 10 sy 63
°C x 605,20 ciclos de de 96 °C x105,59°C x50sy72°Cx30s.

El producto de la RCP fue corrido en una electroforesis de ADN en gel de agarosa al 2% en tampdn Ttis
Borato EDTA y Bromuro de Etidio (0,5ug/ml) po 15min a 140 V. El producto de la RCP se someti
corrida electroforética y las bandas de ADN se visualizaron con luz ultravioleta con un transiluminador,

siendo fotografiadas para postetior analisis.
IT1.3.6 Analisis estadisticos.

IT1.3.5.1 Frecuencias de alelos HLA clase I A y B y HLA clase II en sujetos con

antecedentes de enfermedad por dengue y controles

Las frecuencias de los alelos HLA fueron calculadas por la prueba de maxima probabilidad usando el
programa Atlequin (365).

II1.3.5.2 Comparacion de frecuencias alélicas HILA clase Iy II en individuos con antecedentes
de enfermedad por dengue (FD 6 FHD) y controles, y entre individuos con antecedentes de
infeccion primaria o secundaria y controles

La comparacién entre los grupos de pacientes y controles se realizé6 mediante la prueba de
Chi-cuadrado (X2) de Mantel-Haenszel y el riesgo de error por estimacion de la probabilidad
(valor de P) fue corregida por el método de disparidad de Bonferroni, obteniéndose un valor

fortalecido de P corregido (Pc). Se considerd estadisticamente significativa un valor de P
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<0.05. Fue calculado el Odd ratio (OR) como estimado del riesgo, e intervalos de confianza

en el nivel de 95% .

II1.3.5.3 Medidas de magnitud de asociacion e impacto potencial en los alelos estudiados con

asociacion estadisticamente significativa

Una vez que se probo la significacién  estadistica en las pruebas realizadas, se analizaron las medidas de
impacto potencial como son el Riesgo atribuible de expuestos porcentual (RAE%0), y el riesgo atribuible
poblacional porcentual (RAP%0).

II1.3.5.4. Comparacion de frecuencias alélicas HLA clase I y II en individuos con diferentes
formas clinicas de infeccion por dengue (FD 6 FHD) y entre individuos blancos y no blancos.
La comparacion entre individuos con antecedentes de FD y con antecedentes de FHD fue
hecha mediante el test Chi-cuadrado (X2) de Pearson vy el riesgo de error por estimacion de la
probabilidad (valor de P) fue corregida por correccion de Yates, obteniéndose un valor
fortalecido de P corregido (Pc). Se considerd estadisticamente significativa un valor de P
<0.05. Fue calculado el Odd ratio (OR) como estimado del riesgo, e intervalos de confianza

en el nivel de 95%.

I1I1.4 Estudio antropométrico.

II1.4.1 Universo de Estudio

En este estudio se incluyé un grupo de 120 individuos con antecedentes de infeccion clinica por dengue
durante la epidemia ocurrida en 1997 por dengue 2 en Santiago de Cuba, inicialmente clasificados de

acuerdo al color de la piel en 70 blancos, 32 negros y 18 mestizos

II1.4.2 Clasificacion antropométrica

Los 120 individuos incluidos en el estudio fueron clasificados antropométricamente de acuerdo a la
métodogfa de Pospisil (360), siguiendo las modificaciones para la poblacion cubana propuestas por el
profesor Manuel Rivero de la Calle (367). (Ver Anexo). Las mediciones fueron hechas por la técnico en

antropometria Iraida Wong ( Instituto de Nutricion, Ciudad Habana) entrenada personalmente por el
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profesor Manuel Rivero de la Calle. Todas las mediciones se realizaron empleando equipamiento
evaluado y equilibrado previamente.
Las mediciones realizadas fueron:

Caracteristicas Faciales: Longitud y amplitud del tabique nasal, ancho y protuberancia de la nariz,

longitud de la columela, angulo naso-labial y naso- frontal.

Caracteristicas del cabello: Grosor, y grado de ensortijamiento en la rafz.

Caracteristicas craneales: Forma del craneo, apariencia del occipucio y de la mandibula.

Forma corporal: Estructura del esqueleto: estatura, longitud de tronco y extremidades (proporcion),
curvatura del sacro. Distribucion de tejido muscular y adiposo: indice de masa corporal, grosor del pliegue
de tejido adiposo (subcutaneo), circunferencia de cintura y de cadera.

Otras: Color de la piel, ojos y cabellos.

I11.4.3 Analisis Estadistico

Se realizé6 un estudio de comparacién de los grupos clasificados antropometricamente
empleando para ello la décima de independencia X2 de Pearson y el X2 Corregido de Yate
segun correspondiera, para un nivel de significaciéno( = 0.05), mediante el uso del paquete
estadistico Statistical Package for the Social Science, SPSS 11.5 para Windows.

IIL5 Aprobacion del comité de Etica del IPK y obtencién del consentimiento informado

Todos los estudios incluidos en esta tesis se han concebido de acuerdo a lo establecido en la Declaracion
de Helsinki y las las Guias Fticas Internacionales para estudios biomédicos en sujetos humanos: CIOMS,
a fin de preservar la dignidad, los derechos, la seguridad y la salud de los participantes en esta
investigacién. Por lo anterior cada uno de ellos cuenta con la aprobacién del Comité de Fitica del Instituto
“Pedro Kourf”. Cumpliendo con uno de los principales requisitos establecidos en las mencionadas guias
Internacionales, se anexa el Consentimiento Informado llenado por los participantes previo a la relizacion
de cada uno de los estudios (anexo 1), que garantiza que los participantes en el estudio han sido
informados debidamente acerca de los fundamentos y razones que justifican este estudio, cuya finalidad,
es, de hecho, prevenir y evitar el desarrollo de estas manifestaciones severas de la enfermedad, que son
causa directa de la muerte por infeccion por Dengue. Tras conocer de su asentimiento en participar se
solicit6 la firma del consentimiento informado y se colectaron los datos de los individuos utilizando un

cuestionario disefiado con ese fin (anexo 2).
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1 Ensayo de Linfoproliferacion y Bioensayo para deteccion de IL-2

Como muestra de estudio se incluyeron 80 individuos de Ciudad Habana, de ellos 26 mujeres y 54
hombres, edad de 20 a 60 afios, edad media de 35.8. Todos los individuos posefan titulos de anticuerpos
anti-dengue mayores de 1/40. De acuerdo a la serotipificacién de sus anticuetpos a dengue fueron
clasificados en 40 sujetos dengue 1 inmunes: 18 blancos y 20 negros, y 40 sujetos dengue 2 inmunes: 20
blancos y 22 negros. Como controles se incluyeron en el estudio 20 individuos de Ciudad Habana, 1999,
no inmunes a dengue, 8 mujeres y 12 hombres, edades de 20 a 60 afios, media de 33.4.

La respuesta inmune celular de memoria a virus dengue, evaluada a través de los ensayos de
linfoproliferacién y de produccién de IL-2, mostré diferencias de acuerdo al grupo étnico de los sujetos
involucrados en el estudio. La figura 1a muestra la respuesta linfoproliferativa de los individuos blancos y
negros con antecedentes de infeccién por dengue 1. Una elevada respuesta de los individuos blancos se
observa claramente al compararla con la de los negros. Esta diferencia resulté significativa tras estratificar
la respuesta a los diferentes antigenos virales (Figura 1). La respuesta linfoproliferativa de los individuos
inmunes a dengue 2 se muestra en la figura 1b. También en este caso la respuesta de los individuos
blancos a los 4 serotipos se muestra significativamente mayor al ser comparada con los negros. En
contraste, ambos grupos responden similarmente al mock (cerebro de ratén lactante no infectado), al
medio de cultivo y el antigeno de toxoide tetanico. (figuras 1 a y b). La figura 2 muestra que no existen
tampos diferencias en la respuesta de los individuos blancos y negros (tanto inmunes a dengue a como a
dengue 2) ala PHA.

La figura 3 muestra las concentraciones de II-2 en el sobrenadante de las CMSP determinadas por
bioensayo con células CTLL2. Los individuos blancos inmunes a dengue 1 mostraron una mayor
produccion de IL-2 con una marcada reactividad cruzada a los antigenos heterdlogos de dengue en
respuesta a la estimulacion con dengue 1 y dengue 2, mientras que los sujetos negros inmunes a dengue 1,

por el contrario, mostraron niveles menores de IL-2 en respuesta a la estimulacién con virus dengue, y su
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patrén de respuesta fue predominantemente serotipo especifico. Los inmunes a dengue 2 tuvieron un
comportamiento similar. No se observé respuesta linfoproliferativa ni de produccion de I1-2 en las
CMSP de individuos no inmunes a dengue (resultados no mostrados).

Desde finales de la década de los 80 un papel relevante en la patogénesis de la FHD/SCD ha sido
atribuido a la respuesta inmune celular (184, 198, 372). La respuesta inmune de memoria humoral y
celular que se genera tras una infeccién por un serotipo determinado de dengue, aunque garantiza
proteccion de por vida contra ese serotipo, parece implicar una diseminacién de la infeccién por
cualquiera de los otros serotipos, fenémeno conocido por inmuno-amplificacion (209, 368). En el caso
de la respuesta inmune humoral, los anticuerpos de reactividad cruzada no neutralizan al virus, pero se
unen a el y forman inmunocomplejos que se unen por la regién Fe a los receptores Fe presentes en las
células dianas de la infeccion por dengue. La activacion de los linfocitos CD4 y CD8 de memoria serotipo
crosreactivos resulta en la produccion de elevados niveles de citoquinas, como el IFN v, la I1-2, el TNFou
(3506). El primer reporte sobte la posible participacion de la respuesta inmune celular en la patogénesis de
la FHD fue realizado por Kurane y cols. en 1989, al detectar respuesta de memoria de linfocitos T
serotipo  especifica y serotipo cruzada 6 meses después de una infeccion (124) . Estos estudios se
realizaron en 4areas de alta prevalencia, donde las re-infecciones ocurren con frecuencia.

La poblacion en Cuba suftié dos grandes epidemias debido a D1 (1977) y D2 (1981) sin existir reportes
de otras epidemias hasta el 2003, con excepcion del pequefio brote ocurtido en Santiago de Cuba en 1997
(10). Después de la epidemia de 1981 se establecié un sistema de vigilancia que demostr6é que en el
petiodo de 1982-1996 no se produjo circulacion de virus dengue en el pais, al no encontrarse anticuerpos
IeG antiflavivirus en el suero de nifios nacidos después del 1982 (205). Esta situacion oftrecié la
posibilidad de explorar la respuesta de células T' de memoria a largo plazo a virus dengue tras una
infeccion primaria natural, demostrandose por primera vez la existencia de respuesta de células T de
memoria que exhiben respuesta proliferativa de reactividad cruzada entre serotipos de virus dengue mas
de 20 afios después de una infeccion primaria.

El andlisis de esta respuesta de memoria de acuerdo al grupo étnico de los individuos mostr6  diferencias
en la proliferacion de los linfocitos T de memoria CD4+ especificos a virus dengue y en la produccion
de IL-2 entre individuos inmunes a dengue pertenecientes a diferentes grupos étnicos cubanos. Los
individuos de raza blanca mostraron una respuesta inmune celular (linfoproliferacion y produccion de IL-
2) significativamente mayor, con una mayor reactividad cruzada a los antigenos heterélogos de dengue,

comparados con los de raza negra.
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Este resultado reviste extremo interés, por cuanto correlaciona la respuesta inmune celular de memoria
con la infeccion secundaria heterotipica como factor de riesgo para el desarrollo de la fiebre hemorragica
por dengue, y la mayor vulnerabilidad de los individuos de raza blanca a desarrollar este cuadro grave.

La infeccién secundaria heterdloga como factor importante de tiesgo para el desarrollo de las formas
graves de la enfermedad por dengue, es una hipétesis a la que las observaciones empirico-epidemioldgicas
provenientes de Cuba y Tailandia le han otorgado mucha fuerza. También se ha demostrado que los
individuos expuestos a un serotipo particular de dengue un largo tiempo antes de una infeccion
secundaria heterotipica tienen un fiesgo elevado de desarrollar las formas graves de la enfermedad por
dengue (2, 369).

Los resultados de este estudio son también consistentes con el papel que se le ha atribuido a la respuesta
inmune celular en la patogénesis de la FHD. Se ha planteado que, ante una infeccién secundaria
heterotipica, ocurre la reactivacion de clones de células T de memoria de reactividad cruzada generadas
durante la primo-infeccién, que reconocen los epitopes del serotipo de virus dengue qze infecta por
segunda vez con baja afinidad y avidez. Esto conlleva la deficiente eliminacion de las células infectadas y a
una activacion exagerada y no controlada de los linfocitos T' de memoria CD4 + y CD8+ (48, 229, 309,
375, 376). Este fenébmeno conocido como “pecado original” contribuye a la diseminacion de la infeccion
viral y a una exagerada liberacién de citoquinas proinflamatorias y capacidad citotéxica suboptima.

Esta cascada de produccion de elevados niveles de citoquinas pro-inflamatorias y mediadores vaso activos
en un corto periodo de tiempo induce ruptura de las células endoteliales vasculares, alteracion del sistema
de hemo-coagulacién, y en consecuencia, extravasacion de plasma, choque y manifestaciones
hemorragicas. La marcada proliferacion y reactividad cruzada de los linfocitos CD4 y la mayor
produccién de IL-2 observada en los individuos blancos pudiera estas involucrada en la mayor incidencia
de FHD en sujetos blancos en las epidemias cubanas de FHD. Futuras investigaciones que aborden el
estudio de estos mecanismos efectores de la respuesta inmune celular, en la infeccién aguda podria
corroborar estas inferencias.

Los resultados obtenidos concuerdan con las observaciones epidemioldgicas sobre las diferencias en la
propension a la FHD observada entre los grupos étnicos cubanos y con la baja incidencia de FHD
reportada en la poblacién negra de Africa y del Caribe (305, 360-362) .

La poblacion actual cubana se originé de la mezcla de 2 grupos étnicos bien definidos, los colonizadores
espanoles y los esclavos afticanos, ya que la poblacién nativa, los aborigenes cubanos, fue practicamente

exterminada (370, 371).
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Considerando los origenes de nuestra poblacion, pudiera hipotetizarse que la poblacion cubana negra, la
poblacion negra del Caribe, y la africana deben compartir algiin tipo de resistencia ante las formas graves
de la enfermedad por dengue. Esta hipotesis estarfa apoyada por la demostrada resistencia de los
individuos de raza negra a la fiebre amarilla, la cual es producida por un virus perteneciente a la misma
familia del virus dengue, Flaviviridae, lo cual implica similitud en sus caracteristicas estructurales y por
ende pudieran compartir alguna especificidad para las moléculas de reconocimiento y procesamiento del

sistema inmune (2906).

IV.2 Induccién de mediadores inmunologicos que definen patréon de respuesta celular

Este estudio se llevé a cabo en el 2003. Se incluyeron 27 individuos de Ciudad Habana, de ellos 16
mujeres y 21 hombres, edad de 20 a 60 anos, edad media de 33.3. Todos los individuos posefan titulos de
anticuerpos anti-dengue mayores de 1/40. De acuerdo a la serotipicacion de sus anticuerpos a dengue
fueron clasificados en 10 inmunes a dengue 1, 10 inmunes a dengue 2 y 7 inmunes a dengue 3. De
acuerdo al color de la piel se clasificaron en 14 blancos, 13 negros y 8 mestizos. Como controles se
incluyeron en el estudio 10 individuos de Ciudad Habana, 2003, 4 mujeres y 6 hombres, edades de 20 a
00 afios, media de 33.4, sanos, no inmunes a dengue.

La infecciéon secundaria heterdloga se considera un factor importante de riesgo para el
desarrollo de las formas graves de la enfermedad por dengue. También se ha demostrado que
los individuos expuestos a un serotipo particular de dengue un largo tiempo antes de una
infeccion secundaria heterotipica tienen un riesgo elevado de desarrollar las formas graves de
la enfermedad por dengue (2, 204).

El modelo de infeccion ex zivo de CMSP de individuos expuestos a dengue 1 en 1977, dengue 2 en 1981
y dengue 3 en el 2001, suplementando con sueros de los propios individuos, simula esa situacién de
riesgo 2 vivo, 'y arrojo resultados muy sugestivos, que muestran diferentes patrones de expresion de la
respuesta inmune celular de memotia acuerdo al grupo étnico de los individuos.

Para demostrar que en las condiciones experimentales de este estudio realmente ocurre la infeccién, y no
unicamente la estimulacién antigénica o del inmunocomplejo como evento inductor de la expresion de
genes de las moléculas estudiadas se compard la expresion de 2 de los mediadores estudiados, MIP-1a e
IFNy, por las CMSP de los individuos controles no inmunes a dengue, ante el virus infectivo, ante el
mock (sobrenadante de células C636 no infectadas) y ante el sobrenadante de células C636 infectadas

inactivado con luz ultravioleta (UV). Como se observa en la tabla 1 se obtuvo una expresion significativa
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de ambos mediadores tras la estimulacién con el virus infectivo comparado con el sobrendante infectivo
inactivado por UV y el mock. (Tabla 1). También con el proposito de proporcionar evidencia de la
existencia de replicacion viral en las CMSP tras 24 h de estimulacion con el sobrenadante de células C636
infectadas con dengue se determino la carga viral en el sobrendante de las CMSP. La tabla 2 muestra los
valores de carga viral de los individuos no inmunes y de los inmunes a dengue 1, 2y 3 en respuesta a la
estimulacion con DV1, DV2y DV3.

De manera general, los individuos inmunes a dengue mostraron una expresion significativamente mayor
de los mediadores estudiados que los no inmunes (resultados no mostrados), lo cual implica que la
memortia inmunoldgica esta implicada en los resultados encontrados. Los individuos blancos mostraron
una mayor expresion de quimoquinas proinflamatorias, entre ellas MIP-1alfa, MCP-1, e IL-8, y citoquinas
proinflamatorias como IFNy, TNF « y Fas ligando, sobretodo a expensas de la estimulacién heterotipica,
particularmente en las secuencias DV1-DV2, DV1-DV3 (inmunes a dengue 1 en respuesta a dengue 2 y
dengue 3), DV2-DV3 (inmunes a dengue 2 en respuesta a dengue 3) y DV3-DV2 (inmunes a dengue 3
en respuesta a dengue 2). (Figuras 4, 5,6, 8,9, 15). En los sujetos negros se observé un predominio de la
quimoquina RANTES y de los mediadores regulatorios TGFB1, 11-10, y FoxP3 ademas de mediadores
citoliticos como granzima B y perforina. (Figuras 7, 10, 11, 13, 14). TGFB1, IL-10, y FoxP3 mostraron
una respuesta mas elevada en la estimulacién homotipica comparada con la heterotipica. Los mediadores
citotoxicos mostraron una significativa diferencia dependiendo del background inmune de los sujetos,
siendo mayor la expresion en los individuos inmunes a dengue 3.

La figura 4 muestra la expresion de la quimoquina I1-8. La figura 4 a representa la expresion individuos
blancos y negros de esta quimoquina en respuesta a la estimulacién homotipica y heterotipica con los
diferentes serotipos de virus dengue. En ambos grupos se obtuvo una expresion significativamente
mayor a los antigenos virales, comparado al mock (p<<0,05). Tambien en ambos grupos la expresion de
esta quimoquina fue significativamente mayor ante la estimulacién heteréloga con DV2 y DV3 (p<0,05).
Este resultado reviste interés, si consideramos que es la infeccion secundaria heterotipica un factor de
riesgo comprobado para el desarrollo de la FHD. Ia acotacion del analisis a los resultados de la
estimulacién heterotipica entre blancos y negros nos permite observar que las diferencias en la expresion
de IL-8 entre ambos grupos resultan significativas (p<<0,05)(Figura 4b).

Existen varios autores que reportan niveles elevados de esta quimoquina asociados a las formas clinicas
mas severas de la enfermedad por dengue, considerandose incluso por algunos como un marcador de

severidad y mal prondstico (242, 386-389). Un grupo numeroso de trabajos se refieren a la produccion
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de IL-8 por diferentes tipos de células tras la infeccién por dengue, como monocitos y macrofagos (40,
367-369), hepatocitos (372), células epiteliales (26), neutrofilos, sobre los cuales ejerce una particular
quimoatraccion, ademas de inducir su degranulacion y la liberacion de elastasa (373). En las células
endoteliales la II-8 puede actuar de forma autoctina e inducir reorganizacion del esqueleto celular,
apertura de las uniones inter-endoteliales, y aumento de la permeabilidad asi como expresion de
moléculas de adhesién por su posible correlacion directa con la extravasacion de plasma (26, 142, 218,
223,374, 375). Los efectos de esta quimoquina sobre el endotelio propiciando la extravasacion de plasma
pudieran estar relacionados con la mayor propension de los individuos blancos a la FHD. Esto podtia ser
congruente con la observacién de una expresion  significativamente mayor en los individuos blancos
comparados con los negros.

En la figura 5 se presenta la expresion de la quimoquina MCP-1. Como observamos en la figura 5 a la
respuesta ante los virus fue significativamente mayor que ante el sobrenadante no infectivo (p<<0,05). Al
igual que en el caso de 11-8, la mayor expresion es a expensas de la estimulacion heteréloga con DV2 'y
DV3 (p<0,05). La figura 5b nos muestra los resultados de la estimulacion heterotipica entre blancos y
negros, siendo significativamente mayor la expresion de esta quimoquina en blancos (p<<0,05). La MCP-1
es producida las células endoteliales en respuesta a la infeccién por dengue, y actia de forma autoctina
sobre las propias células endoteliales induciendo expresion de moléculas de adhesion como la ICAM-1 y
la adhesion de CMSP (142), asi como ruptura de las uniones inter-endoteliales y aumento de la
permeabilidad vascular (376). Esta observacion esta en concordancia con los trabajos que le atribuyen un
posible papel a esta quimoquina en la patogénesis de la infeccién por dengue, al reportar niveles elevados
de MCP-1 en el suero de pacientes con SCD. Avirutnan y Cols. fueron los primeros en observar una
sobre-expresion de MCP-1 en suero de pacientes con SCD (218). Mas recientemente, Ying Ray Lee y
cols. también reportaron niveles elevados de MCP-1 en plasma de pacientes con FHD (377). Los
resultados de este trabajo muestran una mayor expresion de MCP-1 en los sujetos blancos, que resulta
significativa. Este resultado pudiera indicar que esta quimoquina podtia estar involucrada en la mayor
propension de los sujetos blancos a desarrollar FHD.

Interesantemente, la sobre-expresion de MCP-1 mantenida ha sido reportada en enfermedades crénicas
como la Diabetes y la Ateroesclerosis (405-407) con la consiguiente afectacién cronica de la
permeabilidad vascular. La induccién de apertura de las uniones inter-endoteliales por la infeccion por
dengue podtia agravar la afectacion de la permeabilidad vascular pre-existente en estos casos, lo cual

propiciarfa un mayor riesgo para el desarrollo de las formas graves de la enfermedad, y podria influir con
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la mayor predisposicién de los pacientes con antecedentes de diabetes a desatrollar FHD/SCD (7, 17,
205).

En el modelo utilizado, MIP-1a presentd una expresion significativamente mayor en sujetos blancos que
la observada en negros (figura 6 a, 6b). Una vez mas se observa un predominio de la expresion de la
quimoquina en la estimulacion heteréloga con los serotipos de virus dengue 2y 3 (p<<0,05). La figura 6b
nos muestra la comparacién de la expresion de MIP-1a. en la estimulacién heteréloga entre blancos y
negros, resultando significativamente mayor la expresion de los sujetos blancos. (p<<0,05).

Se ha planteado que esta quimoquina puede ser producida por monocitos infectados por dengue,
atrayendo a otras CMSP al sitio de infeccién. Esto implica una intensa activacion de las células T' y la
liberacién de citoquinas proinflamatorias lo cual puede contribuir al cuadro inmunopatogénico (387).
Adicionalmente, el hecho que atraiga gran cantidad de células dianas de la infeccion por dengue al sitio de
infeccién puede proporcionarle a la progenie viral infectiva células cercanas susceptibles de ser infectadas,
y favorecer de esta forma la diseminacion viral (378). Trabajos pioneros sobre esta quimoquina y la
enfermedad por dengue realizados por D' Murgue y Cols. en 1998 ya mostraban a esta quimoquina
involucrada en la inhibicién de los progenitores hematopoyéticos inducida por la infeccion por dengue
(379) También se ha asociado a la fiebre elevada que se observa tras la infeccion por dengue (388). Por
otra parte Spain Santana y cols. demostraron la expresion de MIP-1 alfa en pacientes con infeccién
demostrada por virus dengue tanto con FD como FHD (380). Todo lo anterior apoya los resultados de
una mayor expresion de esta quimoquina en los sujetos blancos, mas propensos al cuadro grave de la
enfermedad.

El andlisis de la quimoquina RANTES tambien muestra una respuesta significativamente mas elevada
ante los antigenos de virus dengue comparados con el mock (p<<0,05). No se observaron diferencias
significativas entre la estimulacion homologa y heterdloga. Contrario a lo observado con otras
quimoquinas, los resultados en relacion con RANTES muestran una expresion significativamente mayor
en negros respecto a la expresion en blancos, tal como se observa en las figuras 7 a 'y 7 b. (p<0,05).
Varios son los estudios que han sugerido un posible papel para la quimoquina RANTES en los
mecanismos patogénicos de la infeccion por dengue. La produccion de esta quimoquina se ha observado
en células basofilos y mastocitos infectados por dengue y hepatocitos humanos (381, 382). Avirutnan y
colaboradores han reportado induccién de regulacion transcripcional RANTES  en células endoteliales
infectadas por dengue (218).
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Los resultados obtenidos sobre RANTES también concuerdan con un estudio en pacientes con
enfermedad aguda por dengue, en el cual este mediador mostré diferencias entre pacientes de FHD y
FD, siendo menores en los casos de FHD (32). Esta 3-quimoquina se une a varios receptores incluyendo
el CCR3 (381). Resulta también interesante que es producida por células T CD8+ tras la estimulacion
especifica con el antigeno, y que CCR3 es expresada en los linfocitos CD4+ y CD8+ (383). Aunque
vatias citoquinas que se unen a CCR3 potencian la actividad citotoxica, RANTES parece ser el estimulo
biolbgico mas relevante (384). La elevada expresion de RANTES encontrada en la respuesta de los
sujetos negros pudiera estar en relacion con la actividad citolitica antiviral de este mediador, que explicarfa
la menor tendencia al desarrollo de FHD descrita para este grupo étnico.

En este estudio los individuos blancos mostraron una expresion mayor de IFN y en comparaci ~ @on
los individuos negros (Figura 8). La figura 8 a representa la expresion individuos blancos y negros de IFN
y en respuesta a la estimulaci  6n homdloga y heterdloga con los diferentes serotipos de virus dengue. La
estimulacion heteréloga con dengue 2 y dengue 3 en los sujetos inmunes a dengue 1, con dengue 3 en los
inmunes a dengue 2, y con dengue 2 en los inmunes a dengue 3 resultaron significativas (p<<0,05). El
hecho de ser la infeccion secundaria heterotipica uno de los factores de mayor riesgo para la FHD, y que
el serptipo 2 y el 3 sean mas patogénicos que el serotipo 1 le otorgan importancia a este resultado. La
acotacién del anlisis a la estimulacion heterotipica entre blancos y negros mostr6 la significacién de la
mayor expresion de esta citoquina en blancos (p<0,05). (Figura 8b).

El IFNy es una de las citoquinas mas estudiadas en el contexto de la patog  énesis de la infeccion por
dengue. Existen numerosos reportes por Kurane y Cols., quienes fueron los pioneros del estudio de la
respuesta inmune celular en dengue, sobre el papel del IFNy en la patogénesis de la infeccién por dengue
(32, 34, 238, 426, 435). Un primer acercamiento demostrd la produccion de IFN y por las élulas
mononucleraes de sangre venosa periférica infectados “ex vivo” con virus dengue, corroborandose este
hallazgo posteriormente por otros autores (356, 385-389). Mas adelante se evidencié que las células
dendriticas constituyen las primeras dianas de la infeccion por dengue, y que el IFNy induce la
produccion de II-12 por las células dendriticas, citoquina inductora de una respuesta de tipo TH1, lo
cual propicia, a su vez, la produccion de mas IFN  (439). En esta misma linea de investigacién se postuld
que un incremento en la liberacién de IFNy resulta en un incremento en el nimero de monocitos
infectados por dengue a través del mecanismo de ADA, al inducir un aumento de expresion del receptor
Fc en estas células, y permitir la unién de los inmuno-complejos no neutralizantes (222). En trabajos

subsiguientes se demostrd que la infeccion primaria por virus dengue induce una respuesta de memoria
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de linfocitos CD4+, que ante una infeccién secundaria heterotipica se activan, proliferan y producen

IFNy, y poseen adem s actividad citolitica contra células autdlogas infectadas con serotipos heterologos

(3506, 368). Ademas se generan también linfocitos CD8+ de memoria de reactividad cruzada que son
capaces de lisar células autdlogas infectadas con serotipos heterdlogos, estando su funcion modulada por
el IFNy (232, 400). Mangada y Cols. demostraron en el 2004 que células T de memoria de voluntarios
inmunizados con una vacuna monovalente atenuada de dengue se estimulaban con virus dengue de

forma serotipo especifica y serotipo cruzada, produciendo niveles significativos de este mediador (390) y

que los linfocitos CD4+ producian mas IFN vy al ser estimulados con p  éptidos de serotipos heterélogos

(31). En este sentido también se reportd que los linfocitos CD4+ de pacientes convalecientes y  los
linfocitos CD8+ de memoria al ser estimulados de forma heterdloga producen IFNy (442, 443).

El papel de esta citoquina “in vivo” fue corroborada al demostrarse que existe una hiperactivacién de los
linfocitos CD4+ durante la infeccién aguda por dengue, los cuales producen grandes cantidades de IFNy
e II-2, siendo sus niveles de activacion mayores en pacientes con FHD que en pacientes con FD (28,
389, 391-395). Un estudio muy particular fue el realizado por Mangada y Cols. donde se cortelacionaron
los niveles de IFNy y TNFa producidos por CMSP de ninos Tailandeses al ser estimulados con virus
dengue con el mayor riesgo de desarrollar las formas clinicas graves de la enfermedad .(396).
Recientemente se identifico a esta citoquina como un fuerte predictor de severidad y de mal pronéstico,
lo que confirma su papel inmunopatogénico en el transcurso de la infeccion por dengue (397).

Todas estas evidencias demuestran del papel patogénico del IFN y enla FHD. La mayor expresi
observada en este estudio en los individuos blancos, ante la infeccion secundaria heterotipica pudiera estar
en relacion con la mayor tendencia de este grupo étnico a la FHD.

El analisis de la expresion de TNF  a realizada mostré niveles mayores de esta molécula en sujetos
blancos que en negros (Figura 9). En la figura 9 a apreciamos una mayor expresion de TNF o ante la
estimulacion heteréloga con dengue 2 y dengue 3 (p<0,05), y en la figura 9b observamos la
significativamente mayor expresion de esta citoquina en blancos (p<0,05).

Un amplio grupo de investigadores ha tratado de identificar las células productoras y dianas de TNF o« en

onIFN y

la infeccion por dengue. Anderson y Cols. demostraron que el TNF o producido por los monocitos  tras

la infeccién por dengue modula la funcion endotelial (398). La infeccion de los monocitos por dengue ha
sido tambien reportada por Espina y Cols. (399). Ho y Cols., por su parte, demostraron que la infeccion
de las células dendriticas por dengue induce su produccion de TNF  ¢400). El1 TNFo inducido por la

infeccion por dengue actia, ademas, directamente sobre las células endoteliales, aumentando su
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permeabilidad, y potenciando el estallido respiratorio (468, 469). Mangada y Rothman reportaron la
produccion de TNF  «, junto a IFNy, por linfocitos CD4+, tras la estimulaci o6n con péptidos heterdlogos,
resultado confirmado posteriormente por Imrie y Cols (31, 401). Kurane en el 2007 aborda en detalle el
papel de esta citoquina en la patogénesis de la infeccion por dengue, atribuyéndole un rol protagonico, al
involucrarse directamente en la extravasacion de plasma, el choque y las manifestaciones hemorragicas
(402).

Vitarana y Cols. fueron los primeros en reportar niveles elevados de TNF « en pacientes con FHD, y
sugerir que este podria ser responsable del choque, trombocitopenia y trastornos de la coagulacion (403).
En ese mismo afio Yadau y Cols. también reportan niveles elevados de este mediador en pacientes con
las formas mas severas de la enfermedad por dengue (404), resultados que son corroborados
posteriormente por varios autores (27, 394, 405-408).

Niveles elevados no solo de TNFa, sino tambi ~ én de su receptor TNFR80kds se han reportado en nifios
con FHD (244). En este sentido también apuntan los reportes de Hober y Cols., demostrando niveles
elevados de TNFa y de receptor soluble TNFRp75 en suero, plasma y cultivos de sangre total de
pacientes con dengue (239, 460, 461), de Fernandez-Mestre y Cols. y de Azeredo y Cols., quien ademas
de encontrar TNFa y su receptor TNFRp75 elevados en pacientes de dengue comparado con controles,
demostré una correlacion entre este marcador y las manifestaciones hemorragicas (291, 409). Un estudio
mas reciente relacionado con los receptores de TNF reportaron bajos niveles de TNFR1 concomitando
con niveles elevados de TNFa soluble en plasma de pacientes con FHD (410). Cardier y Cols., por su
parte, detectaron que el TNF presente en suero de pacientes con infeccién aguda inducfa apoptosis de las
células endoteliales microvasculares (102). La correlacion de los niveles de esta citoquina con el numero
de exposiciones al virus encontré niveles significativamente mayores de TNF — a en pacientes con
infeccién secundaria, y en fase tardia de la enfermedad (28). Este marcador ha sido evaluado, ademas,
como un predictor de severidad, asociandose significativamente a trombocitopenia (397). Los resultados
sobre de esta citoquina coinciden con lo reportado en la literatura, puesto que los niveles de expresion
elevados observados en individuos blancos apuntan hacia el papel patogenico de la misma en la infeccién
por dengue.

TGFB e I-10 mostraron un patrén opuesto a las citoquinas pro-inflamatorias, al ser su expresion mayor
en los individuos negros con respecto a los blancos (Figuras 10 y 11).

La figura 10 a exhibe la expresion de TGEF {3 en CMSP de individuos inmunes a dengue 1, inmunes a
dengue 2 e inmunes a dengue 3 blancos y negros al ser infectadas por 24 h con VD1, 2y 3. Se puede
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observar que en cada caso es significativamente mayor la expresion ante la estimulacion homologa que
ante la estimulacion heterdloga (p<0,05). La figura 10 b permite comparar directamente la respuesta ante

la estimulacion heterotipica entre blancos y negros, observandose una expresion significativamente mayor
en los individuos negros comparados con los blancos (p<0,05).

El papel del TGFp enla patog  énesis de la infeccion por dengue se comenzo a estudiar enl 808, cuando
ya se describieron niveles elevados de esta citoquina en plasma de nifios con FHD (406). Un afio después
Aggarwal y Cols. realizaron un detallado estudio sobre el rol de esta citoquina en dengue, al estudiar la
expresion de genes de TGEF 3 en (¥ y sus concentraciones en suero, en pacientes con enfermedad por
dengue con diferentes grados de severidad, comparados con controles (411). Estos autores no
encontraron ni ARNm ni proteinas de TGEF 3 enlos controles, y si en el 96 % de los pacientes estudiados,
mostrandose los niveles mas elevados en pacientes con FHD, por lo que le atribuyen un papel
importante en la patogénesis de la enfermedad. Chaturvedi y Cols. también relacionan el TGF  a la
patogénesis de la enfermedad, al asociatlo a una respuesta TH2 actuando de forma sinérgica con la I-10

, y antagonica con la I1-12, y asociado a las formas graves de la enfermedad (412). En el 2006 se retoma el
estudio de este mediador, reportaindose niveles significativamente elevados en pacientes de dengue
comparados con controles, junto a I1-18 e ICAM-1 (111). Otra interesante aproximacion al papel de esta
citoquina proviene del estudio de Tay y Cols., quienes estudiaron la fuerza de la influencia de diferentes
citoquinas, entre ellas el TGEB, en el desarrollo de las formas graves de la enfermedad, empleando un
modelo estocastico de induccién de probabilidades, que permitiera definir puntos de intervencién que
pudieran prevenir el desarrollo de FHD, y el TGE result 6 una de las citoquinas identifi¢dday.

Se puede observar en la figura 11 a la expresion de I1-10 ante el reto homologo y heterélogo de CMSP
de individuos inmunes a denguel, 2 y 3. Similarmente a lo ocurrido para el TGEF la expresi étlde 1L
es mayor ante el reto homologo en ambos grupos (p<<0,05), y también mayor en los sujetos negros que
en los blancos, como se aprecia en la figura 11b (p<<0,05).

Existen multiples trabajos que abordan el papel de la IL-10 en la infeccién por dengue. Entre las células
identificadas como productoras de I-10 tras la infeccién por dengue se encuentran las dendriticas (414) .
Varios autores han correlacionado este citoquina con las diferentes formas del cuadro clinico del dengue,
asociandola con las formas mas severas de esta enfermedad (489-491), y particularmente con signos de
alarma como la trombocitopenia (421, 454). Otros reportes de interés en este sentido provienen del
analisis de la asociacion de esta citoquina con el cuadro clinico, pero en el contexto del nimero de

exposiciones al virus, considerando la infeccién secundaria como factor de riesgo demostrado para el
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desarrollo de las formas graves de la enfermedad. Asi, Pérez y Cols. en el 2004 reportan niveles
significativamente elevados de I1.-10 en pacientes de dengue comparados con controles, siendo mayores
en los casos con FHD, lo cual se mantiene significativo en pacientes con infeccion secundaria, los cuales
muestran niveles consistentemente altos (32). Ese mismo afio Nguyen y Cols. correlacionan diferentes
patrones de citoquinas pro y anti inflamatorias con la infeccion primaria o secundaria, atribuyéndole a la
IL-10 un rol en la patogénesis de la infeccion secundaria por dengue en nifios (415). Estos resultados
fueron corroborados recientemente al reportarse asociacion de la infeccion secundaria por dengue 2 con
niveles aumentados de II-10 y de esta con plaquetas disminuidas y una mayor predisposicion a la
tendencia a la hemorragia y a desarrollar FHD (494, 495).

Otro grupo de trabajos sobre esta citoquina en la infeccion por dengue fueron realizados por Chaturvedi
y Cols,, en los que se ubica a la IL-10 entre las citoquinas tipo TH2, asociandolas a un cuadro clinico
severo (387, 412). En este sentido también apuntan las conclusiones de Yang y Cols., quienes plantean
que un desequilibrio entre el patron TH1 y TH2, con predominio de este ultimo es responsable de la
inmunoamplificacion heteroléga (416). Otro reporte que correlaciona la IL-10 con la con la
inmunoamplificacién proviene de Chareonsirithigul y Cols., quienes reportan que la diseminacion de la
infeccion por el fenémeno de ADA induce la produccion de mediadores anti-inflamatorios como la I1-
10 (417).

Si bién tanto la I1-10 como el TGEFB han sido asociadas al cuadro severo de la enfermedad por dengue, y
por ende se les ha atribuido un papel inmunopatogénico, esta bien documentada el papel anti-
inflamatorio e inmunoregulador de ambos mediadores en las infecciones. Los resultados obtenidos
muestran niveles significativamente altos de expresion de TGEF 1 e-ID en los individuos negros
comparados con los blancos, lo cual podta estar en aparente contradiccion con lo reportado en la
literatura sobre dengue, si consideramos la menor predisposicion observada en este grupo étnico cubano
a desarrollar el cuadro grave de la enfermedad por dengue. Sin embargo los resultados obtenidos si estan
en concordancia con el papel de ampliamente desctito en la literatura para ambos mediadores en el
control y regulacion de la respuesta inflamatoria (159, 163, 170, 171, 418).

Constituye un hecho bien establecido en la literatura la adquisiciéon de inmunidad protectora serotipo
especifica tras una infeccién primaria por dengue. Si, como ha sido repetidamente reportado, una
respuesta inmune inflamatoria esta involucrada en el fenémeno inmunopatogénico, resulta logico pensar
que un “status inmune protector’, en dengue, esté asociado a un entorno anti-inflamatorio. Estos

resultados pueden ser aparentemente contradictorios con los varios reportes que relacionan la II-10 y el
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TGFB1 con el cuadro de FHD/SSD (32, 387, 393, 412, 419); sin embargo, como citoquinas tegulatotias
anti-inflamatoria, las altas concentraciones de mediadores liberados a nivel sistémico durante el cuadro
clinico severo podrian estar induciendo su produccién como mecanismo de control regulatorio,y es por
esto que se detectan niveles elevados asociados al cuadro clinico severo.

Los resultados obtenidos con el factor de la transcripcion FoxP3, Fork head box P3, con niveles de
expresion significativamente mas elevados en individuos negros comparados con los blancos, apoyan esta
hipétesis (p<0,05) (Figura 12 b). Aunque no resultan significativas, también se observan (Figura 12 a)
diferencias en la expresion de FoxP3 entre la infeccion homologa y heterdloga. FoxP3 es un factor de
transcripcion que caracteriza a las células T reguladoras naturales, y su papel como gen regulador de la
transcripcion en el desarrollo y funciones de las células T reguladoras ha sido demostrado. (177). Existe
solo un trabajo sobre células T reguladoras y dengue, en pacientes con infeccion aguda por dengue con
diferentes grados de sevetidad (37), donde la relacién células Treg/ Tefectora se mostto significativamente
incrementada en los casos leves comparados con los graves, por lo que se puede concluir que una
frecuencia equilibrada de Treg con respecto a T efectoras puede asociarse con un cuadro clinico leve. Los
resultados aqui obtenidos muestran una expresion significativamente mayor de TGEB, IL-10 y FoxP3 en
los individuos negros comparados con los blancos. Esto podtfa estar indicando un predominio de un
patrén regulatotio asociado al color negro de la piel, lo cual pudiera parcialmente explicar la menor
propension mostrada por este grupo étnico a desarrollar las formas mas severas de la enfermedad por
dengue.

En relacion con los mediadores citotdxicos, la expresion de Perforina fue més alta en los sujetos negros y
que en los blancos, siendo significativa esta diferencia.(p<0,05). (Figura 13 b). La Granzima B también se
mostré mas elevada en negros que en blancos (p<0,05) (Figura 14 b). Resulta también de interés que la
expresion de ambos mediadores es significativamente mayor en los individuos inmunes a dengue 3
(infeccion secundaria de CMSP 3 afios después de la infeccion primaria) que la de los inmunes a dengue
1 y dengue 2 (infeccion secundaria 20 afos después de la infeccion primaria) (p<0,05). Esto podtia
indicar que el tempo de la memoria inmunologica a dengue es importante en la expresion de esta
molécula. (Figura13ay 14 a).

Existen pocos estudios sobre granzima B y perforina en la infeccion por dengue. En 1989 Kurane y cols.
demostraron que tras una infeccién primaria por dengue los clonos de linfocitos CD4+ y CD8+ de
memoria se activaban y mostraban actividad citotoxica en respuesta a virus dengue (356). Gagnon y cols.

reportaron en 1999 actividad citotoxica de los linfocitos CD4 en dengue especifica a la proteina de la
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capsida, y que podia ocurtir por mecanismos sectetorios 0 de membrana dependiendo del tipo de la
célula diana (133). A pesar de la importancia de la respuesta CTL en la respuesta inmune antiviral esta ha
sido asociada con la patogenicidad en la enfermedad por dengue, ya que la activacion parcial de algunas
células T de reactividad cruzada entre serotipos, las cuales carecen de la afinidad suficiente para producir
un efecto antiviral 6ptimo, pudiera potenciar la diseminacién de viriones infectivos (133, 209, 420-424).
Recientes estudios sobre el papel de estos mediadores “in vivo” encontraron una asociacion de los niveles
séricos de granzima B y perforina con los niveles de proteina NS1 soluble, lo cual apoya que este
mecanismo podria estar asociado a la diseminacion viral. (Perez y Cols. 2009, comunicacion personal).
Los resultados del presente estudio, sin embargo, muestran altos niveles de estos mediadores citotdxicos
en los individuos de color negro, comparado con los blancos (Figuras 13 y 14). La respuesta CTL es un
importante mediador de la eliminacién viral, sin induccién de excesiva respuesta inflamatoria.
Particularmente los niveles de avidez funcional han sido mostrados como un determinante importante de
proteccion en la infeccion por dengue “in vivo” (425). Por todo lo anterior la mayor respuesta de
mediadores citotoxicos secretorios observada en los individuos negros puede estar asociada a la menor
vulnerabilidad a las formas graves de la enfermedad por dengues observadas en este grupo étnico.

Otro mecanismo inmune efector citotoxico de importancia en las infecciones virales es la citotoxicidad
dependiente de anticuerpos (ADCC), donde las células efectoras son mayormente las NK, y que
combina la potente accion citolitica de estas con la especificidad de los anticuerpos IgG contra los
antigenos de dengue presentes en las células dianas de esta infeccién viral. La ADCC juega un importante
papel en el control de diferentes enfermedades virales. En VIH se ha demostrado el papel de este
mecanismo efectores ‘% vitr” contra las proteinas de envoltura del virus, mediado por suero y células
efectoras de individuos infectados por VIH. Varios estudios han demostrado que los titulos de
anticuerpos mediadores de ADCC decrecen a medida que la infeccién progresa a SIDA(426-428).
También se ha reportado asociacion de menores titulos de anticuerpos mediadores de ADCC con el
desarrollo de hepatitis en individuos infectados con virus de la hepatitis C (429). En dengue se ha
reportado la asociacion del ADCC a proteccion en etapas tempranas de la infeccion (430, 431). La fuerte
respuesta de granzima/perforina observada en la tespuesta de los individuos de color negro puede
también estar asociada a una respuesta protectora temprana de ADCC.

El anlisis de la molécula citotoxica Fas ligando mostro, contrario a lo observado con la perforina y la
granzima, una expresion mayor en los individuos blancos que en los negros que se acercod a la

significacién (p=0.053) (Figura 15b). Estudios realizados sobre la patogénesis de la hepatitis C, un virus
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que comparte la flamilia flaviviridae con el dengue, que existen diferencias en la respuesta citotoxica
mediada por Fas ligando y la mediada por la perforina y la granzima. Esta tltima parece estar involucrada
en la destruccién de las células infectadas, por lo que constituye un mecanismo recontrol y recuperacion.
El Fas ligando, por el contrario, parece mediar la eliminacion de las células T activadas, afectando la
respuesta antiviral y favoreciendo la patogénesis (432).

En concordancia con esto, la expresion de Fas ligando de acuerdo a la inmunidad precedente de los
sujetos blancos y negros involucrados en el estudio, y al serotipo de virus dengue utilizado en la infeccion
secundaria, se comporta como la de los otros mediadores pro-inflamatorios (Figura 15 a), obteniéndose
la mayor expresion en respuesta a la estimulacion heterotipica.

El FasL es uno de los llamados “receptores de muerte”,; el cual a unirse las moléculas Estos receptores
son activados por miembros de la superfamilia del TNF inducen una cascada de eventos intracelulares
que llevan a la muerte célular, proceso conocido como apoptosis. (196-198). La infeccién por dengue
puede disparar o modular la apoptosis en una variedad de células “in vitro”, como células de Kupfer, de
hepatoma humano, como los hepatocitos, la epidermis y dendtiticas humanas (218, 433, 434). También
ha sido desctrita “in vivo” , en analisis histopatolégicos de higado, cerebro, intestino y tejido pulmonat,
describiéndose también en estos ultimos dos tejidos apoptosis en las células endoteliales de la
microvasculatura (100) (435).

LLa apoptosis ha sido también explorada durante la infeccién aguda por dengue. Mynt y Cols. describieron
que los niveles de apoptosis de las CMSP se correlacionaban con la severidad del cuadro clinico, y que los
niveles plasmaticos de CD95 fueron mayores en nifios con FHD comparados con los que tienen FD
(134). Courageot y Cols. también correlacionaron la apoptosis con la patogénesis de la FHD/SCD (101).
Un estudio muy reciente de Pérez y Cols. encontr6 niveles elevados de Fas ligando asociados a la
presencia de signos de alarma y con la leucopenia durante la infeccion clinica secundaria por dengue 4.
(Perez y Cols. 2009, comunicacion personal). Los niveles elevados de Fas ligando encontrados en este
estudio, en los individuos de raza blanca, coinciden con lo reportado en la literatura, si consideramos el
papel que parece jugar la apoptosis en la patogénesis de la FHD.

De manera general, los individuos inmunes a dengue mostraron una expresion significativamente mayor
de los mediadores estudiados que los no inmunes (tesultados no mostrados), lo cual implica que la
memoria inmunoldgica esta implicada en los resultados encontrados. Los individuos blancos mostraron
una mayor expresion de quimoquinas proinflamatorias, entre ellas MIP-1alfa, MCP-1, e IL-8, y citoquinas

proinflamatorias como IFNy, TNF « y Fas ligando, sobretodo a expensas de la estimulacion heterotipica,
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particularmente en las secuencias DV1-DV2, DV1-DV3 (inmunes a dengue 1 en respuesta a dengue 2 y
dengue 3), DV2-DV3 (inmunes a dengue 2 en respuesta a dengue 3) y DV3-DV2 (inmunes a dengue 3
en respuesta a dengue 2). En los sujetos negros se observé un predominio de la quimoquina RANTES
y de los mediadores regulatorios TGF@1, IL-10, y FoxP3 ademas de mediadores citoliticos como
granzima B y perforina. TGEB1, IL-10, y FoxP3 mostraron una respuesta mas elevada en la estimulacion
homotipica comparada con la heterotipica. Los mediadores citotoxicos mostraron una significativa
diferencia dependiendo del background inmune de los sujetos, siendo mayor la expresion en los
individuos inmunes a dengue 3, en quienes la infeccién secundaria ocurti6 solo 3 afios después de la
primoinfeccion, que en los inmunes a dengue 1 y 2, con antecedentes de una infeccion previa 20 afios
antes de la infeccién secundaria ex 2o de sus CMSP. Este resultado resulta de gran interés si
consideramos que, la severidad de la infeccion por dengue parece aumentar a medida que aumenta el
tiempo transcurrido después de la infeccion primaria. La comparacion de las epidemias ocurridas en Cuba
en 1981 y 1997, ambas debido a la infeccion secundaria por dengue 2 en individuos con una infeccion
previa por dengue 1, mostrd que la ocurrida en 1997, 20 afios después de la epidemia por dengue 1 (1977)
fue mucho mas severa, en términos de morbilidad y mortalidad, que la ocurrida solo 4 afios después, en
1981, como indica el hecho de una proporcion de casos fatales fue 5 veces mayor en 1997 con respecto
al nimero de casos que en 1981 (436). La respuesta immune celular de memoria pudiera estar
involucrada en esta severidad relacionada al tiempo. El tiempo podtia invertir el balance en favor de una
respuesta immune patoldgica vs. una protectora, a medida que la afinidad y la avidéz de los clones de
linfocitos T citotéxicos disminuya, asi como la los clones especificos de células CD4.

Las epidemias de dengue ocurridas en Cuba han demostrado que la infeccion secundaria heterotipica
constituye un fuerte factor de riesgo para el desarrollo de las formas severas de la enfermedad. En cada
una de ellas se demostrd en los casos graves la existencia previa de memoria inmunoldgica a un serotipo
diferente del causante de esa epidemia, producto de una infeccién anterior. La infecciéon secundaria
heteréloga activa esta respuesta inmune heterotipica, produce la activacion de las células T, y
consecuentemente la produccion de IFN-y, que aumenta la expresi 6n de receptores Fc ILa mayor
expresion de receptores Fc facilita la entrada de inmucocomplejos de particulas virales infectivas y
anticuerpos no neutralizantes, propiciando la diseminacion de la infeccién. EI TNF-a y el IFN-y activan
otras células de la cascada inmune, tambien productoras de citoquinas pro-inflamatorias, aminas
vasoactivas y anafilotoxinas. Esta tormenta de citoquinas, en un corto periodo de tiempo, produce

ruptura de las células vasculares endoteliales, alteracion del sistema de coagulacion, extravasacion de
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plasma y manifestaciones hemorragicas (291). La mayor respuesta pro-inflamatoria observada en la
estimulacion serotipocruzada en individuos de raza blanca pudiera estar relacionada con la cascada de
eventos generados “in vivo” debido al exceso de respuesta inflamatoria, en ausencia de una respuesta
regulatortia, la cual contribuye a multiples aspectos de la patogénesis de la FHD.

En la presente investigacion se observa una mayor expresion de estos mediadores en la respuesta
homologa. Esto concuerda con las observaciones epidemioldgicas sobre el desarrollo de inmunidad
protectora de por vida al serotipo primo infectante. También se observa una expresion significativamente
mayor de estos mediadores en el grupo étnico menos proclive al desarrollo de FHD ante una infeccion
secunadria heterotipica.  Sus acciones regulatorias son probablemente cruciales en el control de la
respuesta inflamatoria sistémica inducida durante el cuadro de FHD/SSD, y por ende de los dafiinos
fenémenos patogénicos asociados con la misma. Su efecto regulatorio e inmunosupresor puede estar
relacionado con la recuperacion de la mayoria de los pacientes que sufren el cuadro severo de la infeccion
por dengue, si consideramos que, a pesar de la elevada morbilidad de la infeccion por dengue, se reporta
niveles bajos de letalidad (0.5%0-3.5%) (437).

Varios son los estudios que han proporcionado evidencias que la infeccion por dengue resulta en la
induccion de una sobre-expresion de citoquinas pro-inflamatotias, y una sobre-activacion del sistema
inmune, correlacionandose el grado de activacién con la severidad de la enfermedad (420, 438, 439). Los
niveles elebados de citoquinas proinflamatotias inducen las actividades regulatorias del TGF@1 y la II-10,
en un intento por controlar este fenébmeno inmunopatogénico. Una adecuada respuesta inmune depende
de un balance entte citoquinas pro-inflamatorias y regulatotias. IFN-y/TNF-« son mediadotes cr iticos
en la inflamacion, tanto en enfermedades infecciosas como no infecciosas, estando controladas por las
citoquinas antiinflamatorias como las TGF-8 y la IL-10 (440). El equilibrio entre estas 2 ramas de la
inmunidad mediada por células es vital para lograr una respuesta efectiva y balanceada. Una respuesta
inflamatoria TH1 intensa (IFN-y/TNF-w), sin un adecuado control regulatorio (TGF-8/IL-10) pudiera
explicar la mayor propension de los individuos de color blanco a desarrollar las formas clinicas severas de
la enfermedad por dengue.

Una adecuada respuesta inmune depende de un balance entre citoquinas pro-inflamatorias y regulatorias.
IFN-y/TNF-« son mediadores cr iticos en la inflamacién, tanto en enfermedades infecciosas como no
infecciosas, estando controladas por las citoquinas antiinflamatotias como las TGF-3 y la I1.-10 (440). El
equilibrio entre estas 2 ramas de la inmunidad mediada por células es vital para lograr una respuesta

efectiva y balanceada. Una respuesta inflamatoria TH1 intensa (IFN-y/TNF-o), sin un adecuado control
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regulatorio (TGF-$/1-10) pudiera explicar la mayor tendencia de los individuos de color blanco a

desarrollar las formas clinicas severas de la enfermedad por dengue.

IV.3. Asociacion de genes HLA clase I y clase I con FHD/SCD en los diferentes grupos

étnicos cubanos

Este estudio incluy6 120 individuos de Santiago de Cuba, 69 mujeres y 51 hombres, edades de 19 a 72
afios, media de 40.1, 73 con antecedentes de fiebre dengue y 47 con antecedentes de fiebre hemorragica
por dengue durante la epidemia de dengue 2 ocurrida en 1997 en Santiago de Cuba, y clasificados de
acuerdo al color de la piel en 70 blancos, 32 negros y 18 mestizos. El estudio incluyé como controles 189

individuos sanos, no emparentados, pareados étnica y geograficamente

IV.3.I Comparacion de frecuencias alélicas HLA clase Iy II en individuos con antecedentes de
enfermedad por dengue (FD 6 FHD) y controles, y entre individuos con antecedentes de
infeccion primaria o secundaria y controles

ILa Tabla 3 muestra las frecuencias de los alelos HLLA clase I A, B y C de los 120 individuos con
antecedentes de FD y FHD durante la epidemia por dengue 2 ocurrida en Santiago de Cuba incluidos en
el estudio. Los alelos HLA clase II DRBI1 solo se pudieron realizar en 85 individuos y los HLA clase 11
DQBI1 en 77 individuos. La Tabla 4 muestra las frecuencias de los alelos HLLA clase I y clase II en los
controles pareados étnica y geograficamente.

Al comparar las frecuencias de los alelos HLA-A entre los los individuos con antecedentes de FD y FHD
con los controles se observé una frecuencia significativamente mayor para el alelo HLLA 31 en los casos
(X2: 25.62, P=0.000001, Pc=0.000004, OR:13.39, IC (95%): 3.63-53.75) (Tabla 5). El analisis de la
homocigosidad para este alelo mostré que este rasgo esta significativamente asociado al riesgo de
desarrollar enfermedad por dengue (X2: 12.98, p=0.0003 , pc=0.0005, OR=3.84 1C 95%:(1.67-9.12)
Existen reportes acerca de la asociacion de este alelo a la enfermedad por otras infecciones virales como el
VIH y CMV (440). También se ha asociado a virus de Epstein Barr, y Hepatitis viral aguda causada por
virus de Hepatitis B y C (441). Esto podra indicar que este alelo condiciona un reconocimiento
antigénico en el contexto de las moléculas HLA clase 1 que conlleva una respuesta citotoxica de linfocitos
CD8 deficiente contra las células infectadas por estos virus, y por ende una mayor propension al
desarrollo de la enfermedad.

Las frecuencias de los alelos HLLA-B coincidieron entre casos y controles con la excepcion de HLA-B*15,

el cual resulto significativamente mayor en los casos con antecedentes de enfermedad por dengue (X2:
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16.28, P=0.00005, Pc=0.0002, OR:4.46, IC (95%): 1.96-10.29) (Tabla 5). El analisis de la expresién
homocigotica para B15 mostré que el riesgo de enfermar por dengue aumenta considerablemente con la
doble expresion de este alelo (X2: 45.49, P=0.0000000, Pc=0.0000000 OR=26.26 IC 95%; (6.25-
156.41). Existen pocos trabajos en la literatura sobre asociacién de este alelo a enfermedades infecciosas
virales. Uno de ellos refiere una frecuencia significativamente elevada entre individuos hindues infectados
por Hepatitis C comparados con controles étnicamente pareados (442). Esto resulta de interés si
consideramos que tanto el dengue como la hepatitis C pertenecen a la misma familia, flaviviridae, por lo
que comparten similitud antigénica. El reconocimiento de epitopes antigénicos similares por la molécula
HILA codificada por genes del grupo alélico B¥15 puede condicionar una respuesta CTL insuficiente que
redunde en una mayor propension a las infecciones por flavivirus. Los alelos B¥62, B*76, and B*77,
relacionados con B*15, se han desctito como asociados a proteccién contra el desarrollo de enfermedad
por dengue en poblacién Tailandesa (286). Estos resultados difieren de los encontrados en poblacion
cubana, en los que este alotipo se asocia a riesgo para desarrollar la enfermedad, sin embargo, la poblacion
cubana difiere grandemente en cuanto a su background genético de la poblacion tailandesa, lo cual podtia
explicar las diferencias. HLA B*15 es la denominacién de un extenso grupo de alelos polimorficos
estrechamente relacionados, que se encuentran en diferentes combinaciones y frecuencias en todas las
poblaciones (443).

Resulta de gran interés que este alotipo se ha reportado asociado a la diabetes insulina dependiente (444,
445), si consideramos que en las epidemias cubanas de dengue hemorragico se ha observado una mayor
predisposicion de los individuos que padecian diabetes a desarrollar las formas severas de la enfermedad
(13,17, 276, 440).

Tanto en el grupo de controles como en el de los individuos con historia de enfermedad por dengue
predominaron los mismos alelos HLLA-C.

El andlisis de las 13 diferentes frecuencias DRB1 entre casos y controles mostré coincidencia en los
alelos excepto para DRB1*07, el cual fue significativamente mas frecuente en el grupo de los controles
(X2=18.25, P= 0,00003). (Tabla 5).

Result6 interesante el hecho que, al clasificar los casos en primarios y secundarios y comparar las
frecuencias de cada grupo con los controles resulté también ser significativamente menos frecuente en el
grupo de casos con infeccion secundaria el alelo DRB1*04 comparado con los controles, asociandose a

proteccion a desarrollar enfermedad por dengue en este grupo. (Tabla 6).
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En este estudio los alotipos HLA clase I DRB1 se mostraron asociados a proteccion contra el desarrollo
de enfermedad sintomatica en individuos inmunes a dengue, mientras que los de clase I se asociaron con
riesgo . Essto es consistente con lo reportado por otros autores en poblacion asiatica que encontraron el
polimorfismo de HLA clase I significantemente asociado con predisposicion a FHD, a diferencia del
HILA-DRBI1 (292).

Son varios los trabajos que consideran a los alelos HLA clase II del locus DRB1*04 como alelos
“Amerindios”;, de grupos étnicos Meso-Amerindios y Amerindios Sur-Americanos (447-452).
Recientemente fueron descritos 6 alelos del locus DRB1 en poblacion cubana (453) que solo habfan sido
desctitos previamente en grupos étnicos Amerindios Sur-Americanos y Meso-Americanos, y que
incluyen a varios alelos del grupo del DRB1*04 (454, 455).

El municipio de Santiago de Cuba es el lugar donde la poblacién aborigen persistié por mas tiempo en
Cuba (4506), y aun en el presente se pueden apreciar rasgos amerindios fenotipicos caracteristicos que los
diferencia de la poblacion del resto del pais. La identificacion de un alelo DRB1 asociado a proteccion
ante la enfermedad por dengue en esta poblacion pudiera ser explicada por la presencia de estos genes
amerindios. Estos resultados concuerdan con la asociacion del alelo DRB1*¥04 como un alelo de
proteccion al desarrollo de FHD en poblacion mexicana (287). Este alelo es también uno de los mas
frecuentes en mestizos mexicanos y poblacion amerindia de Mexico (457).

En este contexto resulta de gran interés la marcada severidad de las epidemias de dengue ocurridas en
Cuba en 1981 y 1997 cuando se comparan con las ocurridas en otros paises de la regién de las Américas,
con la misma secuencialidad y el mismo serotipo, y atn por cepas genéticamente relacionadas (436, 458).
La mayor presencia de genes amerindios en estas poblaciones, que no sufrieron etnocidio aborigen,
probablemente les esté confiriendo proteccion contra el desarrollo de las formas graves de la enfermedad
por dengue.

Las frecuencias de HLLA DQBI1 no se pudieron realizar en los controles, por lo que no fue posible realizar
la comparacion.

La tabla 7 muestra las medidas de impacto potencial, como son el Riesgo atribuible (RA), el Riesgo
atribuible de expuestos porcentual (RAE%0), y el riesgo atribuible poblacional porcentual (RAPY%).

El riesgo atribuible refleja el riesgo de presentar la infeccidn clinica exclusivamente debido a la presencia
del alelo analizado. E1 RAEY% refleja el porciento de los infectados con el alelo, que enfermaron en gran
medida por la presencia del alelo. Por dltimo el RAP% muestra que porciento de todos los casos con la

enfermedad se deben a la presencia del alelo.

79



Raza: Factor de riesgo para el desarrollo de la fiebre hemorrégica por dengue. Implicacién de la respuesta inmune celular

IV.3.2 Comparacion de frecuencias alélicas HIA clase I y II en individuos con diferentes

formas clinicas de infeccion por dengue (FD 6 FHD).

LLas Tablas 8 y 9 muestran las frecuencias de los alelos HLLA clase I de los individuos con antecedentes de
FD y FHD, respectivamente. Al analizar la diferencia de proporciones en las frecuencias génicas de los
alotipos del sistema HLLA clase I en individuos con diferentes formas clinicas de infeccién por dengue, la
frecuencia génica de HILA A*36 result6 significativamente mayor en casos de FHD que FD (X2= 5.18,
P =0.02, Pc=0.03, OR= 0.12, IC 95%=0.01 — 0.22), mientras que una frecuencia incrementada de HLA
A*T74 se encontrd en casos FD comparados a los FHD (X2= 4.25, P =0.03, Pc=NS, OR= 141, IC
95%=2.05 — 2.73) (Tabla 10). Al analizar las diferencias en las frecuencias génicas de los alelos del locus
C, la frecuencia de CW*16 (X2= 5.25, P =0.02, OR= 0.35, IC 95%=0.04 — 0.65) y CW*18 (X2= 3.08, P
=0.04, Pc=NS, OR= 0.36, IC 95%=0.04 — 0.52),result6 significativamente mayor en casos de FHD que
FD (Tabla 10).

No se observaron diferencias significativas entre los individuos con antecedentes de FHD vy los que
tenfan antecedentes de FD durante al epidemia de Santiago de Cuba de 1997 para los alelos HLLA clase I
B, HLA clase I DRB1 y DQBI1. (Tabla 10).

HIA A*36 es considerado un alelo caucasico, predominante en poblacion espafiola (459). La asociacion
de HLLA A*36 con la FHD pudiera estar relacionado con la presencia de estos os genes heredados de
nuestros ancestros europoides. Esto tiene sentido, si consideramos que ni el virus dengue ni su vector han
circulado en Europa, por lo que no ocurrié un mecanismo de seleccion natural a través del tiempo que
permitiera seleccionar a la poblacion mas resistente, hecho que si ocurti6 en otras regiones donde el virus
ha circulado durante siglos como Afica y America (69, 460).

CW*16, por su parte, se ha asociado a alta carga viral por VIH (461). Otros reportes sobre este alelo lo
relacionan con la enfermedad de Behcet’s en poblacion portuguesa (462), y leucemia linfocitica crénica
en poblacion espafiola (463). Resulta de interés que CW*16 sea uno de los alelos mas compartidos entre
Afticanos y Europeos (464). Este alelo podria estar asociado al desarrollo de las formas graves de la
enfermedad por dengue tanto en blancos como en los casos de los individuos cubanos negros que
desarrollan este cuadro. CW*18 se ha reportado asociado a enfermedades autoinmunes como la
esclerodermia (465), y es alelo de alta frecuencia en poblacién mongoloide (466). Resulta de interés que a
pesar de la baja frecuencia de genes mongoloides en el componente genético de nuestra poblacion (453),

en nuestro trabajo estos estan asociados a la infeccién severa por dengue.
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Existen escasos reportes sobtre asociaciones del alelo A*74 con enfermedades en humanos. Se ha
demostrado que confiere proteccion contra el desarrollo de neoplasia cervicales asociadas a la infeccion

por virus de papiloma en poblacién holandesa (467).

IV.3.3 Comparacion de frecuencias alélicas HIA clase I y II en individuos blancos con

diferentes formas clinicas de infeccion por dengue (FD 6 FHD).

La tabla 11 muestra las frecuencias génicas de los alotipos del sistema HLLA clase I (A, B, C), y HLA clase
II (DRBI, y DQBI) en individuos cubanos blancos con histotia de enfermedad por dengue. La tabla 12
muestra estos mismos datos, en individuos negros, y en la tabla 13 podemos obsetvar las frecuencias
genicas de los sujetos considerados como mestizos o mulatos, de acuerdo al color de la piel.
Considerando que los individuos blancos son precisamente el grupo de mayor riesgo para desarrollo de
FHD en poblacién cubana en el presente trabajo se analiz6 que alelos resultaron mas frecuentes en el
grupo de sujetos blancos que desarrollaron enfermedad por dengue, y cuales mostraron mayor frecuencia
en aquellos sujetos blancos que desarrollaron FHD.

Tal como se observa en la Tabla 14, tres de los alelos HLA clase I, A*02 (X2=5.69, P=0.017,
OR=2.17), B¥44 (X2=7.56, P=0.006, OR=4.23) y CW*14 (X2=5.05, P=0.024 OR=7.6) mostraron una
frecuencia estadisticamente mayor en los individuos blancos que desarrollaron enfermedad por dengue
que en aquellos no blancos, comportandose como alelos de riesgos. Dos alelos HILA clase I, B*53
(X2=7.03, P=0.08, OR=0.19), B*44 (X2=4.40, P=0.036, OR=0.14) se observaron en mayor frecuencia
en los individuos no blancos con antecedentes de cuadro clinico por dengue, asociandose a proteccion
para el desarrollo de la enfermedad.

El analisis respecto al desatrollo de la FHD mostré un solo alelo asociado a tiesgo para el desarrollo del
cuadro grave, HLA clase I A*02 (X2=06.03, 7.56, P=0.014, Pc=0.0266* OR=3.72) mayor en los
individuos blancos que desarrollaron enfermedad por dengue que en aquellos no blancos. Un solo alelo
HILA clase II, DQB1*06 (X2=10.60, P=0.0041, Pc=0.0011, OR=0.11), se observ en mayor frecuencia
en los individuos no blancos que suftieron fiebre hemorragica por dengue, asociandose a proteccion para
el desarrollo de la enfermedad (Tabla 15).

B*53 se ha asociado a progresion lenta a SIDA en individuos portadores de VIH, argumentandose que
pudiera estar implicado en una respuesta CTL efectiva contra la replicacion del virus (468). Bansal y
colaboradores confirman su papel en como mediador de respuesta CTL potente a VIH, lo cual se asocia

a disminucion de la carga viral (469). B*¥53 también se asocia a proteccion contra la infeccion por VIH en
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parejas discordantes (470). Muy interesante resulta el hecho que este alelo es considerado un alelo
negroide, caracteristico de poblaciones Africanas (453). El hecho que esté asociado a proteccion al
desarrollo de la enfermedad por dengue en poblacién blanca cubana podria sugerir que los genes
heredados de nuestros ancestros negroides confieran proteccion ante el desarrollo de las formas graves de
la enfermedad. Tos niveles elevados de transmision de virus dengue en Africa por siglos (460, 471)
probablemente condicionaron la exposicion al mismo de multiples generaciones de africanos,
seleccionandose por seleccion natural los mas resistentes, entre los cuales se encontraban los esclavos
africanos traidos a nuestro pafs, y que constituyen nuestros ancestros. B*08 es también un alotipo
asociado a respuesta CTL a infecciones virales. Se ha reportado su correlacion con una respuesta CTL
efectiva a virus sincitial respiratorio en poblacion sudafricana (472), a virus influenza en poblacién
nordica (473), a VIH en poblacién norteamericana (474) y a hepatitis C en poblacion germana, donde se
asocia a una clarificacién espontanea del virus (475).

El alelo B*44 se ha identificado como la diana fundamental de células aloreactivas en transplante de
medula 6sea no compatible (476), y se ha asociado también con enfermedades inflamatotias del intestino
y de las articulaciones de naturaleza autoinmune (477). Existen también reportes que lo vinculan con
enfermedades de naturaleza viral, como la neoplasia cervical por infeccion con HPV 16, reportandose
que la presencia de este alelo condiciona un riesgo 5 veces mayor de desarrollar esta patologia (478). Se ha
referido también su asociacién con infeccion crénica por el virus de la hepatitis B, y con la no respuesta a
la vacunacién con hepatitis B (479). Un reporte interesante es el de Fanning y Cols., quienes relacionan al
B*44 con la persistencia de hepatitis C en poblacion blanca iflandesa (480).

Se han descrito asociaciones de CW*14 con el desarrollo de pénfigo paraneoplasico en poblacion China
(481). También se ha asociado a la infeccién por VIH en poblacion China, siendo aun mas fuerte la
asociacion entre los haplotipos CW*14-B*51 y CW*14-A*31 (482). Esto resulta de gran interés, ya que
A*31 result6 asociado significativamente a la mayor vulnerabilidad a enfermar por dengue en poblacion
cubana, y es posible que la co-expresion de ambos alelos pueda potenciar la predisposicion a la
enfermedad por dengue.

De interés resulta también el hecho que CW*14 es un alelo altamente expresado en poblacion China
(481), y en poblacién Hindd (466). Los alelos HLA de origen mongoloide se expresan con baja frecuencia
en la poblacion cubana (453), y resulta de interés el hecho de que resulte asociado a las formas graves de la
enfermedad. De hecho existen reportes sobre la alta morbilidad y mortalidad a la infeccién por dengue en

paises asiaticos (283), los cuales contrastan con la baja incidencia en poblacion negra. Ia ausencia de
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FHD a pesar de la transmision  hiperendémica de dengue en Haitf contrasta con la alta incidencia de este
cuadro en paises del Sudeste Asiatico. Los niveles promedio anuales de infeccion por dengue en Puerto
Principe, Haitl han sido estimados ser un 30% mayores que los reportados en Yangoon, Myanmar,
donde los casos de FHD y de muertes por esta causa son elevados. Con los factores virales claramente
presentes debfan esperarse cientos de casos de FHD/SSD en Haitl, sin embatgo, ningiin brote de
FHD/SSD ni ningtin caso esporadico de dengue ha sido reportado (283).

Resulta de interés que el alelo A*02 result6 también ser el tnico asociado a tiesgo para desarrollar FHD
en poblacion blanca. (Tabla 15). A*02 es un alelo diverso y comun en la mayorfa de las poblaciones. (483,
484) (485). Sus formas polimorficas estan asociadas a diferentes patrones de respuesta T CD8+, lo cual
modifica la respuesta inmune ante diferentes enfermedades virales y tumorales (486). A*02 se ha asociado
al desarrollo de Linfoma Hodking en individuos con infeccién por Ebstein Barr virus (487), y al
desarrollo de mielopatias asociadas a HTLV-1 (488). También se ha reportado asociacion de este alelo a
artritis juvenil idiomatica (489). y a artritis reumatoide severa (490).

La modulacién de la respuesta inmune por la expresion de las diferentes formas polimorficas de HLA
A*02 parece estar dada por unién diferenciada a diferentes residuos aminoacidicos en la posicion 99,
localizada centralmente en el piso del bolsillo de la molécula HILA, y que resulta critica para la formacion
de los dominios A,B,D y E de unién al péptido (491).

Una de sus formas polimétrficas, A0207, donde se sustituye un residuo de tirosina por uno de cisteina  en
la posicion 99, condiciona que se afecte la uniéon y presentacion de péptidos detivados de 3 distintos virus,
HTLV-1, CMV e Influenza M1 (492).

La asociacion del alelo HILA clase I A*02 con la FHD tras una infeccion secundaria por dengue 2 fue
reportada por Stephen y Cols. en poblacion Tailandesa (286). Esto apoya los resultados del presente
estudio, donde también exploramos la predisposicion a desarrollar FHD tras una infeccién secundaria
por dengue 2. Ademas, el hecho de que A*02 es un alelo ampliamente representado en todas las
poblaciones en general, considerado por tanto un alelo ancestral ofiginario nos permite comparar y
validar los resultados obtenidos entre ambas poblaciones, a pesar de las marcadas diferencias en
background genético.

HLA DQB1*06 result6 el tnico alelo asociado a proteccién a desarrollar FHD en blancos.

Esta molécula HLLA también posee un residuo critico en la unién al péptido en la posicion 57 de la
cadena HLLA DQ) beta. Las diferencias en la unién del péptido estan influenciadas directamente por la

existencia de una variante alélica dada. Si la variante alélica condiciona que en esa posicién existan
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aminodcidos basicos esta unira preferentemente aminoacidos cargados negativamente. La union de
aminoacidos aromaticos o aminoacidos con carga negativa dependera del tipo de forma polimorfica y
modificara la respuesta inmune. En relacion a la infeccion por VIH, la presencia de un acido aspartico en
la posicion HLA DQ beta 57 de este alelo se asocia a no progresores a SIDA de mas de 14 afios en
individuos seropositivos a VIH (493, 494).

El alelo DQB1*06 es un alelo predominante en poblacion africana. El alto grado de mezcla racial y
mestizaje de nuestra poblacién hace que pueda estar presente en individuos fenotipicamente blancos, y
probablemente esté entre los genes protectores que eviten el desarrollo de FHD en individuos blancos
expuestos a una infeccién secundaria heterotipica.

Los resultados de los estudios de la respuesta inmune celular a dengue en los diferentes grupos étnicos
cubano mostraron diferencias significativas entre individuos blancos y negros, lo cual sugerfa que los
genes que codifican para las moléculas efectoras del sistema inmune involucradas en este fenémeno,
altamente polimérficos, pudieran estarse expresando de forma diferenciada en los diferentes grupos
étnicos cubanos, modificando los eventos de la respuesta inmune efectora a virus dengue.

Los factores genéticos no han sido lo suficientemente estudiados en la infeccion por dengue. Sin embargo
su papel en el desarrollo de las FHD puede ser inferida a partir de la pequenia proporcion de personas
inmunes a dengue que desarrollan FHD ante una infeccién secundaria heterotipica (214, 511), asi como
las diferencias étnicas en la vulnerabilidad a la FHD (17, 89, 282, 283). Los estudios publicados hasta el
momento han sugerido asociaciones de variantes polimorficas de los genes del receptor FC v, del
receptor de la vitamina A, de la lectina de unién a manosa y del TNF alfa y de HLA clase I y II, (284-
288, 292).

El alto grado de polimorfismo observado en los genes del complejo principal de histocompatibilidad (del
Inglés MHC, Major Histocompatibility Complex, también conocido como HLLA, Human Leucocyte
Antigens), al compararse con otras regiones del genoma humano es evidencia de la marcada presion
selectiva que un agente infeccioso puede ser. La region MHC codifica varias proteinas involucradas en la
respuesta inmune, incluyendo el complemento y el TNFo. El complejo MHC propiamente determina el
reconocimiento por los linfocitos T, evento que tiene un papel central en la generacion y regulacion de la
respuesta inmune, y determina la individualidad de la misma (495). La variacion del sistema MHC se ha
asociado a diversas enfermedades virales, incluyendo la progresion lenta a paciente con sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), en el caso del virus de inmunodeficiencia humana (VIH) y la

resistencia a ser portador de hepatitis B (496, 497).
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En contraste con otros paises, caracterizados por la co-circulacion de varios serotipos, Cuba representa
un escenatio excepcional para realizar estudios genéticos de resistencia/tiesgo a FHD, al contar con
marcadores serologicos y clinicos bien conocidos, en una poblacién con una histotia tnica de epidemias
por dengue (498, 499)

De manera particular cada brote de dengue en Cuba ha permitido la identificacién de los determinantes
asociados con una infeccién particular de dengue, dado que la poblacién ha estado expuesta a idénticas
exposiciones previas a virus dengue en cada brote (2).

Ademias, en Cuba existe poblacion negra y blanca, y diferentes grados de mezcla racial, lo cual facilita la
identificacion de genes potenciales de resistencia y tiesgo (334).

Por todo lo anterior se estudi6 el polimorfismo de genes HLLA A, B clase I y HLA DRBI clase II, en
individuos cubanos con antecedentes de de FD o FHD en el curso de infecciones primarias y secundatias
por dengue 2, en el curso del el brote ocurrido en 1977 en Santiago de Cuba, pertenecientes a diferentes
grupos étnicos cubanos.

La epidemia ocurrida en Santiago de Cuba en 1997 fue excepcionalmente bien estudiada y caractetizada.
L experiencia acumulada de doctores y cientificos cubanos y el conocimiento internacional sobre dengue
acumulado en las décadas precedentes permitieron un estudio mucho mas profundo y comprensivo de
esta epidemia, con una clasificacion y manejo mucho mas certero que en las epidemias cubanas de
dengue precedentes (265, 298, 500, 501).

Los datos aqui presentados, corroborando estudios anteriores, muestran que ciertas moléculas HLA estan
asociadas con riesgo de desarrollar enfermedad durante la infeccién por dengue en poblacién cubana.
También muestran que hay alelos descritos en la literatura como frecuentes en poblacion caucasoides,
negroides o amerindias asociados con el cuadro clinico de FD o de FHD en poblacion cubana.

El analisis de las distancias genéticas entre la poblacion cubana y otras poblaciones del mundo, desde el
punto de andlisis de los genes HLLA, ha revelado que estamos mucho mas cercanos genéticamente a
poblaciones europeas y mediterraneas, como la Espafiola, la Vasca y la Francesa (453), mas distantes de
los Africanos y ain mucho mas de los Amerindios.

Resulta interesante que sean precisamente los genes heredados de estos ancestros parecen estar asociados
a proteccién contra el desarrollo de la FHD. Las pésimas condiciones de vida a las que fueron expuestos
los esclavos africanos probablemente influyeron en su menor aporte a nuestra dotacion genética actual. El
caracter multigénico de las caracteristicas fenotipicas como el color de la piel (453, 502) puede explicar las

diferencias entre el fenotipo de nuestra poblacion mestiza y negra, y el europeo.

85



Raza: Factor de riesgo para el desarrollo de la fiebre hemorrégica por dengue. Implicacién de la respuesta inmune celular

A pesar de estar bien fundamentado en la literatura que la frecuencia determinados alelos HLA
caractetizan a  determinadas poblaciones (503), se requieren estudios de genes marcadores de
ancestralidad , con la inclusién de un mayor nimero de individuos para corroborar los resultados aqui
mostrados.

La asociacion de genes polimoérficos con la enfermedad por dengue debe estimular nuevas
investigaciones sobre el desarrollo de nuevas drogas y vacunas y enfatiza la necesidad de seguir
explorando las determinantes genéticas de la patogénesis de las enfermedades  infecciosas.

IV 4. Clasificacion antropométrica de Individuos con antecedentes de FD y FHD/SCD

Las obsetvaciones epidemioldgicas sobte la asociacion de raza y la mayor o menor tiesgo a FHD/SCD
han sido hechas por el color de la piel. Para confirmar esta asociacion, evadiendo la subjetividad de la
clasificacién racial de acuerdo al color de la piel, en este trabajo realizamos la clasificacion antropométrica
aindividuos con antecedentes de diferentes formas clinicas de la enfermedad por dengue. Los resultados
reflejan el alto grado de mezcla racial y mestizaje de la poblacion cubana (Tabla 16).

Solo 21 de los 70 individuos inicialmente clasificados como “blancos” de acuerdo a su color de piel
fueron re-clasificados como Blancos/Europoides.  Ninguno de los 32 individuos previamente
clasificados como “negros” resultaron treclasificados como Negros/Negroides. En consecuencia, la cifra
de 18 individuos inicialmente clasificados como Mulatos 0 Mestizos individuos ascendié a 99, los cuales
se sub-clasificaron de acuerdo al predominio de caracteristicas raciales particulares. En 64 de los
individuos mestizos sub-clasificados no se observé predominio de rasgos caractetisticos de un grupo
étnico determinado. En 21 individuos prevalecieron rasgos europoides, por lo que se subclasificaron
como mestizos europoides, y 13 individuos mostraron predominio de caracteristicas negroides,
resultando clasificados como mestizos negroides.

Los resultados aqui presentados estan en concordancia con los mostrado por del Censo poblacional
realizado en Cuba en el 2001 (Figura 17), el mas cercano al momento de la epidemia de dengue 2 en
1997.

Los datos reunidos por este Censo sobre color de la piel muestran que, en la provincia de Santiago de
Cuba, el porciento de individuos por color de la piel muestra un comportamiento diferente a la mayoria
de las provincias restantes. En ellas se observa una mayoria de individuos de color de piel blanco, con
respecto a los negros y mulatos. En Santiago de Cuba, por el contrario, hay un predominio de mestizos o

mulatos, comparado con los blancos y los negros.
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Los resultados de este Censo, de los cuales es reflejo el estudio antropométrico realizado, revelan que
Santiago de Cuba retine, desde el punto de vista étnico/poblacional, caracteristicas excepcionales. En el
estan presentes los rasgos fenotipicos y genotipicos amerindios en mayor medida que en el resto de la isla.
Existen archivos parroquiales en que aparecen registrados indios hasta muy entrado el siglo XIX
(perfodo en que la mayorfa de los historiadores los dan por extinguidos), en los municipios de Jiguani,
Bayamo, Baracoa y Holguin, pero sobre todo en El Caney, donde la poblacion aborigen remanente fue
concentrada a finales del siglo XIX en de Santiago de Cuba, donde se mezclé con poblacién negra y
espafola inmigrante, ademas con la poblacion criolla incipiente, producto de mezclas anteriores (321-
323).

El analisis de la correlacion del cuadro clinico presentado por los individuos con la clasificacion de
acuerdo al color de la piel mostré que del total de los 47 individuos que desarrollaron FHD el 72 % son
blancos, el 11% mulatos o mestizos y solo el 17 %o negros, observandose una mayor incidencia del cuadro
severo por dengue en los individuos blancos respecto a los individuos negros y mulatos. (Tabla 16). Al
comparar estos datos con la composicion racial de la poblaciéon de Santiago de Cuba en 1997
(28.70 % blancos, 54.20 % mulatos y 17.10 % negros) observamos que la incidencia de FHD
fueron significativamente mayor en blancos que en mestizos (X2: 13.45, p=0.0002
pc=0.0004, OR: 3.159, IC (95%): 1.69-5.87) y significativamente mayor en blancos que en
negros (X2: 6.17, p=0.013, pc=0.023, OR : 2.98, IC (95%): 1.23-7.2). También resultan
significativamente mayor el porcentaje de sujetos blancos entre los casos de FHD, al
compararse con los negros y mestizos juntos (no blancos) (X2:14.91, p=0.0001, pc=0.0002,
OR: 3.11, IC (95%): 1.73-5.59).

El analisis con respecto a los resultados de la clasificacion antropométrica arrojé que, nuevamente, la
prevalencia de las caracteristicas antropométricas negroides se asoci6 a una menor incidencia de FHD
(2%), mientras que los individuos con un predominio de rasgos Caucasoides mostraron una mayor
incidencia de FHD (30%). (Tabla16). En este caso, sin embargo, no es posible comparar los porcentajes
de cada grupo y subgrupo clasificados antropométricamente de casos con FHD contra las proporciones
de estos grupos en la poblacion, puesto que la poblacién de Santiago de Cuba no esta clasificada
antropométricamente, y, por la complejidad de este proceder, no se realizo la clasificacion antropométrica
de un grupo control geograficamente pareado. Sin embargo, de acuerdo alos datos obtenidos, los sujetos
clasificados como europoides tienen una probabilidad 15 veces mayor que los individuos clasificados

como mestizos negroides (p<<0,01) de padecer la forma severa de la enfermedad y los clasificados como
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mestizos europoides una probabilidad 11,5 veces mayor con respecto a la mestiza europide (p<<0,01) de
sufrir FHD.

IV.5. Discusion integrada

En el presente trabajo abordamos el estudio de la raza como factor de tiesgo para la enfermedad por
dengue, asumiendo como raza al color de la piel. Algunos autores plantean que el concepto de raza
carece de significado biol6gico en la especie humana (504), y existen elementos de la antropologfa étnica
que sirven de fundamento para estos planteamientos. Uno de ellos afirma que la especie humana tiene
un centro de origen geografico tnico que abarca ciertas zonas de Asia Continental, del sur de Europa, y el
Norte de Africa (unidad de otigen), a partir de las cuales se extendié por toda Furopa, Aftica, Asia, y de
ultima, a América. Este concepto, sin embargo admite que las diferentes condiciones naturales que
caracterizan a estas regiones del planeta determinaron la subdivision en las 3 grupos fundamentales:
europoide, negroide-australoide y mongoloide.

Otra afirmacion en este sentido plantea que las diferencias fisicas tienen un caracter relativo, y son mas
marcadas entre individuos extremos de una misma raza que entre razas diferentes. Existen también zonas
de transicion y de mezcla racial donde las caracterfsticas étnicas diferenciales se encuentran
entremezcladas, unidas en proporcion diferentes, por ejemplo el pueblo de Etiopia muestra rasgos de la
raza europoide y de la negroide-australoide, y esto es, como otros ejemplos que pudieran sefialarse,
prueba de que, aun en sus sitios originarios, los limites entre las diferentes razas no estan bien definidos ni
son muy nitidos, sino mas bien representan un entrecruzamiento (ovetlapping) de las caracteristicas
consideradas como promedio para las diferentes razas (505).

Es cierto que la discriminacion racial trata de encontrar sustentacion en supuestas diferencias biologicas,
genéticas, psiquicas y sociales entre las diferentes razas humanas, por lo que reviste primordial importancia
que los estudios sobre las razas, en los diferentes dominios de la ciencia, se fundamenten,
independientemente de sus objetivos particulares, en la unidad de la especie humana.

Sin embargo, dentro de la especie humana se distinguen subdivisiones como resultado de la combinacion
de rasgos fisicos que resultan de la interrelacion de las fuerzas que intervienen en la evolucion, la seleccion
natural, la deriva genética y el intercambio de genes (506-508), que para nada implican superiotidad o
inferioridad de un grupo con respecto a otro dentro de la especie. Es a este supuesto que nos acogemos
en este trabajo, tomandonos la licencia de considerar “raza o grupo étnico” como el color de la piel, pero

asumiendo que esta division se realiza basandose en caracteristicas fisicas accesotias que no afectan la
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esencia bioldgica, psiquica, ni el rasgo esencial que distingue al ser humano del resto del reino animal
como “‘complejo de relaciones sociales”.

En los resultados del presente trabajo el andlisis de la respuesta de memoria de acuerdo al grupo étnico de
los individuos mostré diferencias en la proliferacién de los linfocitos T de memoria CD4+ especificos a
virus dengue y en la produccion de I1-2 entre individuos inmunes a dengue pertenecientes a diferentes
grupos étnicos cubanos. Los individuos de raza blanca mostraron una respuesta inmune celular mucho
mas intensa, con una mayor crosreactividad a los antigenos heterélogos de dengue comparados con los
de raza negra. Este resultado reviste extremo interés, por cuanto correlaciona la respuesta inmune celular
de memoria con la infeccion secundaria heterotipica como factor de riesgo para el desarrollo de la fiebre
hemotragica por dengue, y la mayor propension de los individuos de raza blanca a desarrollar este cuadro
grave. Para corroborar este resultado se decidié profundizar en el estudio de la respuesta inmune celular,
evaluando un grupo importante de marcadores que revisten importancia en la patogénesis de la
enfermedad, abarcando un notable grupo de mediadores de respuesta inmune celular, que incluye
factores de la transcripcién, marcadores de activacion y citoquinas y quimoquinas con diferentes
funciones efectoras. Para esto analizamos la expresion de los genes de estos mediadores en el curso de las
24 horas de infeccién secundaria heterotipica “ex vivo” con virus dengue 1-3, de células mononucleares
periféricas de individuos con diferentes antecedentes de exposicion a infeccion por dengue pertenecientes
a diferentes grupos étnicos cubanos.

Los resultados del estudio de los patrones de respuesta inmune celular a dengue en los diferentes grupos
étnicos cubano mostraron diferencias significativas entre individuos blancos y negros, lo cual sugeria que
los genes que codifican para las moléculas efectoras del sistema inmune involucradas en este fenémeno,
altamente polimérficos, pudieran estarse expresando de forma diferenciada en los diferentes grupos
étnicos cubanos, modificando los eventos de la respuesta inmune efectora a virus dengue. En contraste
con otros paises, caracterizados por la co-circulacion de varios serotipos, Cuba representa un escenario
excepcional para realizar estudios genéticos de resistencia/tiesco a FHD, al contar con marcadores
serolégicos v clinicos bien conocidos, en una poblacion con una historia tnica de epidemias por dengue
(506, 507)

De manera particular cada brote de dengue en Cuba ha permitido la identificacién de los determinantes
asociados con una infeccién particular de dengue, dado que la poblacion ha estado expuesta a idénticas

exposiciones previas a virus dengue en cada brote (2). Ademas, en Cuba existe poblacién negra y blanca, y
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diferentes grados de mezcla racial, lo cual facilita la identificacion de genes potenciales de resistencia y
vulnerabilidad o riesgo (341).

Por todo lo anterior se estudié el polimorfismo de genes HLA A, B clase I y HLA DRBI clase I, en
individuos cubanos con antecedentes de de FD o FHD en el curso de infecciones primarias y secundatias
por dengue 2, en el curso del el brote ocurrido en 1977 en Santiago de Cuba, pertenecientes a diferentes
grupos étnicos cubanos. En el presente estudio se observo que alelos HLA clase I se asocian al riesgo a
enfermar por dengue y al desarrollo del cuadro grave, FHD, observacion que se mantiene cuando el
estudio se circunscribe a los sujetos de color de piel blanco.

Han sido varias las investigaciones que tratan de explicar la fisiopatologfa de la FHD, sin embargo, aun se
desconoce con claridad por qué algunos individuos en circunstancias similares de infeccién padecen las
formas asintomaticas o leves, mientras otros llegan a desarrollar las formas severas de la enfermedad y
pueden morir.

De gran importancia en este contexto resulta la hipdtesis integral presentada por Kouri y cols, la cual
plantea que la presencia o ausencia de factores individuales en el contexto de los factores epidemiologicos
y virales hacen posible o no la evolucién a un cuadro clinico de FHD/SCD.

Existen varios factotes de tiesgo individuales cuya asociacién a la FHD/SSD ha sido reportada a partir
del analisis de las epidemias cubanas de dengue. Entre ellos se encuentran las enfermedades cronicas
como anemia de células falciformes, asma y diabetes, las cuales se han presentado en las epidemias
cubanas en una alta frecuencia de casos FHD/SSD. Sin embargo, uno de los factores que resalta de
forma particular es la raza, ya que durante las epidemias de dengue hemorragico ocurridas en Cuba se ha
observado que una proporcion significativamente mayor de personas blancas que negras desarrollan las
formas severas y fatales de la enfermedad por dengue.

Cuba posee, por otra parte, una etno-génesis Unica, diferente al resto de los paises de América. La
poblacién cubana se originé de dos grupos raciales bien definidos, los colonizadores Europeos, que
comenzaron a arribar a Cuba en 1492, y los esclavos Africanos, cuyos comienzos de artibo a la isla datan
del siglo XVI (509, 510) . Los primeros habitantes de Cuba, los aborigenes Arawak, son oriundos de la
cuenca del Orinoco, y alcanzaron la isla alrededor del siglo V' (D.C.), estableciéndose en el archipiélago
por todo un milenio. La poblacion Arawak, sin embargo, fue casi totalmente exterminada durante la
conquista espafiola, con un estimado de disminucién del nimero de habitantes de 112,000 en 1510, a
3,900 en 1555. Como consecuencia, el componente racial mongoloide, representado por la poblacion

amerindia no tuvo un aporte demografico significativo en la formacién de la poblacion cubana actual
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(511, 512). Nuestros ancestros negroides descienden de mas de 800, 000 esclavos traidos desde Aftica,
principalmente Aftica Subsahariana, introducidos en el pafs en los siglos XVIIT y XIX (D.C.) (513).

Los ancestros Europoides de la poblacion cubana provienen de la peninsula Ibérica, incluyendo Portugal
y las islas Canarias, cuyos otigenes son, a su vez, una mezcla de espafioles y poblacion rural Guanche, con
un fuente componente arabe (514). En 1870 ocurri6 una inmigracion masiva desde Espafa, conocida
como la “ la ola peninsular blanca”, la cual reforzé los rasgos genéticos europoides en la poblacion
cubana.

El etnocidio aborigen de que fue objeto origin que el background genético de la poblacién cubana actual
este conformado por la mezcla de la oleada migratoria Europoide, compuesta por los colonizadores
espafioles, y la negroide, dada por los individuos oriundos de Affica sub-sahariana que fueron traidos
como esclavos; y posee, ademas, un nivel elevado de mezcla racial y mestizaje (513). El alto grado de
mestizaje de la poblacién cubana comienza desde el momento mismo de la conquista, en 1492, con la
mezcla entre colonizadores espafoles y aborigenes. Posteriormente, tras el arribo de los esclavos africanos
ocurti6 la mezcla de los aborigenes que quedaban, los espafioles, y sus descendientes indo-europoides,
fruto de su mezcla previa con la poblacion aborigen cubana; con los negros (513).

Sin embatgo, a pesar del elevado grado de mestizaje de nuestra poblacion en las epidemias de dengue
hemorragico ocurridas en Cuba se ha observado que una proporcion significativamente mayor de
personas de blancas que negras desarrollan las formas severas y fatales de la enfermedad por dengue.

Los organismos vivientes estan continuamente interactuando con el medio ambiente y respondiendo a
sus cambios. Por ello son capaces de alterar sus patrones y frecuencias relativas de expresion de genes por
medios de mutaciones en respuestas a las diferentes sefiales evolutivas como pueden ser migraciones,
epidemias, cambios climaticos, ecologicos y planetarios. Esto implica la seleccion de aquellos
descendientes que expresan cambios genotipicos y fenotipicos que permiten la adaptacion a los cambios
que condiciona la supervivencia en las nuevas condiciones (515).

Darwin llamé Seleccion Natural al fenémeno mediante el que se produce la conservacion de las
caracterfsticas que favorecen la supervivencia de una especie y la destruccién de las que son perjudiciales.
Y esto es un hecho. En todo ecosistema se establecen luchas por la supervivencia, de manera que al final
siempre consiguen reproducirse los individuos que poseen algun elemento que los favorece y que, en
definitiva, son naturalmente seleccionados. Algunos de estos elementos diferenciales entre individuos se

producen de manera aleatoria entre los descendientes de un organismo y llegan a ser heredables. Este es el
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caso de las mutaciones, que constituyen asi una importante fuente de variabilidad y que, a la larga,
contribuyen a que ocurran cambios evolutivos en las especies (516, 517).
Un cambio evolutivo es un proceso temporal detivado del éxito reproductivo diferencial de los
individuos y su fenotipo heredado, que altera el genotipo correspondiente entre las distintas generaciones
(518). La evolucién es por tanto algo inevitable en poblaciones de entidades que exhiben variaciones
heredables en el fenotipo que afectan la reproduccion (518).
El fenotipo es la expresion de muchos genes diferentes y es el producto de las interacciones del genotipo
con el ambiente. Por fenotipo no solo debemos entender la apariencia externa de un individuo, también
su metabolismo, su respuesta inmunoldgica, ect. Por ejemplo la capacidad de que una enzima actde a una
determinada temperatura o que se responda individualmente al enfrentamiento a determinado
microorganismo son caracteristicas fenotfpicas sobre las que actia la seleccion natural.
Por todo lo anterior los grupos humanos que difieren entre si por sus rasgos fisicos muestran también
diferencias en términos de sus frecuencias génicas.
El estudio de los factores del huésped y la contribucion de su individualidad genética a la evolucion de los
agentes infecciosos constituyen aspectos fundamentales en el entendimiento de la patogénesis de las
enfermedades infecciosas. Los estudios de gemelos idénticos adoptados, y los estudios caso-control han
indicado una base genética para las diferencias individuales en las manifestaciones clinicas ante una
enfermedad infecciosa. El rango de fenotipos clinicos asociados a enfermedades infecciosas, y estudios de
gemelos han contribuido a la visién de que las enfermedades infecciosas pueden actuar como una fuerte
influencia selectiva moldeando la evolucion humana y la estructura genética de la poblacion (268, 269).
De hecho, un acercamiento al examen de los posibles efectos de los agentes infecciosos sobre los genes
del hospedero es buscar las diferencias en la prevalencia o severidad de la enfermedad en diferentes
grupos poblacionales (inter-étnicas) que han sido expuestos al mismo agente infeccioso en diferentes
momentos de su evolucion (519), como es el caso de las poblaciones Africanas y Europeas, desarrolladas
en ambientes geograficos y climatolégicos totalmente distintos, expuestas por ende a un diferente entorno
biol6gico y microbiolégico, que condiciona diferentes fuerzas de seleccion natural.

El dengue es un ejemplo de este tipo de enfermedad, al cual se le atribuye un origen afticano, basado en
observaciones claves en este sentido como la identificacién de ciclos de transmision selvatica en Asia y
Aftica occidental que involucran monos y la ubicacién de cepas selvaticas especificamente de dengue 2y
dengue 4, en la base de arboles construidos con aislamientos provenientes de humanos (71). Hacia el

origen africano del dengue también apunta el hecho de que muchos de los flavivirus transmitidos por
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mosquitos, que revelan la mayor divergendia, circulan exclusivamente en Afiica y con frecuencia infectan
primates, lo que sugiere que este grupo  tuvo su origen en Affica. (520) Unido a esto, también se plantea
que el Aedes acgypti tuvo su origen en Afiica. (521). De gran interés resulta también la estimacion del
paso de transferencia zoonética del dengue de los primates al hombre, puesto que el desarrollo de
resistencia ante un agente infeccioso requiere de miles de afios. Twiddy y cols. estiman la edad del
Ancestro Reciente Mas Comun (del inglés MRCA, Most Common Recent Ancestor) en dengue en 1115
afios. En genética el MRCA de cualquier grupo de organismos se define como el individuo mas reciente
del cual todos los organismos de ese grupo descienden. Existe evidencia epidemiolégica que sustenta esta
estimacion, y es la descripcion de una enfermedad clinica y epidemiologicamente compatible con dengue
en una antigua enciclopedia publicada por primera vez en los afios 265-420 D.C,, editada en el 610 D.C.
y finalmente en el 992 D.C., durante la dinastia Northern Sung. Esto no permite fijar la fecha exacta de la
desctipcion, pero la sittia no después del 992 (39).

Las diferencias observadas en la severidad de la enfermedad por dengue entre los diferentes grupos
raciales es un ejemplo de la continua interaccién de los organismos vivientes con su entorno, alterando
sus patrones de expresion de genes en respuesta a las sefiales del entorno, estando las enfermedades
infecciosas entre las mas importantes.

Esta puede ser una de las explicaciones de las diferencias observadas para las diferencias en la severidad de
la enfermedad por dengue entre individuos pertenecientes a diferentes grupos étnicos, donde los genes
reguladores de la severidad de la enfermedad por dengue pudieran estar desigualmente distribuidos entre
estos grupos.

Un gen debe ser propuesto como candidato responsable de las diferencias inter-étnicas en la prevalencia
o severidad de una enfermedad entre los diferentes grupos poblacionales, solo si existe informacion
biologica que sugiera que el producto que codifica puede influir en la patogénesis de esa enfermedad
(270). Este es precisamente el caso los genes de respuesta inmune en la FHD, donde se ha demostrado el
papel central de los mecanismos inmunoldgicos en la patogénesis de la FHD, particularmente en la
activacion de los linfocitos T'y la produccion de citoquinas (32, 176, 177). Todo lo anterior avala que los
genes de la respuesta inmune sean considerados entre aquellos que regulan que la severidad de la
enfermedad por dengue y que pueden estar desigualmente distribuidos en individuos cubanos blancos y
negros, ain mas cuando el reconocimiento de antigenos por los linfocitos T es central en la generaciéon y

regulacion de la respuesta inmune y determinan la individualidad de esta respuesta.
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Durante una infeccion secundaria tanto la respuesta celular como la humoral especifica a dengue pueden
conferir proteccion o estar involucradas en el evento patogénico. En individuos genéticamente
resistentes, pudiera inducirse una respuesta inmune intensa pero regulada, que ayude a clarificar la
infeccion antes que los sintomas clinicos aparezcan. La presencia de genes asociados a fiesgo pudiera
inducir, por su parte, una respuesta inmune excesivamente vigorosa, que, sin una regulacion adecuada, sea
responsable de los cuadros clinicos severos por dengue.

La infeccién por dengue es todavia responsable de un alto grado de morbilidad y mortalidad, a pesar de
las investigaciones sobre nuevas tecnologfas para el control del mosquito, estrategias de prevencion,
desatrollo de vacunas y tacticas de control de emergencias. Una mejor comprension de los mecanismos
de la enfermedad que resultan de la compleja interaccion entre el hospedero humano y el virus, ambos
poseedores de una alta variabilidad genética, ofrecera nuevas oportunidades para las intervenciones

terapéuticas y preventivas.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES

1- Los individuos blancos presentan una respuesta celular mas intensa y de mas reactividad cruzada entre

serptipos de virus dengue que los negros.

2- Existe mayor expresion de mediadores inmunes pro-inflamatorios tras la infeccion secundaria
heteréloga en los individuos blancos, en contraste con la mayor producciéon de mediadores reguladores y

citotoxicos en los individuos negros.

3- El alelo HLLA Clase I A*02 esta asociado a la propension a fiebre hemorragica por dengue, mientras

que el alelo HLA clase II DQB1*06 esta asociado a la proteccion, en individuos cubanos blancos.

4-Los alelos HLA clase I A*31, B*15, A*36, CW*16 y CW*18 estan asociados a la predisposicion a la
enfermedad por dengue, mientras que los alelos HLA clase II DRB1*+04, DRB1*07 resultaron asociados

a proteccion ante la enfermedad por dengue en poblacion Cubana.
5- Los individuos Europoides y Mestizo-Europoide desarrollan mas fiebre hemorragica por dengue, lo

cual apoya la observacion empirico-epidemiolégica de una mayor susceptibilidad de individuos blancos a

desarrollar FHD/SCD.
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CAPITULO VI. RECOMENDACIONES

1- Investigar la expresion de genes y la produccion de mediadores inmunes importantes en la patogénesis

durante la infeccion aguda por dengue, en pacientes FD y FHD de diferentes grupos étnicos.

2- Corroborar genéticamente, a través del estudio de los Marcadores Genéticos de Ancestralidad, la

asociacion de la raza Europoide con el dengue severo.

3- Confirmar la asociacion de los alelos HLLA clase I y Clase II estudiados con la vulnerabilidad a la
enfermedad por dengue en individuos de diferentes grupos étnicos mediante estudios de alta resolucion

y estudios de haplotipos y genotipos.

4- Evaluar la asociacién de las variantes polimorficas de los mediadores de respuesta inmune celular

predominantes en uno u otro grupo étnico con el riesgo 6 la proteccion a desarrollar las formas graves de

la enfermedad.
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CAPITULO VIIL. ANEXOS
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Figura 1a. Respuesta linfoproliferativa homologa y heterologa a virus dengue de individuos negros y

blancos inmunes a dengue 1.
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Figura 1b. Respuesta linfoproliferativa homologa y heterologa a virus dengue de individuos negros y

blancos inmunes a dengue 2.

Leyenda: Muestra: 40 sujetos dengue 1 inmunes: 18 blancos y 20 negros, y 40 sujetos dengue 2 inmunes:

20 blancos y 22 negros. cpm: Conteos por minuto. Med: Medio RPMI 1640. Mock: Antigenos preparado en

idénticas condiciones a partir de cerebro de ratén no infectado. D1: dengue 1, D2: dengue 2, D3: dengue 3, D4:

dengue 4. TT: toxoide tetinico. Cada diagrama de caja muestra los datos estadisticos acerca de los diferentes

estimulos linfoproliferativos empleados. La linea

horizontal en la caja muestra la mediana de las muestras, los

bordes supetior e inferior de las caja sefialan el primer y tercer cuartil . El area dentro de la caja abarca el 50 % de los

valotes. Las lineas supetior e inferior por fuera de la caja muestran los valores maximo y minimos.
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Figura 2: Promedio de CPM de blancos y negros en respuesta a la PHA

Leyenda: cpm: Conteos por minuto, B: Blancos, N: Negros. Cada diagrama de caja muestra los datos
estadisticos acerca de la estimulacién con PHA en individuos blancos y negros. La explicacion de los
mismos se muestra en la figura 1.

Figura 3. Promedio de los niveles de II-2 en sobrenadantes de cultivo de individuos negros y blancos

inmunes a dengue.
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Leyenda:

Promedio de los niveles de IL-2 en el sobrenadante de las células mononucleares periféricas
de individuos inmunes a dengue. D1: individuos inmunes a dengue 1, D2: individuos inmunes
a dengue 2, Mock: sobrenadante de células mononucleares periféricas no infectadas por

dengue. La linea horizontal representa la media. Se muestran la dispersion de los valores.
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Figura 4. Expresion de 11-8.
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Figura 4 a. Expresion de I1-8 en individuos blancos y negros en respuesta a la estimulacion homotipica

y heterotipica con virus dengue.
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Figura 4 b. Expresion de I1L-8 en individuos blancos y negros en respuesta a la estimulacién heterotipica
con virus dengue.

Leyenda: Los datos se muestran como Diagramas de Cajas. La linea horizontal en la caja muestra la mediana de los
cpm, los bordes superior e inferior de las cajas sefialan el primer y tercer cuartil. El area dentro de la caja abarca el 50
% de los valores. Las lineas supetior e infetior por fuera de la caja muestran los valores maximos y minimos. La
expresion especifica se calculé con relacién a la expresién de HPRT-1 por el método delta/delta Ct, tecomendado

por ABI, expresandose los resultados en picogramos de ARN m.
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Figura 5. Expresion de MCP.
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Figura 5 a. Expresion de MCP-1 en individuos blancos y negros en respuesta a la estimulacion

homotipica y heterotipica con virus dengue.
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Figura 5 b. Expresion de MCP-1 en individuos blancos y negros en respuesta a la estimulacion
heterotipica con virus dengue.

Leyenda: Se muestra en la figura 4.
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Figura 6. Expresién de MIP-1o.
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Figura 6 a. Expresion de MIP-la en individuos blancos y negros en respuesta a la estimulaci 6n

homotipica y heterotipica con virus dengue.
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Figura 6 b. Expresion de MIP-la en individuos blancos y negros en respuesta a la estimulacion
heterotipica con virus dengue.

Leyenda: Se muestra en la figura 4.
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Figura 7. Expresion de RANTES.
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Figura 7 a. Expresion de RANTES en individuos blancos y negros en respuesta a la estimulacion

homotipica y heterotipica con virus dengue.
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Figura 7 b. Expresion de RANTES en individuos blancos y negros en respuesta a la estimulacion
heterotipica con virus dengue.

Leyenda: Se muestra en la figura 4.
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Figura 8. Expresion de IFNy.
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Figura 8 a. Expresion de IFN  y en individuos blancos y negros en respuesta a la estimulaci

y heterotipica con virus dengue.
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Figura 8 b. Expresién de IFN  y en individuos blancos y negros en respuesta a la estimulaci
heterotipica con virus dengue.

Leyenda: Se muestra en la figura 5.
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Figura 9. Expresion de TNFo .
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Figura 9 a. Expresion de TNFou en individuos blancos y negros en respuesta a la estimulacion

homotipica y heterotipica con virus dengue.
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Figura 9 b. Expresion de TNFo en individuos blancos y negros en respuesta a la estimulacion
heterotipica con virus dengue.
Leyenda: Se muestra en figura 4.
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Figura 10. Expresion de TGF 8.
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Figura 10 a. Expresion de TGF§ en individuos blancos y negros en respuesta a la estimulacion

homotipica y heterotipica con virus dengue.
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Figura 10 b. Expresion de TGF en individuos blancos y negros en respuesta a la estimulaci

heterotipica con virus dengue.
Leyenda: Se muestra en figura 4.
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Figura 11. Expresion de I1-10.
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Figura 11 a. Expresion de I1-10 en individuos blancos y negros en respuesta a la estimulacion

homotipica y heterotipica con virus dengue.
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Figura 11 b. Expresion de IL-10 en individuos blancos y negros en respuesta a la estimulacion
heterotipica con virus dengue.
Leyenda: Se muestra en figura 4.
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Figura 12. Expresion de FoxP3.
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Figura 12 a.. Expresion de FoxP3 en individuos blancos y negros en respuesta a la estimulacion

homotipica y heterotipica con virus dengue.
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Figura 12 b. Expresion de FoxP3 en individuos blancos y negros en respuesta a la estimulacion
heterotipica con virus dengue.
Leyenda: Se muestra en figura 4.
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Figura 13. Expresion de Perforina.
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Figura 13 a.. Expresién de Perforina en individuos blancos y negros en respuesta a la estimulacion

homotipica y heterotipica con virus dengue.
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Figura 13 b. Expresion de Perforina en individuos blancos y negros en respuesta a la estimulacion

heterotipica con virus dengue.
Leyenda: Se muestra en figura 4
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Figura 14. Expresion de Granzima B.
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Figura 14 a. Expresion de Granzima B en individuos blancos y negros en respuesta a la estimulacion

homotipica y heterotipica con virus dengue.
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Figura 14 b. Expresion de Granzima B en individuos blancos y negros en respuesta a la estimulacion
heterotipica con virus dengue.

Leyenda: Se muestra en figura 4.
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Figura 15. Expresion de Fas Ligando
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Figura 15 a. Expresion de Fas Ligando en individuos blancos y negros en respuesta a la estimulacién

homotipica y heterotipica con virus dengue.
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Figura 16 b. Expresion de Fas Ligando en individuos blancos y negros en respuesta a la estimulacion

heterotipica con virus dengue.

Leyenda: Se muestra en figura 4.
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Figura 17. Censo poblacional 2001 Cuba. Resultados de color de la piel por provincia.

Blancos MNegros Mulatos Total
PinardelRio | 569340 | 7840% | 84529 | 1160% | 72705 | 10% | 726574
LaHabana | 566050 | 79.60% | 57798 810% | 87224 | 1230% | 711066
CHabana | 1302068 |5014% | 343601 | 1560% | 555041 | 2530% | 22018610
Matanzas | 498552 | 7440% | 74877 | 1120% | 06998 | 1450% | 670427
VilaClara | e81638 | 8340% | 47500 580% | 88257 | 1070% | 817395
Clenfuegos | 300983 | 76.20% | 31530 800% | 62670 | 1590% | 2395183
S Spitus | 389816 | 8470% | 24745 540% | 45767 | 10% | 460328
Cdemvil | 325217 | 79% | 21014 750% | 56535 | 1350% | 411766
Camaguey | 593664 | 75.70% | 69917 9% | 120507 | 1540% | 784178
LasTunas | 304192 | 75% | 26985 510% | 104308 | 20% | 525485
Holguin 823061 | 8060% | 43699 | 430% | 154561 | 1510% | 1021321
Granmma 351629 | 4280% | 31395 380% | 439427 | 5340% | 822452
S.deCuba | 206900 (2870% | 177415 |(17.10%) | 561966 {54.20%) 1036281
Guananamo | 125608 | 2480% | 73473 | 1450% | 308037 | 6070% | 507118
Isla de La
juvertud 63208 | 6150% | 8421 10% | 24930 | 2880% | 86559
Total 7271926 | 65% | 1126894 | 1008% | 2778923 | 24.86% | 11177743
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VIII. 2 Tablas

Tabla 1. Medias de la carga viral en unidades formadoras de placas (pfu) en sobrenadante de CMSP de
individuos no inmunes a dengue, inmunes a dengue 1, inmunes a dengue 2, ¢ inmunes a dengue 3,
infectadas ex vivo.

pfu {unidades | Denguel Dengues Dengues
formadaras de
placa)
Dengue ho b7, 0200 933,400 158, 500
imunes
D1 immunes 18,340 3301,00 214,300
02 Immunes B4,000 543,400 789,000
032 Immunes 40,7900 215,00 24,000

Tabla 2. Medias y desviaciones estandar de la expresion IFN v ¥ HA CMSP de individuos no

inmunes a dengue.

[FMby MIF-1 a

Mock 17,17 £+ 2.08 2146 + 1,89

LWDA 13,24 + 345 18,50 + 2,67
D1 96,33 + 91,08%5 152,17 + 59,554

LD2 b 20,23 + 544 14,98 + 3,78
02 e 112,88 + 49375 104,85 +98,9%"5

LD ¢ 19,18 + 4,5 17,21 £2,33
O3 f 126,37 + 4,43% 1603 + 70,33%5

Leyenda: Mock: sobrenandante no infectivo de células C636, UVD: Sobrenadante infectivo inactivado

con luz ultravioleta. D: Sobrenadante infectivo de células C6306. *: Diferencias estadisticamente
significativas (p<<0.05) del sobrenadante infectivo respecto al Mock. § : Diferencias estadisticamente
significativas (p<<0.05) del sobrendante infectivo en realcién con el virus inactivado.
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Tabla 3: Frecuencias gémcas de los dotpos del sisterna HLA dase I (4, B, C), v HLA class T (DEER1, ¥
DCE enindividuos cubanos con historia de enfermedad por Dengue

fkls  FO®®  HLA  FO(%) HLA Fi%) HLA Fi%)  HLA FUH(%)
(ee1200) (e 1200 (re1200) (tEES) (te7T)
A2 237 B*5 75 CWM4 18 DREL*)7 54 DOE14E 16,9
A%24 87 B4 104 CWMT 18 DREL*D4 59 DB 10,4
A%E 71 BT 58 CWMIE 13 DREL*0l 59 DOELHE 279
£03 53 BE*3 54 CWPE 11 DREL*03 153 DOBI*%E 279
&%3 42 B*4 33 CWMIE 46 DREL*1 182 DOBl%M 39
A9 75 B8 2l CWMT 5D DREL*13 54 DOB1*25 0,64
AY0 100 B0 46 CWMIZ 37 DREL*5 82
AW 37 B*1 29 CWME 87 DREL*0E 74
A%3 33 B 25 CWMZ 46 DREL*D9 37
A% 12 BH5 175 CWMS 29 DREI*4 12
4*T4 42 BY8 37 CWM4 45 DREL*6 06
A% 2l BME 37 CWHs 17 DREL*0 41
A1 04 B2 37 CWML 33 DREI*2 06
A6 12 B*7 33 CWME 02
A%4 17 B¥s 2l
AYE 25 BH5 29
&1 75 BE*0 54
A%25 17 B¥9 33
A%80 17 Bl 12
B2 04
BH3 12
B%7 04
B¥7 08
B*2 12
B 33
BMI 33
B*5 12
Bl 12
B*s 2l

Levenda: FG: Frecuenoia génica
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Tabla 4: Frecuencias génicas de los alotipos del sistema HLA dase T({ A, B, C), v clase T (DEE ) en indiwiduos

cubanos no emparentados, ¥ geografica ¥ fnicamente pareados (n=18%)

Alelos FO%)  HL&  FO@  HLA FO@®  HLA FO%6)
Xy 1%.1 E*5 0% CWHd 173 DRE1*07 197
A% 92 E*d 07 CVWMIT 155 DRE1*04 142
A 26 EH7  ED CVMIE 13,1 DRE1#01 132
A403 20 B*53 7.5 CWE 67 DRE1403 09
A3 76 E*ld 538 CWME 59 DRE1#11 88
4490 72 E*58 54 CWHT 59 DRE1#13 71
A0 7.0 B0 53 CWMIZ 55 DRE1#15 fid
4401 6,7 B*51 47 CWHE 51 DRE1*08 42
A3 54 BHIE 46 CWMZ 48 DRE1#05 32
A6 31 E*15 44 CWMIS 43 DRE1*14 i
4774 3l E*E 473 CWMLS 35 DRE1*16 2.
A2 2,7 BHO 40 oWl 11 DRE1*10 12
A1 2.7 E*d2 40 CWMHA 34
LG 2.7 E*57 47
A% 0z E*iE 47
A6 1,5 B*5 23
A1 1,1 B*50 23
A5 0,4 B+ 18
%0 0,4 B+l 13

B2 16
B*13 15
BE+7 14
E*7 1.1
B*52 03
B*I2 04

il

Levenda: FG: Frecuenoiagénica
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Tabla 5: Analisis Estadistice dela comparacidn de las frecuencias alélicas del sistema HLA A4 B,

C, ¥ DEB1 en indwiduss con infeccidn clinica de Dengue ws Individuos controles.

ASOCIACION X2 P Pe OR (CI95 %)
*
A%31 enn FHD w3 Controles 25 62 n.ooonal 0.000o04 13.39 (3.63-53.75)
£%31 enFD + FHD we Contraoles 16.17 0.00003 n.0oo0z TA0 (230277
B*15 enFD vs controles 1437 0.0oot 0.0004 4FT (1 BE-1221)
B*15 enFHD wsControles 965 nooi 0.004 407 (1 46-1136)
B*15 enFD +FHD vs Controles 16.23 0.00003 0.0002 4.46 (1 96-10 29)
DRB1*07 enFD vs controles 10.34 0001 0.004 0.24 (0.020.63)
DRE1#)7 en FHD s Contrales T.46 0.006 nonz 027 (0.09-0.77
DREE1*17 enFD + FHD ws Controles 1435 naool n.0oo4 0.25(0.11-0.55)
Levenda:

XX prueka de independencia Chi cuadrade de Mantel-Haenszel, Pr Valor de la P dertwvada de la prueba de Chi
cadrade, P Valor de la P corregida derivada de la prueba de disparidad de BEonferront, OR: odds ratio,
IC:intervalo de confianza;, FI): fiebre dengue, FHIY ficbre hemorragica por dengue,

Tabla 6 Analisis Estadisticos dela asodacidén de HLA A By C, v HLA DEE]

en individuos con infeccidn ptimanay secundaria por dengue va controles.

ASOCIACION X2 P Pc OR (CI95 %)
B*15 casos semandaios (FD + FHIN 13.50 0,002 0oz 4450179 -111%8)
v, cottroles
DEE1*07 casos seoundatios (FCHFHI) ve, 1087 00009 0,08 0.24009- 062
cottroles.

DEE1*04 casos secrdarios (FD+FHD) v 9.70 0,001 001 0.19(005- 063
cortroles

A*31 cazos primatios(FD +FHIN 530 006 NE 298(120-775)
5. confroles.

Levenda:
X2 prueba de independencda Chi cuadrade de Mantel-Haenszel, Pr Valor de la P denvada d= la prueba de Chu

madrado, Pe: Valor de la P corregida denvada de la prueba de disparidad de Bonferront, OR: odds ratio,
IC: intervalo de conflanza; FIX: fiebre dengue, FHIX fiebre hemorragica por dengue NS: no significativa
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Tabla 7: Medidas de impacto potencial de los alelos asociados
significativ arm ente a la susceptibdlidad ala enfermedad por dengue.

ASOCTACION RA RAE®%0 RAP%o

A*3] casos vs A%31 controles 041 5% 263

E*15 casos ws B*15 controles 03z 4% T,
Levenda:

RA: Fiesgo ainbuible, RAE: Riesgo atnbwble de expuestos porcentual
RAP: Eiesgo amnbuible poblacional porcentual
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Tabh 8: Frecuencias génicas de los ddos del sistema HLA 4 B, C, DREBL, v DOB! en pacientes con Fiebre Dengue,

aklbs FG(%® HLA FG®® HLA FG(% HLA FG(%0) HLA FG{%a
(n=73) m=73) (1=73) (n=32) (n=48)
P 15 s £ CVPH EE] TREL 17 TLE D 142
A 616 Brtdd &3 CWALT 154 DEEL4M 50 LB MG 557
AHE 753 B0 41 CVALS 15 DEE141 568 LB ME 276
LB 616 B+ 1) CWPE s DFEL4IS 156 LCEIME /7
LB 547 E+14 41 CVPOE 47 DEE1*1 186 TiE M 319
P 57 B+E 1% CWALT 47 DEEL*3 78 LOE I+ 15
A 755 B4 815 CWALZ 410 DEEL*5 78
A4 g2 il 27 CWPLE 547 DEELE: 450
PR 273 EME 27 CWH2 42 DRE14 78
A¥E 13 i Iig RS 205 LFE1*14 o
Ay Al E*lz 410 R4 44 LEFE1*16 o
A% K] Egm 410 A 08 LCEEI*10 1]
A1 0Bz B2 4m CRL 410 LEE1*L2 o
iy 0gg Ese 410 AR 1]
P 205 Bz 205
A¥F 0Bz Bt 25
Pl 530 B+ &16
s 1% i 273
L) 13 Brdl fEs
B¥E il
B3 g
Bz 0és
B3 (a2
B+ ER
B+ il
B 155
B+ 1%
Bl Oz
B+ 1%
Levenda:
P Froerch génica

145



Raza: Factor de riesgo para el desarrollo de la fiebre hemorrégica por dengue. Implicacién de la respuesta inmune celular

Tabla 9: Frecuencias gémcas de los alelos del sistema HLA A B, C, DEE1, v DOBI en pacentes con Fiebre

Hemmomagica por Dengue.
Alebs FG(%) HLA FG(%) HLA  FG(% HLA FG(%) HLA FG(%)
(=47 (n=47) (n=47) (n=33) (=)
A2 Z1  B™5  ge»  CW4 163 DRELOT 107 DOELNZ 159
A% 102 B4 013 CRMT 1511 DRE144 009 DOBLHS 1379
A%E 52 BT 59 M3 10,28 DERE141 &, 06 DOBLHIS 3l
A3 543 B*¥3 334 MG 07a DEB143 D6 DB MG 241
A3 417 B4 117 CAMHIE 4,34 DEBL*11 18,18 DOBLH4 517
AR 4534 B*E 324 AT 434 DEEL*3 0,12 DOB1#5 0
A¥0 13 B#o 117 CTAME 217 DEE1*15 .09
&1 454 B*l 326 AL 141 DEEL*E 9,09
A3 434 B4 217 CWH2Z 652 DREI®9 151
A¥E 18 BHs 163 CTAM)5 3,26 DEE1*14 0
A*r4 108 BHs 326 cwd 21T DREL*16 1,51
Avy 108 B#0 336 AL S 3,26 DEEL*0 454
A1 0 By 17 AL 217 DRBL*2 1,51
a¥a A1T BT LT CTAME 17
A%34 18 B#s 417
A% 543 By 434
& 434 B+ 434
A5 21T Ba9 434
Axn 17 Bwl 217
B#z 0
BH3y 217
B¥7 0
B#7 0%
B%2 108
BYE 108
By 0
B#5 108
B#l 417
B#g 336

Levenda: FG: Frecuenciagénica
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Tablal0: Analisiz Estadistico de la comparacidn de las frecuencias alélicas del sistema HLA A B,
Z, ¥ DEB1 en mdiriducs con diferentes formas dincas de infecoidn por Dengue.

ASOCIACION X2 P Pc OR (CI95 0
A%74 en FDws FHD 425 0,03 R 1,41 (2,05-27%
&*36 en FDvs FHD 518 0,02 003 012 (001-023)
CW*15 en FDws FHD 5,25 00z 0,13 035 (0040650
CW*1E en FDws FHD 3B 0,1 He 0,36 ( 0,040,32)

Levenda: X o prucba de Chi cuadrade de Pearson, P walor de la P dertvada de la prusha de chi cuadrade, Pe:

valor dela P comegida denvada de la prueba de Yates, OR: oddsratio, IC: intervalo de confianza, FD: fiebre
dengue, FHIY: fiebre hemorrigicapor dengue . INS: no significativa
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Tabla 11: Frecuencias génicas delos alotipos del sistema HLA clase I (A, B, C), vy HLA daze I (DEE1, y DB D
en individuos cubatios con historia de enfermedad por Dengue, de color de piel blance

Akbs FG(%) HLA FG(%) HLA FG(% HLA FG(%  HLA FG(%9
(=70) (=10 (n=70) (n=52) (1=47)
A2 202 B#*5 6,42 CRAM4 178 DEE1#7 261 DB 1595
A 10 B4 15 CWAMIT 15 DEEL*4 5,76 DE1HA Q57
A%E 571 BHT 428 CWHIT 128 DRE1*01 576 DOE1#03 32,97
2413 a2 B*3 214 CRAMA 8,57 DEE1#3 15,38 DB A 24,44
A% 357 BH4 5 CAME 438 DEEL1*11 12,26 DJE1+4 435
24720 Qg B*E 214 CWALT 5 DEEL*13 f,42 DOEL*25 I
2430 714 E*0 3 CRAM 2,14 DEE1*15 6,42
A1 357 B#l 357 CWA*1 6 257 DRELHE Al
A%33 357 B#0E s CWAM] ) 5711 DEEL1*2 T8
A405 214 BMa 17,14 CTWAM S 5 DEEL*14 0,96
2774 142 BHE 5 CTWAM1 4 ¥.14 DEREL*A 0
A7 214 B 285 CASE] 5 2,14 DEEL*0 28R
&% ] 071 B2 285 CRAML 357 DEE1*12 o
Fote il 142 BT 357 CTAMLE 1]
FI ] B*3E 285
2438 a B*5 142
41 G549 E%0 642
A%25 214 B%0 214
A%E0 214 E* 142
B¥: 071
EM3 071
B#27 I
BYT 142
B2 I
BYs 142
BT 142
E*5 142
E*1 1]
B*E 214
Leyvenda:

FG: Frecuencia génica

148



Raza: Factor de riesgo para el desarrollo de la fiebre hemorrégica por dengue. Implicacién de la respuesta inmune celular

Tabla 12: Frecuencias génicas delos dotipos del aistema HLA dase IT(A, B, O), vy HLA daze T(DEE1, v DCETD
en individuos cubanes con historia de enfermedad por Dengue, de color de piel negro

Alelos FG(%) akbs FG(%G) akhs FG(%9  akbs FG(%  akbs FG(%)
=32 m=32) (n=32) (n=24) (=200

AMZ 156 E*5 837 CWr4 17,18 DREL*7 6,25 DOEL"Z 12,5
A%4 312 B4 312 CWHIT 21,87 DREB1*4 233 DQEL*5 15
A%E 625 BT 837 CWMIZ 10,93 DEEI*I 625 DQEL*3 25
A3 468 E*3 837 CWMIE 15,62 DREI*M3 166 DQEL*6 75
A*T 625 E44 0 CWMIE 6,25 DREBI*1 20,8 DQE1*4 2,5
&40 4p3 E*g 312 CWHT 468 DREE1*3 12,5 DQEL*25 2,5
A% 1875 B0 0 CWMIZ 468 DEE1*5 833
A1 312 E*1 1% CWHE 937 DREEI*E 416
A%3 468 B*E 463 CWH2 462 DREEI*S 0
A6 EH45 14 CWHIS D DEB1*4 0
A% 625 EME 1% CWHE 1,36 DRE1*6 2,08
A% 15 E*9 625 CWHS 1,36 DREEI*0 833
A1 D E*2 468 CWMIL 1,36 DRE1*12Z 2,08
A%E 156 E*7 312 CWHE 312
A%4 312 BE*¥2 1%
A%36 781 E#5 781
431 635 E*0 1,5
A%5 156 E*9 463
A%0 0 E*l 1%

E9: 0

B3 312

BE*7 1,5

E¥7 0

E#2 312

BE*6 0

E47 0

E*5 1,5

B*l 463

E%g 312

Levenda: FG: Frecuenciagénica
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Tabla 13: Frecuencias genicas delos alotipos del sistema HLA clase I(A, B, O, v HLA dase I (DEER1, y DB
en indiwmduos cubancs con histonia de enfermedad por Dengue, de color de piel mestizo

Akbs FG(%) HLA FG(%® HLA FG(%  HLA FG(%  HLA FG(%3
(n=18) m=18) (n=18) (n=9) (=10)
A2 166 BE#3i5 B33 WA 194 DRE1*7 16,6 DOBL1H2 30
&34 132 E 4 535 WY 222 DREE1*4 I DOBL1¥S 3
AHEE 132 BT 535 W3 16,68 DRE1*1L 535 DOBL1HE 10
2403 555 B3 11,1 WA 11,1 DREL1HE 11,1 DOEBL*é 25
2473 277 E*l4 277 CWAHE 2,77 DREI*11 11,1 DOBL1*4 5
A430 555 B*5E 0 LT 5,55 DREL*13 535 DOBL1*25 I
2430 555 B0 11,1 WA 233 DREL*15 535
241 555 Bl 277 WA 233 DRELIHE 535
A433 0 B2 555 CRAT*12 0 DREE1H19 5,55
£%76 0 B*A 11,1 CRA™5 0 DRE1*14 5,55
274 B33 B*E 77 CRAm*14 0 DRE1*16 0
ALY, 0 B0 77 CRA™*15 0 DREE1*10 0
211 0 B2 555 YA 5,55 DRB1*12 0
AHEH 0 B*57 77 CRWAT*18 0
A3 555 B*3E 0
2438 277 B A 0
&3 111 B*0 233
A¥IS 0 B*a0 555
AYED 277 B #dl 0
B#*TE 0
B#3 0
BT 0
BT 0
B#*52 477
B *6 0
E*17 a
B#*55 I
Bl 0
B#*5E 0
Levenda:

F&: Frecuenciagénica
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Tabla 14: Magritud de nesgo condicionado por el color de piel Blanco, de desarrollar infeccidn clinica
pot dengue, de acuerdo en las frecuencias génicas de los alotipos del sistema HLA clase T (A B C),

ASOCIACION X2 P Pc OR (IC 95 %)
&2 ent Blancosvs MoBlarcos 560 0,017 0,029 217 (2,24-536)
E*44 en Blancosws NoBlare o 756 0,006 0,007 423 (1,68-5,14)
CW*4 en Blancoswvs MoBlancos 505 0,024 0.031 16 (2,87 -10,0%
B*53 et Blancosvs MoBlarwos 214 0,002 0,008 0,19 (0.05-063)

B*E  en Blancosvs NoBlarcos 071 0,03 0,041 014 ¢0.07-0.52)

Levenda: X z. prueba de Chi cuadrade de Pearson, Pr valor de la P dertvada de la prueba de chi cuadrade, Pe:
valor dela P comegida denvada de la prueba de Yates, OR: oddsratio, IC: intervalo de confianza |

Tabla 15: MMagnitud deriesge condicionado por el color de piel Blance, de desarrollar FHD por dengue, de acuerds
en las frecuencias gemcas de los alotipos del sistema HLA clase Iy dase I

ASOCIACION X2 P Pc OR (CI 95 %)
DOBLIME en Blancosws MoBlancos 1040 0,000 0,11 0,11 ©0,18-0.25)
AMI2 en Blancosvs NoBlaneos 603 0,0141 0,266 374 (2,14-5.16)

Levenda: x2: prueba de Chi cuadrads de Pearson, P valor dela P denivada de la prueba de chi cuadrads, Pe:
valor dela P coregida deivada de la prueba de Yates, OR: oddsratio, IC: intervalo de confianza.

151



Raza: Factor de riesgo para el desarrollo de la fiebre hemorrégica por dengue. Implicacién de la respuesta inmune celular

Tabla 16 . Distribucién de casos de FHD y FD de acuerdo al método racial de clasificacién en 120 individuos
que sufrieron enfermedad por dengue durante la epidemia de dengue 2 ocurridaen Santiago de Cuba en 1997.

Método de clasificacion racial
gll-;r?ic::r;o Observacion color de la piel N (%) Medicidn antropomeétrica N (%)
Blancos | Negros Mestizos | Total | E M-E M M-Mm | M-N N
FHD 34(72) 8 (17) 5 (11) 47 13 (30) | 11(23) 22 (46) 0 1(2) 0
FD 36(49) 24(32) 13 (19) 73 8(l11) | 10 (14) |42 (57) | 1(2) 12(16) |0
Total 70 32 18 120 21 21 64 1 13 o

Leyenda: FD: fiebre por dengue, FHD: fiebre hemorrdgica por dengue, E: europoide, ME: mestizo con predominio

de rasgos europoides, M: mestizos sin predominio de ninglin grupo étnico, MM: mestizo con predominio de rasgos

mongoloides, MN: mestizo con predominio de rasgos negroides, N: negroides. No: niimero de individuos,

%: porcentaie de individuos.
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VIII.3 Consentimiento Informado

El que suscribe:

Conozco que:

El Dengue es una de las enfermedades infecciosas que ha incrementado su incidencia en las altimas décadas del presente milenio;
por este motivo la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera ésta entidad dentro de las enfermedades emergentes o re-
emergentes a las cuales brinda especial atencién Se estima que al menos 50 millones de personas sufren la infeccién, 2,5 billones
viven en éreas de tesgo, aproximadamente 250 mil desatrollan Fiebre Hemorrdgica del Dengue/Sindtome de Choque pot
Dengue (FHD/SCD) y 10 mil mueten anualmente a consecuencia de la infeccién viral, principalmente en edades pediatticas.

El Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouti” (IPK) es Centro de Referencia Nacional y Regional (para Latinoamérica) para
enfermedades viricas, ademas de ser Centro colaborador de la OMS para dichas enfermedades.

El Laboratotio de Inmunologfa Celular del Departamento de Virologfa del IPK ha estado desarrollando estudios de un gran
impacto cientifico y social sobte la enfermedad por virus dengue, los cuales abordan la relacion entre la raza, los genes de
respuesta inmune y el riesgo a desarrollar las formas mas severas de la enfermedad por dengue.

Conociendo todo lo anteriormente expuesto hago constar, por este medio, mi disposicién y consentimiento pata participar en el
estudio:

“Raza: Factor de riesgo para el desarrollo de Ia fiebre hemorragica por dengue. Implicacién de la respuesta inmune.”

Declaro que he sido suficientemente informado del objetivo del estudio, que participo en el mismo de forma totalmente
voluntaria, y que puedo abandonar el estudio en el momento en que lo estime, sin suftir ningtin petjuicio por ello.

He sido informado de los beneficios que me apotta la participacion en esta investigacion, y acerca de la confidencialidad de los
resultados de Ia misma, que la muestra de sangte obtenida para el estudio no serd empleada para realizar ningtin otro estudio ni
prueba que no sea lo estrictamente estipulado en el presente proyecto. La extraccién de la sangre sera realizada en el laboratorio
dlinico del Instituto “Pedro Koutf”, por personal autotizado y con experiencia en ese menester, y cumpliendo todas las normas
éticas y de bioseguridad.

De acuerdo a la valoracion médica no presento ninguno de los criterios de exclusién que a continuacion se nombran para la
admision en esta investigacion:

Enfermedad infecciosa aguda en el momento del estudio.

Tratamiento inmunosupresivo, corticoesteroides o enfermedades del sistema hematopoyético.

Por todo lo antetior doy mi consentimiento para que se me realice la extraccion de 20 ml de sange.

Para constancia de los expuesto antetiormente firmo este documento en provincia ,cl dia
_delmesde del200__.
Firma del participante Nombre y firma del encuestador

153



Raza: Factor de riesgo para el desarrollo de la fiebre hemorrégica por dengue. Implicacién de la respuesta inmune celular

VIII.4 Planilla de recoleccion de datos

Fecha de la visita:

ID Muestra

1.Informacion general del paciente

2 do Apellido ler Apellido

Nombre

iniciales Raza

blanco

negro

mestizo

Direccién de la casa

Lugar de Nacimiento

Fecha de Nacimiento

Sexo: Masculino

Femenino

edad: Afios

Enfermedades cronicas

Historia anterior de Fiebre dengue o Fiebre Dengue
Hemorragica

Fecha de la enfermedad:

Nombre y firma del entrevistado.
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VIILS5 Criterios de clasificacion antropométrica segtin grupo racial. (Manual de practicas
de antropologia fisica, Popspisil, M.F, 1965.

Parametros Europoide Negroide Mongoloide
predominantes
Color de la piel Clara (matiz rosa) oscura clara (matiz

amarillo/rojizo)

Color y forma del
cabello

de rubio a negro, de lacio
a ondulado

Oscuro, ensortijado

Negro, lacio recto

Color de ojos

Gris, verde, azul, todas las
gamas de castafio. No hay
forma caracteristica

Oscuros. No hay forma
caracteristica

Oscuros, angulo externo
mas elevado que el interno

Labios

Delgados o medianos

Gruesos, el inferior
prominente

Delgados o
medianamente delgados

Forma de Nariz

Estrecha , saliente, de
base alta

Ancha y poco prominente

Anchura mediana, poco
saliente, y de dorso bajo

Prognatismo facial

ausente

Pronunciado, a expensas
del maxilar superior

Medio, entre el europoide
y negroide

Mentén

Ment6n cuadrado, poco
voluminoso y prominente

Mento6n poco cuadrado,
menos voluminoso y
prominente

Menton con frecuencia
cuadrado, mas
voluminoso y menos
prominente que en el
blanco

Prominencia de los Poco saliente Poco prominente Ausente
pémulos
Forma del pliegue del No presenta epicanto No presenta epicanto Presenta epicanto

parpado superior

Volumen craneal

volumen craneal
ligeramente yayor

volumen craneal
ligeramente menor

volumen craneal
ligeramente menor

Desarrollo del vello
corporal

Desarrollado, varia de
mediano a espeso

Menos desarrollado

Casi ausente en el cuerpo,
escaso en la barba y el
bigote

Curvatura del sacro

curvatura lumbar
moderada; sin
esteatopigia

curvatura lumbar
marcada; marcada
esteatopigia esteatopigia

curvatura lumbar
moderada; sin
esteatopigia

Tronco Torax menos profundo y Torax profundo y corto Torax menos profundo en
largo que en negroides. Mayor anchura de los Asiaticos y mas profundo
Mayor anchura de los hombros que la pelvis. en amerindios. Sin
hombros que la pelvis. Musculos bien definidos. desproporcion entre
anchura de la pelvis y de
los hombros
Longitud de Medianamente largas, Muy largas, con musculos | Menos largas, musculos
extremidades musculos menos desarrollados de la pierna mas delgados
desarollados que en que en el blanco y el negro
negroides
Talla Talla elevada Talla media entre Baja talla

europoide y negroide
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