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Andlisis de hipocalcemia en muestras de pacientes con infeccion viral por
dengue serotipo 4 en el departamento de Ledn, Nicaragua

Autores: Bryan Hernandez, Evelin Pérez, Olvin Sobalvarro

Introduccion: El dengue es una enfermedad de amplio espectro clinico, se
considera como la enfermedad viral transmitida por vectores de mayor y mas
rapida distribucién en el mundo, en la cual se ha demostrado que existen
numerosos cambios en los parametros bioquimicos séricos con el inicio de la
fuga de plasma, la cual esta asociada con la hipocalcemia. El propdsito del
estudio es determinar la correlacion de los niveles de calcio sérico con la
gravedad de las infecciones por dengue tipo 4 en el departamento de Ledn,
Nicaragua.

Materiales y métodos: se realiz6 un estudio de casos y controles. Se
seleccionaran 88 muestras divididas en 43 casos y 45 controles, seleccionados
de acuerdo a los criterios de inclusién, se analizaron -caracteristicas
sociodemogréficas, clinicas y parametros de laboratorio asociados a infecciones

por el virus del dengue.

Resultados: Las caracteristicas socio-epidemioldgicas presentes entre casos y
controles fueron: pacientes del sexo masculino de la zona urbana de la ciudad,
con un nivel académico promedio de estudios primarios y un promedio de edad
entre los 21 — 23 afos respectivamente. La media de los niveles de calcio total
en los casos fue de 9.8 mg/dl y en los controles fue de 10.2 mg/dl. La media de
los niveles de calcio i6nico fue de 4.1 para el grupo de casos y de 4.0 para
controles. La frecuencia de hipocalcemia fue de 81.6% en base a la evaluacién

del calcio i6nico.

Conclusion: No hubo diferencia entre las medias de los niveles de calcio total
entre casos y controles, la frecuencia de hipocalcemia fue del 81.6% tomando

en cuenta los niveles de Calcio l6nico.

Palabras claves: Virus del dengue, Fiebre, dengue hemorragico, serotipos,
hipocalcemia.
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Anélisis de hipocalcemia en muestras de pacientes con infeccion viral por Dengue serotipo 4

1.  INTRODUCCION
Las enfermedades emergentes que amenazan la salud publica mundial son

transmitidas por vectores artrépodos generando un impacto social y
econdmico(1). El dengue se considera como la enfermedad viral transmitida por
vectores de mayor y mas rapida distribucion en el mundo debido a su aumento
poblacional, llegando a convertirla en la infeccién arboviral mas comdn en
regiones tropicales y subtropicales; teniendo como vector principal el mosquito
Aedes Aegypti portador de 4 serotipos del virus generando un incremento en su

transmision y severidad. (2) (3)

A lo largo de las udltimas dos décadas, la incidencia mundial del dengue ha
aumentado considerablemente. Entre 2000 y 2019, el numero de casos
notificados en todo el mundo se multiplicé por diez, pasando de 500,000 a 5.2
millones, en 2023 se observo un repunte mundial caracterizado por el aumento

significativo de casos y la aparicion simultanea de multiples brotes. (4)

En Nicaragua el dengue ha sido un motivo muy preocupante para la poblacion
ya que se ha sufrido epidemias de dengue con casos graves y muertes siendo
menores de 15 afos los mas afectados, debido a que la organizacion
panamericana de salud (OPS) en tan solo unos meses, hizo un reporte de 55,289
casos todos estos en sospecha. Asi mismo, esto representa un incremento de
138%, de igual manera, de estos casos sospechosos se han confirmado 2,232

lo que da como resultado un incremento del 271% de casos de dengue. (5)

Durante una infeccién por dengue, los vasos sanguineos pueden volverse mas
permeables. Esto significa que las moléculas, incluidos los iones como el calcio,
pueden filtrarse con mayor facilidad desde los vasos sanguineos hacia los tejidos
circundantes. La pérdida de calcio a través de esta hiperpermeabilidad vascular
puede contribuir a la hipocalcemia observada en pacientes con dengue. El
dengue activa una respuesta inflamatoria en el cuerpo. Las citocinas (moléculas
de sefalizacion) liberadas durante esta respuesta pueden afectar la homeostasis

del calcio. (6)

Es importante que los pacientes con dengue sean monitoreados por
hipocalcemia especialmente en periodos de epidemia ya que con vigilancia y

tratamiento oportuno disminuyen los casos de mortalidad. La evidencia del papel
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del calcio en el dengue es limitada, por lo que realizar investigaciones para
conocer el comportamiento clinico es de suma importancia para tener en cuenta
un panorama amplio en esta patologia. Por consiguiente, la presente
investigacion busca determinar la correlacion entre los niveles de calcio sérico y

la infeccion causada por el dengue en la ciudad de Ledn- Nicaragua.
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2. ANTECEDENTES
Bunnag de Thanyanat & cols en el afio 2011 realizaron un estudio en el cual se

evalud los casos de Sindrome de shock por dengue, que se presentaban al
servicio de salud del Instituto Nacional Infantil de Tailandia. Dentro de las
principales manifestaciones clinicas que presentaban los casos fallecidos se
enumeran: Hemorragia masiva, Insuficiencia Hepatica, Insuficiencia renal,
Insuficiencia Respiratoria y la Acidosis. Algunos hallazgos relevantes fueron la
aparicion de Hiponatremia en un 40% de los casos fallecidos y la Hipocalcemia
en un 80% de los casos fallecidos, sin embargo, también se mostré un 83.3% de

casos de Hipocalcemia en los pacientes que se llegaron a recuperar.(7)

En el afio 2019 Malarnangai GA & cols, evaluaron los cambios bioquimicos y
hematolégicos en los casos de fiebre del dengue y dengue hemorragico del
Hospital para nifios Lady Ridgeway en Sri Lanka. Se analizaron un total de 130
pacientes, de los cuales solo 30 se catalogaron como casos de Dengue
Hemorragico. En este estudio los niveles de calcio serico no mostraron
diferencias en ambos grupos, llegandose a obtener valores de calcio que
oscilaban entre los 9.1 mg/dl en los primeros dias de la infeccion hasta valores

de 9.6 mg/dl en el sexto y séptimo dia de la infeccion. (8)

Kesavan S. en 2020 analizo la asociacion entre los niveles de calcio sérico y la
gravedad de las infecciones por el virus del Dengue, en la ciudad de Bangkok,
Tailandia. El presente estudio evalué un total de 100 pacientes con fiebre
sospechosos de Fiebre del Dengue. Los andlisis de laboratorio del calcio sérico
no mostraron diferencia estadistica entre los casos de dengue sin signos de
alarmay los casos negativos, sin embargo hubo una diferencia estadisticamente
significativa en los niveles de calcio sérico de los pacientes con Dengue sin
signos de alarma (9.27 mg/dl) y los niveles de calcio sérico en el grupo de

Dengue grave (7.60 mg/dl), con un valor de P<0.05. (9)
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En el afio 2022 Gulshan K & cols realizaron un estudio el cual pretendia evaluar
la correlacién entre los niveles de calcio sérico y la gravedad de los casos de
Dengue, el andlisis de los niveles de calcio sérico segun la gravedad de la
enfermedad vario desde una media de 8.5 mg/dl para casos de Dengue leve
hasta un 7.95 mg/dl para los casos de shock por Dengue. Se encontré un
correlacién inversa entre la gravedad del dengue y el nivel de calcio sérico, el
coeficiente de regresion lineal fue de -0.892, lo cual indica que a mayor gravedad

de la infeccion los niveles de calcio disminuiran significativamente.(10)
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3. JUSTIFICACION
El dengue es una enfermedad de amplio espectro clinico incluyendo desde

cuadros inaparentes hasta cuadros graves, que pueden evolucionar a la muerte,
por lo tanto debe ser vista como una sola enfermedad que puede evolucionar de
multiples formas. Aproximadamente 1 de cada 20 pacientes con enfermedad por
el virus del dengue evoluciona hacia una enfermedad grave, posiblemente

mortal, lamada dengue (11)

Estudios han demostrado que en pacientes con infeccién grave por dengue se
producen numerosos cambios en los parametros bioquimicos séricos con el
inicio de la fuga del plasma, lo cual estos trastornos no son evidentes en

pacientes con dengue no grave. (9)

Se han observado niveles bajos de calcio en la sangre debido a infeccion por
dengue y la hipocalcemia tal vez mas pronunciada en formas méas graves. Es

probable que la causa de la hipocalcemia sea multifactorial.(12)

Se sabe que la hipocalcemia esta asociada con la fuga del plasma durante la
fase critica de la infeccion grave por dengue. Teniendo en cuenta lo mencionado,
es evidente que el calcio sérico podria ser un marcador bioquimico potencial
para diferenciar la infeccion grave por dengue de otros pacientes con dengue y
planificar el manejo adecuado en el entorno clinico; es por ello, que hemos
decidido evaluar los niveles de calcio en pacientes con dengue tipo”4” en la
ciudad de Ledn y asi aportar informacion valiosa para el avance en el diagndéstico

clinico. (9)
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
El Dengue representa un prioritario y creciente problema de salud publica a nivel

mundial en el contexto de las enfermedades transmitidas por vectores,
mostrando un comportamiento endemoepidémico desde su primera aparicion en
Nicaragua en el afio 1985 persistiendo hasta la época actual con un
comportamiento endémico y con aumento de brotes en diferentes
departamentos del pais. La prevalencia de casos de dengue a nivel
latinoamericano lo han reportado los siguientes paises: Brasil con 2,363,490
casos (84.1%), Nicaragua con 97,541 casos (3.5%), Perd con 72,851 casos
(2.6%), Colombia con 69,497 casos (2.5%), y México con 59,918 casos
(2.1%).(13)

El presente estudio esta dirigido hacia la hipocalcemia generada por el virus del
dengue al ser un atomo encargado de la regulacion celular ya que patrticipa en
procesos avanzados como transcripcion génica, metabolismo, accion muscular
y apoptosis. Si bien el calcio actia como segundo mensajero uniéndose a
proteinas censoras de calcio como la Calmodulina, cuya funcion es traducir el
aumento del calcio intracelular en una respuesta fisiolégica en todas las células
eucariotas generando asi una interaccion entre la proteina NS2A del virus y la
Calmodulina sugiriendo que esta proteina de la mano con el calcio participa en

el ciclo replicativo viral.(14)

La asociacion de los complejos de replicaciéon del virus ha llamado la atencién
sobre la interaccion de DENV tipo 4 con iones como calcio dado que la
homedstasis de este ion se genera en el reticulo endoplasmatico lugar donde
ocurre la replicacion viral. Uno de los factores influyentes en la incidencia y
desenlaces asociados a las enfermedades infecciosas es el estado nutricional.
Sin embargo el dengue al ser una problematica de salud publica se conoce muy
poco sobre la deficiencia nutricional relacionada al virus y a la severidad de
este.(15)

¢Cual es el comportamiento de calcio sérico en los pacientes positivos por

dengue serotipo 4 y su correlaciéon con los sintomas clinicos?
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5. OBJETIVOS

5.1. General:
e Determinar la correlacion de los niveles de calcio sérico con la gravedad

de las infecciones por dengue tipo 4 en el departamento de Ledn-

Nicaragua.

5.2. Especificos:
e Caracterizar clinica y epidemiol6gicamente a los pacientes con dengue en

la poblacion de estudio.

e Determinar la concentracion sérica de calcio y albumina en los casos y
controles.

e Determinar las variaciones en las concentraciones plasmaticas de calcio
y albumina sérica y su correlacién con la clinica en las infecciones por

dengue tipo 4 en la ciudad de Ledn-Nicaragua.
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6. MARCO TEORICO.

6.1. GENERALIDADES DEL DENGUE
El virus del dengue es transmitido mediante la picadura del mosquito Aedes

aegypti, infectado con el virus, el cual pertenece a la familia flaviviridae, en la que
se distinguen 4 serotipos conocidos como DEN1, DEN2, DEN3 y DEN4. Después
de un periodo de incubacién la enfermedad comienza abruptamente, y pude
evolucionar en tres fases: febril, critica o de recuperacién.(16) Es mas frecuente
en las regiones de climas tropicales y subtropicales.(17) esta afecta a lactantes,

nifios y adultos.(18)

El mosquito Aedes aegypti

Elinsecto es el portador del virus del dengue y la chicunguiia

Caracteristicas — S5mm — Dengue y chicungufia
Sobrevive en clima v/ Principales sintomas

tropical y S Cefaleas, ——
R

subtropical N\ fiebre
Pica principalmente ,
durante el dia /s

) Dolor

Patas largas / muscular e
y rayadas

/ Erupciones <0\
' _ o
| /
Adulto  Nayseas,

Ciclo de vida (4) vomitos

-

o 4
Huevos Variante
2R hemorragica
Larva g del dengue A
Agua estancada puede ser letal
Fuentes: OMS, CDC AFP

Los cuatro serotipos de dengue (DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DEN-V 4) circulan
a lo largo de las Américas y en algunos casos circulan simultaneamente. La
infeccion por un serotipo, seguida por otra infecciébn con un serotipo diferente

aumenta el riesgo de una persona de padecer dengue grave y hasta morir. (19)

6.2. CARACTERISTICAS
Presenta un genoma de ARN de cadena positiva y una membrana de naturaleza

lipidica, rodeado por una capside, o cubierta de proteinas, con simetria
icosaédrica (20 lados triangulares). La capside esta compuesta por
glicoproteinas organizadas en patrones geométricos de simetria doble, triple y

quintuple, que envuelve completamente al viridbn. Fisicamente, el virus es
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circular, con un tamafio que varia de 40 a 50 nm de diametro, presentando

pequefias proyecciones superficiales de 5 a 10 nm.(20)

X milia Flaviviridae:
arbovirus

Proteina
de envollura E

_ Proteina
de membrana M

Proteina
de capside C

ARN de
- monccadena
positiva

Grafica de los fragmentos de la estructura del genoma

El genoma del viridn tiene un tamafio de aproximadamente 11Kb y codifica para
una simple poliproteina, la cual sufre diversos procesos de corte para generar
proteinas virales individuales. Las tres proteinas estructurales (C, M y E) estan
localizadas en el extremo aminoterminal, mientras que las proteinas no
estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) estan en el extremo
carboxilo de la poliproteina(20)

Las particulas del 12 DENV son icosaédricas con un tamafio de 50 nm de
diametro (Perera & Kuhn, 2008a). Mdltiples copias de la proteina C (11kDa)
encapsulan el RNA para formar la nucleocépside viral. La nucleocapside esta
rodeada de una bicapa lipidica derivada de la célula huésped, en la cual se
encuentran ancladas 180 copias de las proteinas M y E. La proteina M es un
fragmento proteolitico pequefio (~ 8 kDa) de su forma precursora prM (~21 kDa).
La proteina E (53 kDa) tiene tres dominios estructurales distintos. El dominio |
esta posicionado entre el dominio I, que es el dominio de homodimerizacion, y

el dominio 1ll, de tipo inmunoglobulina (21)
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MARCO DE LECTURA ABIERTO

-

»H) — NSt INs2awszB | NS) [ Ws2a wszs | NS5 }coos

POLIPROTEINA

Figura N° 1. Genoma del virus dengue sefalando la ubicacion de cada
uno de los genes que lo conforman (Obtenido de http://
www.science.mcmaster.ca/Biology/Virology/23/ricky.htm)

El genoma de ARN del virus dengue y de todos los flavivirus, tiene por
caracteristica presentar una capucha en su extremo 5' (m7GpppAmp) y carecer
de un tracto poliadenilado en su extremo 3'.(20) Presenta ademas un marco de
lectura abierto (ORF: Open read frame por sus siglas en inglés) que varia en

tamafo de acuerdo con cada serotipo del virus, incluso entre un mismo serotipo.

6.3. Replicacién del virus del dengue
Formas replicativas

Los virus son parasitos intracelulares obligatorios, que requieren que la célula
huésped provea las moléculas necesarias para su replicacion. Para replicarse,
los virus deben transportar su genoma dentro de la célula huésped, en donde el
genoma dirige la sintesis de las proteinas virales, es replicado y empaquetado

para formar los nuevos virones (21)

Masture

— @ i
|'/ \ _/'/,Z§|
&

Virus indection l -

=S O Virus maturation AN
/ \-—-/ Fusion and ¢ \
' g ;

| (@

{ VENA

| CAP — o~ —————
Polyprotesn transtation,
transit to ER and processing
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Figura 3. Ciclo replicativo de DENV.

Los viriones se unen a la superficie de la célula huésped y entran por endocitosis
mediada por receptor. En el endosoma acidificado se fusiona la membrana del
viridn a la membrana de esta vesicula y se libera el genoma al citoplasma, donde
es traducido y replicado. El virus se ensambla en la superficie del RE, las
particulas virales inmaduras se transportan por la red del transGolgi, donde

maduran gracias a la accion de la furina y se liberan por exocitosis (21)

El virus Dengue inicia el proceso de replicacion mediante la sintesis de la hebra
negativa complementaria, la que utiliza como molde para la produccion de
nuevas moléculas de ARN positivo. Estas ultimas hebras actian como un ARN
mensajero para la traduccién de la poliproteina, o bien como un molde para la
sintesis de la hebra negativa o simplemente para ser encapsulada dentro del
virion.(20) Este proceso de replicacion es de caracter semiconservativo, pues
involucra intermediarios replicativos (RIs) y formas replicativas (RFs). Las RFs
son definidas como moléculas de ARN de doble cadena; mientras que las RIs
son moléculas de ARN de simple cadena nacientes. Tanto las RIs como las RFs
pueden ser detectadas en células infectadas o en reacciones de ARN

polimerasa.(20)

Estudios del virus del dengue han sugerido la presencia de un mecanismo
involucrado en la regulacién de replicacion entre las hebras de ARN positivas y
sus complementarias. Esta sugerencia manifestada por Chambers(20) ,
encuentra apoyo por la existencia de una tasa de sintesis continua de hebras
positivas y negativas, en las cuales hay una relacién de 10 a 1 respectivamente
de manera conservada, a diferencia de los alfavirus cuya sintesis de hebras
negativas es interrumpida. Interesantes trabajos de investigacion revelaron la
implicancia de las proteinas NS3 y NS5 en la replicacion de virus dengue y de
los flavivirus en general, principalmente en la sintesis de la hebra negativa
complementaria y en el paso de formas replicativas (RF) a intermediarios
replicativos (RI) (22) (23)

La presencia de doble hebras de ARN ha sido localizada mediante estudios de
fraccionamiento celular especificamente en las membranas del reticulo

endoplasmético perinuclear (20)

pag. 11




Anélisis de hipocalcemia en muestras de pacientes con infeccion viral por Dengue serotipo 4

La presencia de regiones terminales 5' y 3' son también importantes en los
procesos de replicacion del ARN porque contienen motivos complementarios
gue favorecen el estado ciclico del genoma viral, asi también estructuras en asa
("stem-loop™). Sin embargo, esta regidn requiere la presencia de la region 3' no
traducible (3'-UTR) lugar por donde se originaria la fase de elongacion para dar
lugar moléculas de ARN de doble hebra (24). Estos datos sugieren la importancia
de la interaccion entre ambos extremos del genoma para dar inicio a la
replicacion del ARN por la replicasa del virus. Recientemente se descubrié que
dos motivos que generan el estado ciclico del genoma denominados CYC son
importantes para la interaccion fisica entre 5-TR y 3'-UTR. La presencia de
estructuras terciarias dentro del "stem-loop" denominadas "falsos nudos" y
originadas por un falso contacto entre dos nucleotidos de guanina y citosina
también cumplen un rol esencial durante la replicacién del ARN, principalmente

en la sintesis de ARN de cadena negativa (25)

GRAFICA DEL CICLO DE INFECCION

C~T5 =R

p CICLO

onforma
ocon Dengue DE TRANSMISION

q DEL DENGUE ﬁ

A s
Mosquito sanoc con Dengue

Ciclo de Transmisién: La transmision del dengue se mantiene por el ciclo
humano-mosquito-humano. Luego que el mosquito ingiere sangre infectante,
este puede transmitir el virus a otra persona después de un periodo de 8 a 12
dias de incubacién extrinseca. Los sintomas comienzan a aparecer después de
cuatro a siete dias posterior a la picadura de mosquito, sin embargo, puede variar

de 2 a 15 dias. La viremia comienza antes de la aparicion de los sintomas. (16)

pag. 12




Anélisis de hipocalcemia en muestras de pacientes con infeccion viral por Dengue serotipo 4
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Los sintomas comienzan a aparecer después de cuatro a siete dias posterior a
la picadura de mosquito, sin embargo puede variar de 2 a 15 dias

6.4. EPIDEMIOLOGIA A NIVEL MUNDIAL
Las primeras descripciones del Dengue estan en una enciclopedia china

publicada durante la dinastia Chin (265 a 420 D.C.), fundadora del imperio de
China, publicada también durante la dinastia Tan (610 D.C) y la dinastia Sun
(992 D.C). Los chinos llamaron a la enfermedad "Intoxicacion por agua“,

haciendo referencia a los mosquitos que se criaban en el agua. (26)

Fue en Filadelfia en 1780 cuando se tuvo certeza de una epidemia de Dengue.
En el aflo 1897 en Australia se reportaron las primeras muertes por la
enfermedad. (27)

De acuerdo con Halstead, en el Guinness World Records 2002 el Dengue es la
enfermedad transmitida por vectores mas frecuente en todo el mundo, mas que

la malaria(28).

Cerca de 500 millones de personas en las Américas estan actualmente en riesgo
de contraer dengue. El nimero de caso de dengue en las Américas se ha
incrementado en las Ultimas cuatro décadas, en tanto paso de 1.5 millones de
casos acumulados en la década del 80, a 16.2 millones en la década del 2010-
2019. En 2013, un afio epidémico para la region, se registraron por primera vez

mas de 2 millones de casos, y una incidencia de 430.8 cada 100 mil habitantes.
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Se registraron también 37.692 casos de dengue grave y 1.280 muertes en el
continente. En 2019 se registraron un poco mas de 3.1 millones de casos, 28 mil
graves y, 1.534 muertes. (18)

La gran mayoria de los casos son asintomaticos o cursan con sintomas leves de
los que puede ocuparse el propio afectado, por lo que el nUmero real de casos
de dengue es superior al notificado. Ademas, hay muchos casos que se

diagnostican errbneamente como otras enfermedades febriles.

En la actualidad, la enfermedad es endémica en mas de 100 paises de las
regiones de la OMS de Africa, las Américas, Asia Sudoriental, el Mediterraneo
Oriental y el Pacifico Occidental. Las regiones de las Américas, Asia Sudoriental
y el Pacifico Occidental son las mas gravemente afectadas y en Asia se
concentra alrededor del 70% de la carga mundial de la enfermedad.

El nUmero de casos de dengue notificados en todo el mundo alcanz6 su nivel
méximo en 2019. Todas las regiones se vieron afectadas y por primera vez se
registrd transmision de dengue en el Afganistan. En las Américas se notificaron
3,1 millones de casos, de los que mas de 25 000 se clasificaron como casos
graves. Se notificd un gran niamero de casos en Bangladesh (101 000), Filipinas
(420 000), Malasia (131 000) y Vietnam (320 000). (29)

Consenso de
evidencia

B Ausencia total
B Ausencia importante
I Ausencia moderada
Ausencia pobre
Ausencia intermedia
Presencia pobre
B Presencia moderada

B Presencia importante
Bl Presencia total

Figura 1. Distribucién global de dengue modificado de Bhatt et al., 2013.

En los paises en desarrollo ubicados en las zonas tropicales y subtropicales del
mundo, se combinan distintos factores que favorecen la transmisién viral a través

del principal mosquito vector. Entre estos factores se encuentra el rapido
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crecimiento poblacional, la migracion rural-urbana, la infraestructura urbana
bésica inadecuada (suministro de agua poco fiable que lleva al almacenamiento
de agua en contenedores cercanos a las casas) y un aumento en el volumen de
desperdicios sélidos, como contenedores plasticos desechados y otros articulos
abandonados que acumulan agua de lluvia y, por lo tanto, pueden servir de
hébitats para las larvas en zonas urbanas. El aumento en el trafico aéreo y el
fracaso en las medidas de control del vector, han contribuido al aumento global

del dengue y del dengue grave (21)
Nicaragua

El primer brote de dengue grave de Nicaragua ocurrio en 1985 con 17.483 casos
notificados. Esta epidemia fue asociada con sintomas graves y pocos casos
mortales de DH. En los siguientes afios, se presentaron nimeros relativamente
bajos de casos notificados. Para el final de 1994 y 1995, se registraron
respectivamente 20.469 y 19.260.

Después de 1994 y de las epidemias de 1995, Nicaragua ha notificado unos
nameros relativamente bajos de casos en 1996 y 1997, que sin embargo

volvieron a aumentar y disminuir en los siguientes afos.

En el afio 2,000 el nimero de casos aumentd en forma sostenida después de la
semana epidemiolégica nimero 21 con un maximo en la semana 26 de 289
casos. A lo largo de las siguientes semanas, fluctué el nimero de casos
notificados, pero se observo una disminucién con respeto a la semana 26. Hasta
la semana 42, se notificaron 5.233 casos con una tasa de incidencia de 102,94

casos por 100.000 habitantes.

Los serotipos causantes de la primera epidemia en Nicaragua de 1985 fueron
identificados como DEN-1 y 2. El siguiente cuadro presenta la circulacion de
serotipos en Nicaragua durante los afios de 1,990 y 2000. Para la mayoria de los
afos posteriores a 1993, dos o tres serotipos se encontraron circulando
conjuntamente. Ademas, el DEN-3 fue aislado por primera vez en el 1994 y
durante las epidemias de 1995. Para el afio 2000, la prueba seroldgica ha aislado
los serotipos DEN-2 y 3. (30)
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Serotipos de dengue circulando en Nicaragua en los afios 1,990 — 2,000

DEN-1 DEN-2
1990 - ® _ _
1991 - - - -

1992 - - - -
1993 - - - X
1994 x - x -
1995 x = x -
1996 - - - -
1997 - - - -
1998 - = x -
1999 - b4 b4 X
2000 - b 4 x -

Nicaragua registré en 2003 un total de notificaciones de 8,842, disminuyendo en
un 47% en relacion al aflo 2002. De los cuales se confirmaron 2,799, que
corresponde al 32% de los casos reportados. Los casos de dengue clasico
fueron 2,564, representa el 92% y el dengue hemorragico confirmaron 235 casos
gue corresponden al 8%. Es importante mencionar que si bien es cierto existe
una disminucién en la notificacidbn de casos sospechosos en relacién al afio
2002, sin embargo, en cuanto a los positivos existe un incremento del 21% (489
casos mas de dengue confirmados por laboratorio), Este comportamiento
obedece a la presencia de multiples serotipos circulando, haciendo notar que el
serotipo 1 que no habia circulado desde 1985 desencadend repuntes por dengue

hemorragico en Managua, Masaya, Granada, Chontales, RAAS.

Notificacion de Casos de Dengue
Micaragua 1995-2003

25000
20000
oo\ =
/[T B

10000 — \\Vx’f A

wl \/

0 . . . . . . . :
1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003
Fuente: Programa Nacional de Dengue ETV MINSA (30)
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En 2023, hasta la semana epidemioldgica 25, de los 56 780 casos de dengue
notificados, 1016 (1,8%) fueron confirmados mediante pruebas de laboratorio y
10 (0,02%) se clasificaron como casos de dengue grave. El nimero de casos
registrado hasta la semana epidemiologica 25 de 2023 es 2,7 veces superior al
registrado en el mismo periodo de 2022 y un 2,1 veces superior con relacion al
promedio de los ultimos cinco afios. En el mismo periodo, se notific6 una
defuncién y la tasa de letalidad fue del 0,002%. (31)

Numero de muertes por dengue (A) y tasa de letalidad conexa (B) en la

Region de las Américas hasta la semana epidemioldgica 26 de 2023

(A)

sy
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Hasta septiembre de 2023, Nicaragua acumula 94 576 casos sospechosos de
dengue, la cifra de contagio més alta de Centroamérica. Mientras, la tasa de

contagio por cada 10 000 habitantes es de 134, la mas alta de América.

La tasa por habitantes de Nicaragua es mayor que la reportada por Brasil y
Bolivia, los dos paises que reportan mas casos sospechosos de todo el
continente, pero al tener poblaciones mucho mas grandes tienen una tasa de

incidencia mas baja.
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Tasa de contagio del dengue en América

Nicaragua tiene la tasa por cada 10 000 habitantes mas alta de contagios de
dengue. La epidemia esta a poco de superar los cien mil casos, la cifra mas alta
desde 20109.

ceice |

vers |

Las Américas _

Argentina _
Costa Rica -
Panama -
Colombia -

Paraguay -

Honduras -

Ecuador -

Guatemala -

México -

El Salvador .

Repliblica Dominicana .

Venezuela I
Puerto Rico I
Chile

Uruguay
0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140
(32)

6.6. CLINICA DE INFECCION POR DENGUE
EVOLUCION CLINICA

DENGUE La infeccion por dengue es dinamica y sistémica. Tiene un espectro
clinico amplio que incluye formas graves y no graves de manifestaciones
clinicas. Tras el periodo de incubacién (2-6 dias), la enfermedad comienza
abruptamente y se caracteriza por 3 fases: febril, critica y recuperacion.
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Dias de Enfermedad l
1 2 3|4 5 7 B 9

Temperatura
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3
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Deshidratacion - Sobrecarga de
liguidos

Cambios de | Falla Orgér‘ica
Laboratorio

Plaquetas

-
-
-
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Evolucion de la enfermedad: Febril Critica Recuperacion

Serologia y virologia

Fase febril Esta fase febril aguda suele durar 2-7 dias. EI monitoreo continuo

por sefales de alarma es crucial para reconocer la progresion a la fase critica.

Fase-critica La defervescencia se produce entre el dia 3 - 7 de la enfermedad,
cuando la temperatura desciende a 37,5 - 380C 0 menos y se mantiene por
debajo de este nivel. Alrededor del tiempo de defervescencia, los pacientes
pueden mejorar o0 empeorar. Aquellos que mejoran después de la

defervescencia tienen dengue sin signos y sintomas de alarma.

Aquellos que se deterioran y manifiestan signos de alarma: dengue con signos y
sintomas de alarma. Los signos de alarma son el resultado de un aumento
significativo en la permeabilidad capilar. Esto marca el inicio de la fase critica.
Algunos de estos pacientes pueden deteriorarse ain mas a dengue severo con
datos de fuga capilar lo que conlleva a choque (shock del dengue) + distrés
respiratorio, hemorragia grave y / o grave falla multiorganica. El periodo de fuga

capilar clinicamente significativo usualmente dura de 24 a 48 horas.

Fase de Recuperacion. Se da una reabsorcion gradual del liquido extravascular
se lleva a cabo en las proximas 48-72 horas. El estado general del paciente

mejora, se estabiliza el estado hemodinamico y diuresis.

pag. 19




Anélisis de hipocalcemia en muestras de pacientes con infeccion viral por Dengue serotipo 4

Resumen de los problemas de cada fase

Fase febril: Deshidratacion, Fiebre alta puede causar convulsiones febriles en

los nifios pequenos; Alteraciones neurolégicas.

Fase critica: Fuga capilar; Hemorragias graves; Deterioro de érganos.

Fase de recuperacion: Hipervolemia, y riesgo de infeccion o infecciones sobre

agregadas, sintomas depresivos.(33)

6.7. CLASIFICACION DE LA ENFERMEDAD

'

Dengue con

signos de
alarma

'

Dengue sin signos de alarma
Presenta fiebre habitualmente de 2 a 7

dias de evolucion y 2 o mds de las
siguientes maniestaciones:

1. Nauseas

2 Exaniema

3. Cefalea / dolor refroorbitario

4. Mialgia | artralgia

5. Petequias o prueba del tomiguete +
6. Leucopenia

También puede considerarse caso a toda
persona proveniente o residente en zona
con fransmisiin de dengue con cuadro
fiebril agudo, usualmente enfre 2 a 7 dias
v 3in foco aparente.

Grupo A

Dengue con signos de alarm’
Todo caso de dengue que

cerca de y preferentemente

a la caida de la fiebre

presenta uno o mas de ks

siguientes signos:

1.Dolor abdominal referido o dolor a la
palpacion del abdomen.

2 \fomito dnico o persistente

3 Acumulacidn dlinica de
liguidos|oscif, demome  pleural,
gdemame pericardico y engrosamiento
de |a pared vesicular > 4 2 mm)
4.5angrado activo de mucosas

5. Lipotimia

6. Hepatomegalia >2cm

7. Aumento progresio del
Hematocrito.

v

Grupo B,
oste a su ver so divide en B1y B2

Dengue grave
Todo caso de dengue gue lene una o

maE  de |3
manifiestaciones:

1. Chogue o dificullad respiralona
tatedn & exlravasacdn grave de
plasiia. Choque evidenciads par:
pulss  debll o Indeleclable,
lBquicardia, exiremidades frias y
llenado capilar =2 segundee,
prasion de pulso 20 mmHg:
hipotension en fase tardia.

2 Sangrado  grave:  ejemglo
hafmalemests, madend, maloeagia
voluminosa, sangrade del sslema
nervioso cenfral (SNC)

3 Compromiso grave de Organos
coma dafia hepdtico ("AST o ALT
1000 L), SNC [aleracdn de
toncianca), corazon |mocardilis)
i olfos dfganas

SijLmaniles

@ Grupo G

* Modificado de Guias para la atencién de enfarmos en la region de las Américas OPS "Los valores
de AST yio ALT por ammiba de diez veces del valor bazal valor normal asociado a otras alteraciones
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6.8. PATOGENESIS
Patogenia de la enfermedad

La infeccion por virus del dengue se transmite por la picadura de un mosquito a
través de la epidermis y la dermis, donde se infectan las células inmaduras de

Langerhans (células dendriticas epidermales y los queratinocitos. (34)

Se ha demostrado que el primer blanco de este virus en humanos son las células
dendriticas de la piel, que funcionan como centinelas del sistema inmune.
Durante la salivacion del artrépodo, las particulas virales son liberadas en la
dermis y las células dendriticas de Langerhans las interiorizan, lo que contribuye

a la diseminacion del virus cuando estas migran a los ganglios linfaticos. (35)

a entrada del virus a la célula esta mediada por la unién del virion a receptores
especificos expresados en las células como los receptores de manosa, los
receptores DC-SING, CD14, receptor de Manosa, heparan sulfato, Proteinas
HSP70/HSP9O, proteina reguladora de la glucosa (GRP78), el receptor de
laminina y las proteinas TIM y TAM. También existen evidencias que el virus
puede entrar en las células humanas a través de la interaccién con otras
moléculas como los receptores de vitronectina, los receptores scavenger y los

receptores KIR. (36)

@
a\
X

Receptor Hepardn
de Manosa Sulfato

5 oo

f A
DCSING Revestimientq
de clatrina

Endoctosss mediada
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N

M

Salicda del material
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Cambios condormacionales de la glmfoim 3

Figura: 2. llustra los principales receptores involucrados en la entrada del virus
del dengue ala célula hospedera

Las células infectadas migran del sitio de la infeccion hacia los nddulos linfaticos,

se reclutan los macrofagos y los monocitos, que se convierten en células blancos
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de la infeccién, y el virus se disemina a través del sistema linfatico. Como
resultado de esta primera viremia la infeccion se extiende a las células
dendriticas (CD) del resto de la economia, monocitos-macrofagos, células
endoteliales y hepatocitos. Sin embargo, la viremia no guarda relacién con la
severidad de la enfermedad, a diferencia de otros marcadores inmunoldgicos

como los niveles de citoquinas proinflamatorias y la poblacion de monocitos-
macrofagos. (37)

Ciclo de la infeccion

¥ od
’ Fao
Mosquito
infectado

\
: Iﬂf
Virys Q ------- ~
Dengue’ R %

Células de
! Macréfagos

Lanhergan
(-lodnn

Linfocitos B
lin'ootot T

Inmunoglobulinas

Ganglio linfético regional

Figura: 3. llustra los principales eventos involucrados en las primeras etapas del
ciclo de la infeccion por virus del dengue.

La transmision del virus del enfermo al mosquito esta influenciada por diversos
factores, entre ellos, que los titulos de virus en la sangre del paciente, para el

caso de los serotipos 1 y 2 requieren un menor niumero de copias de ARN
virales/mL que para los serotipos 3y 4. (38)

Un estudio revela que en titulos entre 6,2 y 7,5 Log, 10 copias de ARN viral/mL
son suficientes para que ocurra infeccion en mas del 50 % de los mosquitos que
pican al enfermo. El tiempo de evolucion de la enfermedad es otro elemento
importante en la infeccibn del mosquito; de forma general el humano es

infectante para el mosquito desde 1,5 dias antes del inicio de los sintomas hasta
5 dias después de iniciado el cuadro. (39)

Durante la infeccién por virus del dengue el sistema inmune responde con la

produccion de diversas citocinas proinflamatorias, las cuales estan relacionadas
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con la patogenia de la enfermedad. (40) La proteina viral NS1 es reconocida por
los receptores tipo toll TLR2 y TLR6 los cuales contribuyen con la expresion de
citocinas proinflamatorias. (41)En especial los macréfagos se convierten en uno
de los principales productores de citoquinas como IL-18, IL-2, IL-6, IL-8 y TNF-
a. (42) Particularmente el TNF-a se relaciona con las manifestaciones

hemorragicas al favorecer la trombocitopenia y la disfuncion endotelial. (43)

Las células dendriticas presentan los antigenos a los linfocitos Tcp4 los cuales se
activan y cooperan con los linfocitos B produciendo respuesta de anticuerpos. La
respuesta de anticuerpos constituye un elemento critico en la patogenia de la
enfermedad. (44) Estd demostrado que los anticuerpos producidos contra una
cepa no necesariamente son neutralizantes, esto se debe a diferencias entre los
epitope del dominio Il de las proteinas de la envoltura. (45) Los anticuerpos no
neutralizantes favorecen la entrada de los virus a las células mononucleares con

lo cual se amplifica la infeccion. (46)

Adicionalmente la accién de estos anticuerpos heterélogos provoca la activacion
del complemento por la via clasica con el aumento de anafilotoxinas (C3ay C5a)
gue constituyen un importante mediador del aumento de la permeabilidad
vascular. (47) Por otra parte, estos anticuerpos estan implicados en la aparicion
de los fendbmenos hemorragicos, pues se ha descrito que existe reactividad
cruzada contra las plaquetas, células endoteliales y proteinas plasméticas

relacionadas con la cascada de la coagulacion. (48) (49)

Incremento de los titulos de Virus
Favorece la - —

infeccion de Ac Heterologos J
Macréfagosy CDs ¢ | >
gosy. No neutralizantes (‘\ Control de la Infeccién
\-/

Virus del Dengue

Hemorragia |

T Célula presentadorade
Ag

Dafo endotelial
Trastorno de la coagulacién

v
| Ac con reactividad cruzada Reconocimiento por
con proteinas plasmaticas Linfocito T especificos

Ac con reactividad
cruzada con las plaquetas

v

Activacidn de linfocitos Produccion de Ac

B > Homdlogos
neutralizantes

Ac con reactividad
cruzada con el endotelio

Figura: 4. llustra los principales efectos inmunopatogénicos de los anticuerpos
heterdlogos involucrados en la infeccion por virus del dengue.
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El virus del dengue puede infectar directamente las células progenitoras en la

médula Osea, de esta manera suprimir la hematopoyesis; adicionalmente la
formacion de anticuerpos que reconocen por reaccion cruzada estructuras de las
plaquetas contribuye con la trombocitopenia caracteristica de esta enfermedad.
(50) ambos efectos contribuyen con la aparicion de hemorragias pues disminuye

la produccién de plaquetas y aumenta su destruccion en periferia.

Adicionalmente el virus del dengue infecta provocando apoptosis y liberacion de
citocinas proinflamatorias. (51) Estos eventos traen como consecuencia
disfuncion endotelial y aumento de la permeabilidad vascular lo que facilita la
aparicién de fendmenos hemorragicos. (52) Finalmente durante la infeccién por
el virus del dengue ocurre necrosis de los hepatocitos secundaria a la infiltracién
de este organo por células del sistema inmune como LTC y NK, las cuales
destruyen los hepatocitos infectados. Como consecuencia de este hecho en los
pacientes se elevan las aminotransferasas y el higado disminuye su capacidad
de producir factores de la coagulacion y proteinas plasmaticas lo cual contribuye

de manera decisiva a la apariciéon de fenémenos hemorragicos. (53)

B Virus del Dengue
-

l / \ |
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Figura: S. llustra los principales mecanismos inmunopatogénicos involucrados
en la aparicion de fenodmenos hemorragicos durante la infeccion por virus del
dengue.

6.9. RESPUESTA HUMORAL Y CELULAR DEL DENGUE
INMUNIDAD CELULAR

Las proteinas que generan una respuesta inmunoldgica celular son NS3 Y NS5
Aun cuando el dengue curse con un cuadro grave, se presenta como un episodio

agudo autolimitado, aunque, desde luego, si no es tratado de forma eficaz, puede
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ocasionar la muerte. (54) Algunas moléculas del MHC | o Il han sido asociadas
a proteccion y se han descrito células CD8+ con fenotipos antivirales. (55)
DENGVAXIA® esta constituida de cuatro virus quimeéricos, la region que genera
anticuerpos de manera predominante, preM/M-E esta clonada en el contexto de
la regién no estructural de la cepa vacunal del virus fiebre amarilla 17D. Se
especula que las clonas de CD4+ o CD8+ especificas de fiebre amarilla no
coadyuvan eficazmente con las clonas de células B especificas de DENV para
generar una respuesta Optima protectora. (56)Las pruebas clinicas muestran que
las viremias, en los casos de aquéllos vacunados que se infectaron, son de la
misma magnitud que de los controles no vacunados. (57)Se considera que, en
determinadas circunstancias, las clonas de reconocimiento cruzado pueden
estar relacionadas con el desarrollo de manifestaciones graves como la fuga de
plasma y el choque hipovolémico (58) Estas observaciones son controversiales
puesto que la proporciéon de células T de reaccion cruzada es pequefia y de
hecho hay una disminucion general de células T por apoptosis durante la

infeccion. (59)

En todo caso, la vacunacién con teéricamente debe disminuir el riesgo de
desarrollo de este tipo de manifestaciones, ya que genera clonas tanto serotipo
especificas para los cuatros serotipos virales como aumento de células T de
reaccion cruzada. En un articulo reciente se reportdé que el perfil de citocinas
generado por la vacunacion con DENGVAXIA® comparado con el perfil de
citocinas producido por sujetos inoculados con placebo e infectados por DENV

es muy similar. (60)

Parece claro que los sujetos que desarrollan manifestaciones graves tienen
viremias altas y un perfil de citocinas proinflamatorias, en particular TNFa, IL-6 e
IL-8; estas citocinas tienen como caracteristica comun que alteran la

permeabilidad vascular y promueven el estado de choque.(61)

Se le llama tormenta de citocinas a una reaccion inmunoldgica potencialmente
fatal que consiste en una retroalimentacion entre las células inmunolégicas,
incluyendo células presentadoras de antigeno y las citocinas generadas; en otras
palabras a mayor reaccion celular mayor concentracion de citocinas. En el caso

de las infecciones por DENV, la estimulacion de la respuesta de memoria
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heteréloga por la infeccién de un serotipo distinto resulta en la produccién de
citocinas que a su vez estimulan la proliferacion de células de memoria y el
incremento en la concentracion de esas citocinas, de tal suerte que este circulo
no se detiene hasta que la estimulacion antigénica cesa, aunque por supuesto,
la respuesta puede desembocar en la muerte del sujeto que desarrolla esta
patologia.(62) No obstante, los fendmenos de fuga plasmatica, disminucion del
namero de plaquetas y la hipotension también pueden observarse durante
infecciones primarias, por lo que la tormenta de citocinas es actualmente un

elemento mas que puede explicar la patologia.
INMUNIDAD HUMORAL

Jordi Casals-Ariet, a finales de la década de 1950, establecid la taxonomia de
los arbovirus (virus transmitidos por artrépodos) basandose en las reacciones
serologicas entre diversos virus, de tal forma que bajo el razonamiento simple de
gue los virus que reaccionaban de manera similar con un suero de referencia
pertenecian al mismo grupo, se desarrollé la taxonomia de los flavivirus, que
afos después fue corroborada por andlisis filogenéticos con base en la

secuencia de nucleétidos del genoma. (63)

Las reacciones seroldgicas entre los miembros del género de los flavivirus
definen determinantes antigénicos de grupo, el suero reconoce a todos los
flavivirus; determinantes antigénicos de complejo, en los que el suero reconoce
a algunos flavivirus, pero no a todos, por ejemplo el serocomplejo de encefalitis
japonesa que incluye el virus West Nile, el virus Kunji y el mismo virus Japanese
Encephalitis, entre otros; y determinantes antigénicos de tipo, cuando el suero
reconoce especificamente a un solo virus, por ejemplo virus del dengue serotipo
1. Es posible encontrar sueros con reaccion intermedia entre determinantes
antigénicos de grupo y complejo que reciben el nombre de supercomplejo,

entrecomplejo y de tipo, llamados de subcomplejo. (64)

Asi pues, los anticuerpos generados después de una primera infeccion por el
DENV seran una mezcla de anticuerpos contra grupo, complejo y de tipo o desde
otro punto de vista, seran una mezcla de anticuerpos de reaccion cruzada o

hetero tipicos y anticuerpos especificos de serotipo.
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Se asume que los anticuerpos de tipo especifico generan proteccién de por vida,
mientras que los anticuerpos de reaccion cruzada estan relacionados con la
patologia de los casos graves; ambos tipos de anticuerpos permanecen durante
toda la vida del sujeto. (65) De acuerdo con el comportamiento epidemioldgico
del dengue, se supone que existe un tipo de anticuerpos de reaccién cruzada
gue son protectores, estos anticuerpos son los responsables del fenémeno de
proteccion cruzada de corta duracion, la cual puede durar entre nueve y 12
meses.(66)Evidencia reciente desafia estos conceptos, dado que se ha
determinado que la respuesta cruzada es esencial para la proteccion del sujeto
a una infeccion por otro serotipo de DENV, que hay reinfecciones por el mismo
serotipo y que en realidad no existen estos anticuerpos de reaccion cruzada de
corta duracién, puesto que es muy dificil determinar si lo que se observa es en

verdad proteccion o si es infeccion inaparente. (67) (68)

En cuanto a las clases de los anticuerpos, las infecciones, sean primarias o
secundarias, generan perfiles esperados al dia 10 del inicio de la fiebre, esto es:
infecciones primarias IgM+ e infecciones secundarias IgM+/1gG. Aparentemente
no hay relacion con los perfiles de isotipos de IgG, pues tanto en infecciones

primarias como en secundarias la IgG1 es la mas abundante. (61)

No se conoce con precision la proporcion de anticuerpos de tipo especifico con
respecto a los anticuerpos de reaccion cruzada; sin embargo, se estima que los
de reaccion cruzada se encuentran siempre en mayor proporcion. (69) De tal
forma que la respuesta inmunoldgica humoral de reaccidon cruzada explica
fendmenos asociados a relacion hospedero virus, como la ausencia o desarrollo
de sintomas en una infeccion hasta los patrones de transmision del dengue en

la poblacion humana. (70) (71)

El fendbmeno mas estudiado relacionado con los anticuerpos de reaccion cruzada
gue se generan durante una infeccion por DENV es la potenciacion inmunoldgica
(ADE por sus siglas en inglés). El concepto fue desarrollado a fines de la década
de 1970 por Scott Halstead y establece que a diluciones sub neutralizantes, el
suero de un sujeto infectado por DENV ocasiona una super infeccion de las
células blanco (células de la serie monocito-macrofago y células dendriticas), lo

gue resulta en una mayor carga viral. (72) Dado que al diluir el suero se pierde
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la actividad neutralizante y paralelamente los anticuerpos que reconocen el tipo,
se asume que los anticuerpos responsables del ADE son los de reaccién
cruzada. (73) Por otro lado, debido a que el Unico factor pronéstico de desarrollo
de manifestaciones graves del dengue (fiebre hemorragica por dengue/dengue
grave) es la viremia elevada y que el ADE supone una viremia incrementada, se
cree que el ADE es el mecanismo que determina la patologia de las infecciones
graves por DENV. (74) Como la presencia del anticuerpo de reaccion cruzada
es necesaria, una consecuencia del ADE es que los casos graves deberian
ocurrir en infecciones secundarias o postsecundarias, de alli la creencia general

de que el dengue es mas grave en la segunda infeccion.

Experimentos in vitro confirman la existencia del fenbmeno y en algunos modelos
animales la transferencia pasiva de anticuerpos produce altas viremias y
fendmenos relacionados con la patologia en humanos; no obstante, no hay una
corroboracion definitiva de que el ADE opere in vivo en humanos, ni de que el
riesgo de manifestaciones graves sea mayor en infecciones secundarias que en
infecciones primarias como deberia suceder si el ADE determinara la patologia.
(75) A pesar de la asociaciéon entre las infecciones secundarias por DENV y
dengue grave, la mayoria de las infecciones secundarias son subclinicas o leves,
por lo que los factores determinantes de la gravedad siguen siendo poco claros.
Lo que se ha observado es que las reinfecciones con intervalos pequefos entre
la primera y la segunda, por lo general presentan cuadros clinicos mas leves que

aquéllas con intervalos mayores de 2.6 afos. (76)
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Con todo, la hipotesis del ADE ha guiado el disefio de las estrategias de
desarrollo de vacunas contra el dengue. En virtud de que la infeccidon primaria
por el virus salvaje sélo confiere inmunidad protectora contra el serotipo causante
de la infeccidn, los anticuerpos de reaccion cruzada estimularian el ADE en la
segunda infeccion provocada por un serotipo diferente; asi pues, el consenso de
la comunidad cientifica fue que el candidato a vacuna contuviera los cuatro
serotipos del virus para evocar la inmunidad humoral protectora en la
vacunacion. (77) DENGVAXIA® y los candidatos a vacuna que actualmente
estan en desarrollo tienen esa caracteristica. Por otra parte, los ensayos clinicos
han mostrado que DENGVAXIA® protege en 93% contra el dengue grave
cuando se aplica en mayores de nueve afios. (61)
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Finalmente, no se sabe con exactitud la duracion de la respuesta inmunoldgica
humoral protectora contra el DENV, aunque estudios llevados a cabo en
Nicaragua y Peru sugieren que la proteccidon en cuanto a la presentacion de

sintomas podria durar hasta aproximadamente tres afos; sin embargo, la
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proteccion contra infeccibn es mucho menor que ese tiempo, de hecho se han
documentado reinfecciones por el mismo serotipo, lo cual sugiere que la

inmunidad contra el DENV, aun de tipo especifico, no es de por vida. (78) (79)

6.10. PAPEL DEL CALCIO
El calcio (Ca) es un micronutriente del grupo de los minerales que debe, siempre,

formar parte de nuestra dieta. Es el elemento mineral mas abundante en nuestro
organismo, ya que forma parte importante del esqueleto y los dientes. Supone

alrededor del 2% del peso corporal.

De todo el calcio corporal, el 99% se encuentra en el esqueleto y los dientes en
forma de hidroxiapatita, un compuesto cristalino que incluye fdsforo
(Caio [POa4]s [OH]2). El resto (1%) se encuentra en los tejidos blandos y en los

fluidos corporales (80)
Funciones del calcio

Las funciones del calcio, como antes hemos apuntado, se pueden concretar en

dos: a) funciones esqueléticas y b) funciones reguladoras
Funcién Esquelética

El Ca es parte fundamental de nuestro esqueleto (huesos) y de los dientes. El
hueso esta formado por una matriz proteica que se mineraliza de forma
mayoritaria con calcio (el mas abundante), fosfato y magnesio; para ello es

imprescindible un correcto aporte dietético de Ca, fosforo y vitamina D.

El tejido 6seo esta formado por dos tipos diferentes, el hueso compacto (cortical)
(80%), cuya funcion es la de dar dureza al esqueleto y ejercer la funcion

estructural, y el hueso trabecular (20%), cuya funcién es metabdlica.

A pesar de su apariencia compacta, el hueso es una estructura dinamica que
estd en constante remodelacién, destruyéndose (resorcion) y formandose

(formacioén) continuamente (80)
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Funcién no Esquelética

El Ca (el Ca ionico: Ca?*) es un componente celular imprescindible para
mantener y/o realizar las diferentes funciones especializadas de practicamente
todas las células del organismo. Estas funciones, no esqueléticas, podemos
dividirlas en estructurales y propiamente reguladoras. Dentro de las primeras, el
Ca esta implicado en el mantenimiento de estructuras celulares (organulos),
granulos de secreciéon, membranas celulares y subcelulares y estructuras

nucleares (como los cromosomas) (81)

En relacién con su funcién reguladora, este mineral puede ejercer su funcién de
forma pasiva o activa. Pasivamente, los niveles de calcio plasmaticos regulan las
reacciones enzimaticas. La funcion reguladora activa la ejerce la concentracion

intracelular de Ca?*.

El mantenimiento de una concentracion adecuada de Ca?* citoplasmatico (del
orden de 0,1 umol/l), respecto al extracelular (del orden de 1,1 mmol/l), puede
mantener una funcién optima de la célula; en cambio, un incremento no regulado

en el citoplasma puede iniciar un proceso de dafio y muerte celular. (82)

Debido a su actuacion como segundo mensajero intracelular, el calcio interviene
en la protedlisis intracelular, apoptosis y autofagia, activacién/desactivacion
enzimatica (por fosforilacion/desfosforilacién), secrecién (incluida la de
neurotransmisores y neuromoduladores en el sistema nervioso), contraccion
muscular, agregacion plaquetaria, bioenergética celular, transcripcion geénica,
etc. (83)

Homeostasis del calcio

Debido a sus importantes funciones, el Ca?* debe estar estrechamente regulado,
manteniéndose sus concentraciones plasmaticas dentro de unos rangos
estrechos (1,1 y 1,3 mmol/l). Para ello existe una respuesta precisa frente a la
hipocalcemia o la hipercalcemia en la que intervienen la parathormonay el 1,25
dihidroxicolecalciferol (1,25 [OH]z vitamina Ds), y la calcitonina, y recientemente
se ha involucrado a la vitamina K por su relacion con la osteocalcina. Estos

reguladores humorales actuan a nivel 6seo, renal e intestinal, afectando la
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movilizacion y depdsito de calcio en el hueso, su absorcion intestinal y su
excrecion renal. La homeostasis del calcio se relaciona estrechamente con la de
los fosfatos a través del factor de crecimiento fibroblastico 23 (FGF23) y el factor
Klotho (84)

Calcio y enfermedad

El Ca?"juega un papel esencial en innumerables funciones del organismo,
modificando sus concentraciones intracelulares y poniendo en marcha vias de
sefalizacion intracelular. Sin embargo, cuando la homeostasis falla se producen
alteraciones patoldgicas diversas como consecuencia de alteraciones en los
niveles citoplasmaticos de este cation. En este &mbito se incluyen enfermedades
musculoesqueléticas, neuroldgicas, neurodegenerativas, cardiomiopatias, etc.,

consecuencia de la alteracion de la homeostasis del Ca?* (85)

6.11. PAPEL DEL CALCIO EN LA ENFERMEDAD DEL DENGUE.
El ion calcio tiene un namero de coordinacion flexible de 4-8, una geometria

irregular de coordinacion y cinéticas de unién rapidas, lo cual maximiza su
potencial para interactuar con distintos ligandos. El Ca2+ tiende a precipitar
aniones inorganicos y organicos (a un rango del mM), por lo tanto, una alta
concentracion de Ca2+ es incompatible con la vida, de tal manera que las células
ejercen control sobre este ion secuestrandolo, compartimentalizandolo o

expulsandolo. (85)

El control en los niveles de Ca2+ en los distintos compartimentos celulares u
organelos es ejercido a través de la coreografia molecular de un repertorio de
moléculas de sefalizacibon de Ca2+, incluyendo canales de Ca2+,
transportadores de Ca2+, receptores, amortiguadores de Ca2+, proteinas de
respuesta a Ca2+ (por ejemplo, enzimas sensibles a Ca2+ y factores de
transcripcion) que se distribuyen en el citoplasma, en el reticulo
endoplasmico/sarcopldsmico (RE/RS), en el complejo de Golgi, en la

mitocondria, en el nucleo o en la matriz extracelular. (86) (87)

Del Ca2+ que entra al citosol sélo una pequefia proporcion termina siendo Ca2+
libre, porque la mayor parte se une rapidamente a los amortiguadores y una

menor cantidad, a los efectores.Tras un estimulo extracelular, el Ca2+ citosoélico
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libre aumenta rapidamente por la entrada del Ca2+ extracelular a través de la
membrana plasmatica via canales de Ca2+, tales como los canales operados
por voltaje (VOC), los canales operados por receptor (ROC), canales idnicos
receptor del potencial transitorio (TRP por sus siglas en inglés) y los canales
operados por reservorios (SOC por sus siglas en inglés); o por la liberacion de
Ca2+ de reservorios internos (como el RE, el complejo de Golgi, y los lisosomas)
a través de los receptores de inositol-1,4,5-trifosfato (IP3R) y de los receptores
de rianodina (RyR) debido a la activacion de receptores de membrana (receptor
acoplado a proteinas G o GPCR vy el receptor de tirosina cinasa o RTK) y la
subsecuente sintesis del IP3. En el estado basal, la concentracion de Ca2+
citosélico se mantiene en el rango submicromolar, expulsando Ca2+ fuera de la
membrana plasmatica via la ATPasa de Ca2+ (PMCA) y el intercambiador
Na2+/Ca2+ (NCX), o bombeando Ca2+ de regreso a los reservorios internos a
través de la ATPasa de Ca2+ del reticulo sarcoplasmico/endoplasmico (SERCA)
o la ATPasa de Ca2+ de la via secretoria (SPCA). En la mitocondria, el Ca2+
puede pasar facilmente a través de los poros de la membrana exterior
mitocondrial y cruzar la membrana interior mitocondrial a través del uniporter de
Ca2+ embebido en la membrana. El Ca2+ sale de la mitocondria por la apertura
de un poro de transicién permeable (PTP) en la membrana interior mitocondrial
y por el intercambiador de Na+/Ca2+ (NCX).

La interaccion entre los virus y el Ca2+ en las células infectadas se puede

clasificar en tres categorias principales:

e (1) las proteinas virales directa o indirectamente, afectan la homeostasis
del Ca2+ al alterar la permeabilidad de la membrana y/o manipulando
componentes clave del aparato de sefializacion de Ca2+.

e (2) las proteinas virales se unen directamente al Ca2+ para tener
integridad estructural o funcionalidad.

e (3) interacciones criticas entre el virus y la célula huésped dependen de
las proteinas o las vias de sefalizacion celulares reguladas por el Ca2+.
(87)
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de union a Ca2+y la escala de tiempo de actividades moduladas por Ca2+.

La homeostasis de Ca2+ extracelular es mantenida por la accién coordinada de
hormonas, células del hueso y el balance entre la absorcion y secrecion de Ca2+
en el intestino y el rifidn. La homeostasis intracelular de Ca2+ se logra a través
de la exquisita coreografia de la caja de herramientas de sefalizacion de Ca2+.
Las proteinas de unién al Ca2+ tienen afinidades que varian 10° veces o mas,
dependiendo de su localizacion y funcion (panel de la izquierda). EI Ca2+ puede
ejercer efectos a corto plazo activando la liberacién de neurotransmisores en
microsegundos. Las sefales, también pueden iniciar efectos de “largo plazo”

modulando la expresién de genes (panel de la derecha) (21)

CALRETICULINA La calreticulina (CRT) se encuentra en el lumen del RE, es
codificada por un Unico gen y no existe evidencia de que haya splicing alternativo
del RNAm para la CRT. La proteina tiene un peso molecular de 46 kDa, esta
conformada por tres dominios: el N, el P y el C. Las funciones principales de la
CRT en el lumen del RE son la de chaperona y la regulacion de la homeostasis
del Ca2+.Se ha observado que cuando hay niveles elevados de la CRT, aumenta

la cantidad de Ca2+ en las reservas intracelulares como el RE y que las células
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deficientes en CRT tienen una reduccién en la capacidad de almacenamiento del
Ca2+enel RE. (21)

En el caso del DENV existe evidencia limitada de la relacion entre la infeccion
causada por este virus y la homeostasis de calcio, aunque se ha reportado
hipocalcemia en los pacientes con dengue. Esta hipocalcemia puede ser mas
pronunciada en las formas severas de la enfermedad, aunque los bajos niveles
de calcio no han demostrado estar asociados con la mortalidad de los pacientes.
En estudios in vitro el Ca2+ ha demostrado ser esencial para la actividad
citotoxica de la citotoxina de macrofagos (CF2) inducida por DENV2 y para la
produccion y actividad de la citotoxina CF en las células de bazo. El Ca2+ parece
tener un papel en la induccién de las células Th especificas para el DENV. El
antigeno del dengue estimula la entrada de Ca2+ a las células Th, el cual es
necesario para la proliferacion de estas células, esto ultimo fue demostrado al
usar farmacos bloqueadores de canales de Ca2+ o al poner a las células Th en
un medio sin Ca2+ y observar que estas células no proliferaron. Existe evidencia
de que la produccion de nitrito en respuesta a la infeccion por DENV también es
dependiente de Ca2+ y puede ser inhibida por farmacos blogueadores de los
canales de Ca2+. Por lo tanto, el calcio parece tener un papel importante en la
respuesta inmune a dengue, aunque las interacciones son complejas y las
implicaciones clinicas precisas de estas interacciones no han sido definidas

claramente. (21)
FUGA PLASMATICA

El regulador endotelial Ang-2 podria ser un predictor de la gravedad en el

dengue.

Debido a que el choque por dengue produce una disminucidn acentuada de la
resistencia vascular, probablemente relacionada con la pérdida de la integridad
capilar y la consecuente extravasacion de liquidos, se asume que las formas
graves del dengue deben obedecer a un proceso de disfuncion endotelial. (88)
(89)Este mismo efecto se produce en otros procesos como la inflamacion grave
o la malaria cerebral, en cuyo desarrollo se observa que la disfuncién endotelial

desempefia un papel importante. (90)
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En los casos graves de dengue se ha observado el comportamiento de varios
reguladores endoteliales, entre los cuales se cuentan la angiopoyetina-1 (Ang-1)
y la angiopoyetina-2 (Ang-2), que parecen ser la llave de la regulacion de la
integridad vascular. (91) En pacientes con fiebre hemorragica y choque por
dengue se ha reportado la disminucién de los niveles séricos de Ang-1 vy el
incremento en los niveles séricos de Ang-2 en la fase aguda en comparacién con
la fase de convalecencia y con individuos sanos de control. Al parecer, este
desequilibrio contribuye a la fuga plasmética que se da en los casos de fiebre

hemorragica y choque por dengue (92)

Otro protagonista en la regulacion endotelial es el factor de crecimiento endotelial
vascular (Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF), el cual promueve el
crecimiento, la proliferacio3n y la migracion de células endoteliales. EI VEGF
aumenta en pacientes con dengue grave. Asimismo, la accién conjunta del VEGF

y la Ang-2 se ha asociado significativamente con la fuga plasmatica. (93)

Otro marcador importante de la angiogénesis es la endoglina, la cual se expresa
de forma acentuada en las células endoteliales, en especial, en el tejido
inflamado. La forma soluble de la endoglina es liberada en la membrana celular
y entra en circulacion, probablemente por ruptura, mediante las
metaloproteinasas de la matriz, causando disfunciéon endotelial. En un estudio
sobre el uso de la endoglina soluble como predictor de la malaria, se encontré
gue los niveles superiores a 12 pg/ml se presentaban con mayor frecuencia en
la malaria grave (46,5 %) y en la malaria complicada (85,7 %) que en otras
condiciones causantes de fiebre (0 %), asi como en los individuos sanos de
control (0 %) (89)
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Angiopoyetinas: Reguladoras clave de la estabilidad vascular
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HIPOCALCEMIA INFECCION POR DENGUE

La infeccién por el dengue tiene una alta morbilidad y mortalidad, el calcio regula
muchos procesos fisiologicos, como la transmisibn neuromuscular, la
contractibilidad cardiaca, la liberacion hormonal, la coagulacion de la sangre y
es esencial para la funcion muscular. El bajo nivel de calcio esta presente en casi
el 80% de los casos de dengue y se asocia mas con casos graves. La
hipocalcemia mejora la unién del virus del dengue a los macréfagos de
monocitos y a las células de las células T y linajes de células B en la infeccién

por dengue. (94)

Se ha demostrado hipocalcemia en otras enfermedades tropicales, como la
leptospirosis y la malaria, y se observa con mayor frecuencia en infecciones
graves; sin embargo, los efectos clinicos de los niveles bajos de calcio en sangre
en estas afecciones no estan claros. Se han sugerido varias causas para los
niveles bajos de calcio en sangre, incluida la actividad reducida de la adenosina
trifosfatasa (ATPasa) de Na+-K, la actividad reducida de la ATPasa Ca ?*,
deficiencia adquirida de hormona paratiroidea, insuficiencia renal de alfa
hidroxilasa, ingesta reducida de vitamina D en la dieta y ingesta reducida de
calcio en la dieta. Se han demostrado niveles bajos de calcio en la sangre en la
infeccion por dengue y tal vez estén presentes en mas del 80 % de los pacientes.
A menudo no se reconoce lo suficiente, pero puede presentarse con
tetania. Existe cierta evidencia de que la hipocalcemia puede ser mas
pronunciada en las formas mas graves de dengue, aunque los niveles mas bajos

de calcio no han mostrado una asociacion con la mortalidad.(95)
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6.12. DIAGNOSTICO CLINICO LABORATORIO E INMUNOLOGICO

Inhibicién hemaglutinacién

Es la que se utiliza con mayor frecuencia,
es sensible, facil de realizar, requiere un
equipo minimo, pero los anticuerpos IH
pueden persistir por tiempos
prolongados, de hasta 48 afios 0 mas, por
lo que esta prueba es ideal para estudios

seroepidemioldgicos.

Fijacion de complemento

Es utlizada rutinariamente en el
diagnéstico serolégico de dengue. Es
mas dificil de realizar, se basa en el
principio de que el complemento es
consumido durante las reacciones de
antigeno-anticuerpo. Los anticuerpos CF
aparecen posteriores a los anticuerpos
HI, son especificos de infeccion primaria,

y persisten por periodos cortos.

Neutralizaciéon

Es la mas especifica y sensible para los
virus dengue. En general los titulos de
anticuerpos neutralizantes aumentan al
mismo tiempo o mas lentamente que los
anticuerpos HI y ELISA, pero mas rapido

que los anticuerpos CF.

Prueba de inmunocaptura enzimética
de lainmunoglobulina M (MAC-ELISA)

Es una prueba rapida y sencilla, una
invaluable herramienta para la vigilancia
del dengue, en é&reas donde no es
endémico, una apropiada serovigilancia
MAC-ELISA durante

determina su rapida diseminacién, es de

una epidemia

especial ayuda en pacientes

hospitalizados quienes son generalmente
tardia de la

admitidos en fase

enfermedad.
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Inmunoglobulina indirecta G (ELISA) Es comparable con la prueba IH es
utilizada para diferenciar una infeccion
primaria o secundaria por dengue, no es
especifica y tiene reacciones cruzadas

con otros flavivirus.

TR-PCR (Reaccién de cadena de | Es un método rapido, sensible, simple y
polimerasa-transcriptasa reversa) reproducible con los adecuados
controles. Usado para detectar el RNA
viral en muestras clinicas de humanos,
tiene una sensibilidad similar al
aislamiento viral con la ventaja de que
problemas en el manipuleo, almacenaje y
la presencia de anticuerpos no influye en

su resultado.

Detecta acidos nucleicos virales. Su
ventaja es que puede ser usado en
tejidos de autopsia y muestras clinicas
Sonda de Hibridacién humanas. Es menos sensible que la TR-

PCR, pero mas que la PCR.

Con este nuevo método es posible
detectar el antigeno viral en una gran
variedad de tejidos. Estos nuevos
Inmunohistoquimica métodos involucran la conjugacion
enzimatica con fosfatasa y peroxidasa en
conjunto con anticuerpos mono Yy

policlonales.

Otros exdmenes de laboratorio

Estos se realizardn segun la necesidad y cuadro clinico del paciente. El
hemograma completo con recuento leucocitario y plaquetario es de rutina. En
caso de sospecha de encefalitis se estudiara un liquido cefalorraquideo siempre
y cuando no exista riesgo de sangrado. En casos de shock se deben determinar

los gases arteriales, electrolitos, pruebas de funcidn hepatica y renal. (96)
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ALGORITMO DE DIAGNOSTICO POR LA INFECCION

Figura 4. Algoritmo propuesio para el diognéstico del dengue por laboratorio
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Para la vigilancia integrada no se requiere la confirmacion por laboratorio de
todos los casos probables. Sin embargo, si es necesario que se estudie un
porcentaje de ellos para evaluar con la mayor precision y celeridad la situacion
epidemiolégica en un momento y lugar determinados para poder tomar

decisiones inmediatas. (97)
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Zika

frecuente y grave

en neonatos)

Motivo de consulta | Fiebre, mialgias Dolor articular, | Exantema o prurito
mas frecuente fiebre
Fiebre Moderada Intensa Leve
Muy frecuente Duracién | Muy frecuente Muy poco frecuente
de 4 a9 dias ., L .
Duraciéon de 3 a 5 | Duracion de 1 a 3 dias
dias
Exantema Aparece del 5to al 7mo | Aparece del 2do al | Tipicamente desde el dia
dia 3er dia 1, Maculo paular, Céfalo
_ L caudal
No caracteristico No caracteristico
Prurito Leve a intenso Leve a moderado Moderado a intenso
Conjuntivitis Poco frecuente Muy poco | Muy frecuente
frecuente
Manifestaciones Poco frecuente Poco frecuente | Posible y grave
neurolégicas (puede ser

Cefalea

Intensay frecuente

Leve a moderada

Leve a moderada

Dolor retro ocular

Intenso y frecuente

Poco frecuente

Poco frecuente

Poliartralgia Ausente Muy frecuente Frecuente
Poliartritis Ausente Frecuente Frecuente
Edema de manos y | Poco frecuente Frecuente Poco frecuente
pies

Evolucion a | No Muy frecuente No descrito
cronicidad

Mialgias Muy frecuente e intensa | Frecuente Poco frecuente
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Moderada a
intensa
Hepatomegalia Signo de alarma Muy poco | Muy poco frecuente
frecuente
Vomitos frecuentes | Signo de alarma Muy poco | Muy poco frecuente
frecuente
Diarrea Frecuente Muy poco | muy poco frecuente
frecuente
Dolor abdominal | Signo de alarma No se presenta No se presenta
intenso
Sangrado de la piel Frecuente Muy poco | Muy poco frecuente
frecuente
Sangrado de | Signo de alarma Muy poco | Muy poco frecuente
mucosas frecuente (cuando
se presenta es
grave)
Choque Es la forma grave mas | Poco frecuente No se conoce
frecuente
Leucopenia Moderada a intensa Leve amoderada | Leve a moderada

Proteina C Reactiva

Normal

Elevada

Elevada

Hematocrito elevado

Es un signo de alarma

Poco frecuente

Poco frecuente

Recuento

plaquetario

Normal a muy bajo

Normal a bajo

Normal a bajo

Consideraciones

particulares

Riesgo de muerte

Puede evolucionar
a artropatia

cronica

Riesgo de

infecciéon

congénita, Sindrome de

Guillain Barre.

(103)

Algoritmo diferencial: dengue, Chikungunyay zika

pag. 43




7. DISENO METODOLOGICO
Poblacién y tipo de estudio.

Realizaremos un estudio de casos y controles utilizando las muestras y la
informacion clinica de un gran estudio de cohorte del proyecto de investigacion
sobre infecciones febriles agudas (AFI) de la UNAN-LEON donde se determina
la prevalencia de fiebre, causada por virus del dengue, se seleccionaron en esta
cohorte a todo paciente igual o mayor a un ailo de edad con historia de fiebre
igual o mayor a 38°C las muestras que se utilizaran estan almacenadas en
biobanco de UNAN-LEON donde se seleccionaran 88 muestras divididas
equitativamente en 43 positivas y 45 negativas que seran los casos y controles
gue se seleccionaran segun los criterios de inclusion y exclusion para dengue
segun el analisis por RT-PCR. Los casos son pacientes con fiebre mayor o igual
a 38°C con una prueba RT-PCR positiva para dengue, y los controles son
pacientes con fiebre mayor o menor a 38°C con una prueba de RT-PCR negativa

para dengue.
Areay periodo de estudio

Las muestras seleccionadas seran las almacenadas por el proyecto AFI en su
estudio donde se determina la prevalencia de fiebre causada por el virus del

dengue durante los meses septiembre-octubre del afio 2022.
Fuente de informacion.

La informacién médica para el estudio sera una fuente de informacién secundaria
de la investigacién del estudio del proyecto AFI sobre la fiebre la cual fue
recopilada por un personal clinico capacitado a través de un cuestionario y un
examen fisico, ademas de su chequeo médico rutinario. Se recolectd en primera
instancia muestra de sangre, saliva y orina, ademas de hisopados nasales para
ayudarles a determinar de una mejor manera las posibles causas de las
infecciones y/o enfermedades que provocan fiebre. También le pidi6 que
regresaran para seguimiento y toma de muestra sanguinea de 2 a 4 semanas

posteriores al primer contacto.
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Analisis estadistico

El analisis estadistico se usara el Statiscal Package for the Social Scienses
(SPSS) version 22.0 se aplicard pruebas de Kolmogorov-Smirnov para
determinar la distribucion de los datos. Los datos seran presentados utilizando
estadisticos descriptivos, medias + de las desviaciones estandar (DE) o rangos
intercuartilicos e intervalos de confianza segun corresponda. Se usard una
prueba de chi-cuadrado para comparar proporciones. Los datos continuos con
dos categorias serdn comparados mediante la prueba t de muestra
independiente. Para las observaciones repetidas se probaran utilizando la

prueba t pareada.

Criterios de inclusiéon

Criterios de inclusion del proyecto (AFI)

1. ¢ Paciente de nuevo ingreso en la UAF?

2. ¢ Usted ha estado ingresado menos de 24 horas en la UAF?
3. ¢Ingesta de antipirético antes de acudir a la UAF?

4. ;Usted ha presentado fiebre = a 38° documentada o activa al ingresar a la
UAF? (Rango 1-14 dias)

Criterios de inclusion del estudio

1. muestras positivas con dengue

2. muestras que tuvieran el serotipo 4

3. muestras que tuvieran su ficha epidemioldgica correctamente
Criterios de exclusion

1. ¢ Usted presenta fiebre = a 38°? Sl, continie No, pare.

2. ¢ El paciente entrevistado es menor de 1 afio?

3. ¢ Usted realizara algun viaje fuera de Ledn, en los préximos 30 dias?
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4. ¢ Le han realizado algun tipo de cirugia en los ultimos 7 dias?

5. ¢Usted, presenta algun tipo de incapacidad fisica, mental o emocional para

dar su consentimiento?

Prospectos de las pruebas

-Proteinas Totales (prueba colorimétrica fotométrica por proteinas totales)
Preparacion de los reactivos:

RGT Y STD estan listos para su uso y son estables aun después de abiertos

hasta su fecha de caducidad cuando son almacenados de 2... 25 °C.
Muestra:
Suero

Esquema de pipeteo

Pipetear en las cubetas | Blanco de reactivo Muestra / STD
Muestra/ STD - 20ul
RGT 1000 ul 1000 ul

Mezclar, incubar por 10 minutos, de 20...25°C. Medir la absorbancia de la

muestra y del STD frente al blanco de reactivo dentro de 30 minutos. (AA)

Valores de referencia

Bebes con nacimiento normal 4.6—-7.09/dlo 46— 70 g/l

Nifios de 3 afios y adultos 6.6 — 8.7 g/dl 0 66 — 87 g/l

-Calcio (prueba fotométrica colorimétrica para calcio método CPC)
Preparacién de los reactivos

Aflada RGT a un volumen igual de BUF segun se requiera, mezcle y de reposar

por 30 minutos a temperatura ambiente antes de su uso.

Los reactivos y el patron son estables aun después de abiertos hasta su fecha

de caducidad cuando son almacenados de 2... 25 °C.

Muestra:
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Suero

Esquema de pipeteo

Pipetear en las cubetas | Blanco de reactivo Muestra / STD
Muestra/ STD - 20ul
Reactivo de trabajo 1000 ul 1000 ul

Mezclar y medir la absorbancia de la muestra. (AAmuestra) y del patron (AAstandar)

contra el blanco reactivo en un lapso de 5 a 30 minutos

Valores de referencia:

Suero/plasma: 8.1 — 10.4 mg/dl 0 2.02 — 2.60 mmol/|

-Albamina (prueba fotométrica colorimétrica para albumina método BCG)

Preparacién de los reactivos

RGT y STD estan listos para usar

Estabilidad de los reactivos

RGT y SDT son estables hasta su fecha de caducidad cuando son almacenados
de 2... 25 °C. Después de abiertos debe evitarse la contaminacion

Muestra:

Suero o plasma con EDTA o heparina

Esquema de pipeteo

Pipetear en las cubetas | Blanco de reactivo Muestra / STD
Muestra/ STD 10ul
RGT 1000 ul 1000 ul

Mezclar e incubar por 5 minutos de 20 a 25°C, medir la absorbancia de la
muestra y del estandar frente al blanco de reactivo antes de 30 minutos (AA)

Valores de referencia

3.8-5.1g/dlo38-514gll
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OPERALIZACION DE VARIABLES

Variable Definiciéon Dimensioén Indicador | Valor
operacional
Edad Tiempo que AfRos Numeérico
ha vivido una
persona u otro
ser Vivo
contando
desde su
nacimiento.
Sexo condicion Fenotipo Masculino
fisica que _
_r Femenino
distingue
hombres y
mujeres
Procedencia | Lugar de | Espacial Area Urbana
origen
Rural
Ocupacion Actividad o | Trabajo Tipo Estudiante
trabajo  que Ama de casa
realiza la
Pensionado
persona
encuestada. OﬁCina, maestro,
trabajador de la salud.
Comerciante.
Otros.
Escolaridad Nivel de | Educacion Preescolar
educacion o
i Primaria
mas alto que
Secundaria
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Variable Definicion Dimensién Indicador | Valor
operacional
una persona Universitario
ha terminado ,
Anafabeltizado
Sintomas Aumento Fiebre Presencia | Si
clinicos temporal de la
No
temperatura
del cuerpo por No sabe
encima de
38°C
Sensacién de | Escalofrio Presencia | Si
frio intensa vy
_ No
repentina
acompanada No sabe
de ligero
temblor del
cuerpo
Es la pérdida | Pérdida de peso Presencia | Si
del 5% de su
No
peso corporal
normal No sabe
durante 6 — 12
meses
Flujo excesivo | Rinorrea Presencia | Si
0 drenaje de
Lo No
liquido claro o
mucoso de la No sabe
nariz
Cuando no | Tos seca Presencia | Si
hay
L, No
expectoracion.
No sabe
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Variable Definicion Dimension Indicador | Valor
operacional
Tos Tos productiva Presencia | Si
acompanada
No

de mocos o
flemas No sabe
Expectoracion | Esputo Presencia | Si
de moco | sanguinolento

) No
sanguinolento
de los No sabe
pulmones

Irritacion de la | Dolor de garganta | Presencia | Si

garganta que

No
a menudo
empeora  al No sabe
tragar
Dificultad Disnea Presencia | Si
respiratoria 0

] No

falta de aire

No sabe
Expulsién Vémito Presencia | Si
violenta por la

No
boca de lo que
esta contenido No sabe
en el
estbmago
Tres o mas | Diarrea Presencia | Si
evacuaciones
) ) No
intestinales
liquidas en 24 No sabe
horas
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Variable Definicién Dimensioén Indicador | Valor
operacional
Dolor continuo | Dolor abdominal Presencia | Si
en el abdomen
No
No sabe
Sensacion Dolor al orinar Presencia | Si
dolorosa al
) No
orinar
No sabe
Cantidad de | Disminucién de la | Presencia | Si
orina menor a | orina
No
lo normal
No sabe
Dolor opresivo | Dolor de cabeza Presencia | Si
en perimetro
i No
del craneo
No sabe
Estado de | Letargia Presencia | Si
somnolencia
No
anormal
No sabe
Alteracion Convulsiones Presencia | Si
repentina e
, No
incontrolada
de la actividad No sabe
eléctrica  del
cerebro
Molestia  en | Dolor articular Presencia | Si
una
. ., No
articulacion
No sabe
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Variable Definicion Dimensién Indicador | Valor
operacional
Molestia en un | Dolor muscular Presencia | Si
musculo
No
No sabe
Apariciébn de | Rash Presencia | Si
una erupcion
. No
cutanea
No sabe
Alteracion que | Alergias Presencia | Si
se produce en
_ No
el sistema
inmunoldgico No sabe
por extrema
sensibilidad
del organismo
Inflamacion o | Conjuntivitis Presencia | Si
infeccién de la
o No
conjuntiva
No sabe
Dolor Dolor retro orbital Presencia | Si
alrededor o
. . No
detras del ojo
No sabe
Afeccion que | Dolor de oido Presencia | Si
puede
No
aparecer en
cualquier No sabe
parte del oido
ya sea
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Variable Definicion Dimensién Indicador | Valor
operacional
inflamacién
por infeccion
Cuando no es | Sordera Presencia | Si
capaz de oir
. No
tan bien como
una persona No sabe
cuyo sentido
del oido es
normal
Derrame de | Epistaxis Presencia | Si
sangre
) No
proveniente
de vasos No sabe
sanguineos
ubicados en la
nariz
Trastorno en | Perdida del gusto Presencia | Si
el que la
No
persona
pierde el gusto No sabe
Incapacidad Pérdida del olfato Presencia | Si
de detectar los
No
olores
No sabe
Calcio iénico | Calcio libre no | Concentracibn de | Ca++ = Pl | Numérico en mg/dl
_ unido a | calcio (6x Ca)-3
Teorico .
proteinas (PT+6)=
mg/d|
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Variable Definicion Dimensién Indicador | Valor
operacional
Calcio sérico | Concentracion | Concentracion de | Resultado | Numérico en mg/dl
del lon calcio | calcio de
| Los valores normales van
en suero laboratorio
de 8.5 a 10.5 mg/dL
Hipocalcemia | Concentracién | Concentracion de | Resultado | < 4.8
Caionizado | del lon calcio | calcio i6nico en |de
> 4.8
en suero suero laboratorio
Valor de referencia 4.8 a
5.3 (mg/dl)
Albumina Concentracién | Concentracion Resultado | Numérico en g/dl
de albumina | sérica de albumina | de _
_ | Valor de referencia:
en suero laboratorio
3.8-5.1 g/l
Proteinas Concentracién | Concentracion Resultado | Numérico en g/dl
Totales de proteinas | sérica de proteinas | de .
_ | Valor de referencia:
totales en laboratorio
suero

6.6 — 8.7 g/dI
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8. RESULTADOS

Durante el periodo de estudio septiembre — octubre 2022, fueron enrolados en el
proyecto AFI un total de 147 pacientes con fiebre aguda en el Hospital Escuela
Oscar Danilo Rosales Arguello, de estos estudiamos un total de 43 casos
positivos para dengue confirmados por RT-PCR Trioplex y 45 controles que

presentaban fiebre aguda por otras causas.

Tabla N°1: Caracteristicas socio-epidemioldgicas de la poblacion en

estudio.
Casos Controles
F % F %
Sexo Femenino 15 35 20 44
Masculino 28 65 25 56
Procedencia Urbano 38 88 43 92
Rural 5 12 3 8
Preescolar 0 0 4 9
Escolaridad Primaria 32 74 19 42
Secundaria 5 12 3 7
Universitario 5 12 15 33
Analfabeto 1 2 4 9
Estudiante 27 63 23 51
Ama de casa 3 7 6 13
. . Pensionado 1 2 0 0
Oficio/Profesion .
Oficina/maestro/sector
2 5 5 11
salud
Comerciante 2 5 4 9
Otros 8 19 7 16
Promedio DE Promedio DE
Edad 21 12.8 23 17.8

Dentro de las caracteristicas socio epidemiolégicas de la poblacién en estudio
se encontro lo siguiente: En cuanto al sexo, hubo un predominio del sexo
masculino 28 (65%) en los casos y 25 (56%) en controles, distribuidos en un
porcentaje similar en ambos grupos. En cuanto a la procedencia, la urbana
obtuvo el predominio con 38 (88%) para los casos y 43 (92%) para los controles.
La mayoria de los casos tenian un nivel de educacion primaria con 32 (74%) y

en los controles con 19 (42%) y seguido de Universitario con 15 (33%).
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La profesion predominante en los casos fue estudiante con 27 (63%) y también
en los controles con 23 (51%). El promedio de la edad para los casos fue de 21
con una desviacién estandar de 12.9 en cambio los controles tuvieron un

promedio de 23 y una desviacion estandar de 17.8.

Tabla N°2: Asociacion de los sintomas clinicos en los casos y controles.

Hallazgos Clinicos Casos Controles P
N % N %
Escalofrios  Si 37 86 33 73 0.139
No 6 14 8 27
Rinorrea Si 6 14 34 76 <0.001
No 37 86 11 24
Tos seca Si 3 7 20 44 <0.001
No 40 93 25 56
Dolor de Si 39 91 32 71 0.020
cabeza No 4 9 13 29
Dolor Si 29 67 21 47 0.049
articular No 14 33 24 53
Dolor Si 27 63 22 49 0.189
muscular No 16 37 23 51
Rash Si 6 14 0 0 0.009
No 37 86 45 100
Dolor Si 21 49 13 29 0.045
retroorbital  No 22 51 32 71
Epistaxis Si 6 14 0 0 0.009
No 37 86 45 100
Tos Si 2 5 26 58 <0.001
productiva  No 41 95 19 42
Vomito Si 7 16 11 24 0.343
No 36 84 34 76
Diarrea Si 10 23 11 24 0.896
No 33 77 34 76

En relacion con los hallazgos clinico de los casos y controles los sintomas mas
frecuentes en los casos son: escalofrios, dolor de cabeza, dolor articular, dolor
muscular, el rash y epistaxis fueron sintomas especificos. Se encontro diferencia
estadisticamente significativa en la presencia de dolor de cabeza (p 0.020), dolor
articular (p 0.049), dolor retroorbital (0.045), rash (p 0.009) y epistaxis con (p
0.009), en este sintoma seria bueno clasificar la etapa de la enfermedad si es

con o sin signos de alarma para estudios posteriores.
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Tabla N°3: Asociacion entre la Concentracion de Parametros Bioquimicos
en los casos y controles.

Parametros Casos Controles 5
Bioquimicos Promedio DE Promedio DE
Ca. Total 9.8 0.934 10.2 1.138 0.057
Ca. 16nico 4.1 0.603 4.0 0.544 0.371
Proteinas Totales 7.8 1.613 8.7 1.553 0.011
Albumina 4.7 0.583 45 0.577 0.082

Al comparar las medias de las concentraciones de los pardmetros bioquimicos
se encontrd diferencias significativas en los niveles de proteinas totales entre los
casos y controles (p 0.011), mostrando disminucion de los promedios de
Proteinas en los casos (7.8 g/dl) en comparacion con los controles (8.7 g/dl). La
evaluacién de los otros pardmetros no mostro diferencia estadisticamente

significativa entre casos y controles.
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Gréafico N° 1. Frecuencia de Hipocalcemia en los pacientes con enfermedad
febril.

Frecuencia de Hipocalcemia en los pacientes en
estudio.

100% .
90% 87.50% 81.60%

80%
70%
60%
50%
40%
30%
18.40%
20% 12.50%
10%
Calcio Total Calcio lonico

EBajo = Normal

Los resultados de Calcio Total y Calcio l6nico se evaluaron en grupos con la
finalidad de ver la frecuencia de hipocalcemia en los pacientes estudiados,
cuando se analiz6 el Calcio Total se pudo ver que la hipocalcemia se presentd
unicamente en el 12.5% de la poblacion, sin embargo cuando se analizé el Calcio
I6nico se pudo observar que el 81.6% de los pacientes presentaban niveles bajos
de Calcio I6nico.
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Grafico N°2. Niveles de Calcio Total entre Casos y Controles.
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Se analizaron los niveles séricos de calcio total entre los dos grupos de
comparacién, la media de calcio total en los casos fue de 9.8 mg/dl, mientras que
en el grupo control fue de 10.2 mg/dl, las medias de calcio total se encuentran
dentro de los valores de referencia, no se encontré diferencia entre los niveles

de calcio total entre casos y controles (P=0.057).
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Gréafico N°3. Niveles de Calcio lonico segun Casos y Controles.
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De igual manera se analizaron los niveles de Calcio I6nico entre los casos y
controles, el calculo del Calcio lénico se realizé en base a la correccidon con las
Proteinas Totales, no hubo diferencia entre las medias de Calcio I6nico entre

casos y controles (P=0.371).
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Tabla N°4a. Asociacion entre la sintomatologia clinica y los niveles de

Calcio Total.
Calcio Total
Sintomas P
Bajo Normal

Si 5 25

Rinorrea 0.458
No 3 31
Si 2 12

Tos Seca 0.563
No 6 44
Si 3 17

Tos Productiva 0.697
No 5 39
Si 8 44

Cefalea 0.563
No 0 12
Si 4 33

Artralgia 0.712
No 4 23
Si 4 22

Dolor Retro-orbital 0.705
No 4 34
Si 1 4

Rash 0.497
No 7 52
Si 0 5

Epistaxis 1.00
No 8 51
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Tabla N°4b. Asociacién entre la sintomatologia clinica y los niveles de
Calcio lonico.

Calcio Iénico
Sintomas P
Bajo Normal

Si 35 4

Rinorrea 0.099
No 36 12
Si 18 5

Tos Seca 0.754
No 53 11
Si 25 2

Tos Productiva 0.132
No 46 14
Si 58 13

Cefalea 1.00
No 13 3
Si 39 11

Artralgia 0.406
No 32 5
Si 25 9

Dolor Retro-orbital 0.158
No 46 7
Si 3 3

Rash 0.073
No 68 13
Si 6 0

Epistaxis 0.587
No 65 16

Se analizaron la sintomatologia clinica que pudiera estar asociada a la
disminucion de los niveles séricos de Calcio Total en los pacientes del estudio.
Se analizaron sintomas como Rinorrea, Tos seca, Tos productiva, epistaxis,
cefalea, artralgia entre otros, las pruebas de Chi cuadrado no mostraron
asociacion entre los sintomas presentados y la disminucion de los niveles de
Calcio Total, mostrando individualidad entre cada variable, el hecho de tener
cefaleas o0 artralgias no estaria influenciando la disminucion de las

concentraciones de calcio. En los andlisis no se presenta a la fiebre debido a que
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la fiebre se tomé como uno de los criterios de seleccién del proyecto AFI, si bien
es cierto la fiebre como indicador del proceso infeccioso agudo que pudiese estar
relacionado con la disminucion del calcio, no pudo ser evaluado debido a que el
100% de los pacientes presentaban fiebre. De igual manera los analisis de
asociacion para el calcio I6nico no mostraron asociacion estadisticamente

significativa. Ver Tabla 4a 'y 4b.
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9. DISCUSION
Se disefid un estudio de casos y controles usando la base de muestras de

pacientes del proyecto Acute Febrile Infections (AFI). En el cual se utilizaron
pacientes con diagnoéstico de dengue serotipo 4 y pacientes con fiebre de otra
causa etioldgica, se analizaron la frecuencia de hipocalcemia asociada a los

casos de dengue.

El presente estudio de casos y controles se disefid en base a tener una
estructura homogénea en la poblacién en estudio, donde la cantidad de casos
en relacion con los controles fueran similar, esto debido a que las posibles
asociaciones no fueran influenciadas por las variaciones en la demografia de la
poblacion. Una edad media de 21 afios en casos y de 23 en controles, de

procedencia urbana y del sexo masculino.

Se presentaron sintomas clinicos que si se asociaron a ser mas frecuentes en
los pacientes casos que en los controles, dentro de ellos se muestran: rinorrea,
tos seca, cefalea, artralgias y rash. Si bien es cierto algunos de estos sintomas
no son muy tipicos de los casos de dengue, sin embargo la fiebre como criterio
de base y el rash son de los principales sintomas encontrados en los casos de
dengue, sumado a esto la cefalea y la artralgia, en conjunto con los hallazgos de
laboratorio mas clasicos del dengue, como lo es la disminucién de las plaquetas,

ya sea dengue sin signos de alarma o en los casos de dengue hemorragico.

No hubo diferencia entre las medias de los niveles de calcio total entre casos y
controles, tampoco se evidencio una alta frecuencia de hipocalcemia tomando
en cuenta el calcio total. Sin embargo, al analizar los niveles de calcio iGnico se
puede observar una media para casos y controles similares, alrededor de 4.1
mg/dl, cifras que se consideran por debajo del limite de referencia. El hecho de
notar una diferencia al evaluar calcio total y calcio iénico puede atribuirse a la
concentracion de proteinas presentes en la muestra, debido al estado

inflamatorio que cursan los pacientes.

La frecuencia de hipocalcemia en base a los niveles de calcio i6nico fue de
81.6%, estos datos son comparables a lo reportado por Bunnag T, en 2011,
donde se obtuvo hipocalcemia en 80% de los casos que presentaban dengue,

sin embargo, la hipocalcemia en estos pacientes era severa, ya que este grupo
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de pacientes falleci6 a causa de la gravedad de la enfermedad, de igual manera
en el grupo de pacientes que se recuperd, se mostraron altas frecuencias de
hipocalcemia (83.3%) (7)

De la misma manera cuando comparamos los resultados obtenidos con lo
reportado en Sri Lanka en 2019, se ven resultados similares, no se mostraron
diferencias en los niveles de calcio entre los positivos y los negativos, ademas
gue son comparables los valores obtenidos de calcio, en ese estudio fueron entre
9.1y 9.6 mg/dl, los cambios en los niveles pueden ser atribuibles a la variacion
debido a los dias de infeccién, a mas dias de haber empezado el proceso
infeccioso hay una mejoria clinica y por ende no se aprecian variaciones

importantes en los niveles de calcio. (8)

Evaluando los datos reportados en 2020, en la ciudad de Bangkok por Kesavan
S, se puede observar que los niveles de calcio sérico no muestra diferencia entre
los casos positivos de dengue sin signos de alarma y los grupos negativos, la
media de calcio en este estudio fue de 9.27 mg/dl|, estos datos son similares a
los obtenidos en el presente estudio donde no se encontr6 diferencia en los
niveles de calcio total en casos y controles, sin embargo un dato contrario a lo
encontrado es la diferencia en los niveles de calcio del grupo de dengue sin
signos de alarma y el grupo de dengue grave reportados en Sri Lanka, donde si
se evidencio una diferencia estadistica, llegando a tener medias de calcio de 7.6
mg/dl. Es notable la diferencia cuando se comparan dos grupos de casos de
dengue, debido a que la gravedad de la enfermedad esta relacionada con un
descenso significativo de los niveles de calcio, ya sea por la fuga capilar que hay
a nivel de los vasos sanguineos, o a causa de la utilizacion del calcio a nivel

intracelular como sefalizador de los procesos de comunicacion. (9)

En el mismo sentido se evaluan los datos reportado por Gulshan K en 2022,
donde se evidencia los cambios en los niveles de calcio cuando se compara la
gravedad de las infecciones por dengue, en este estudio se reportan niveles de
calcio menores a 8 mg/dl cuando se presentaban casos de shock por dengue.
Ahora bien la gravedad de la enfermedad no es serotipo especifica, depende de

muchos factores propios del virus asi como también de factores del huésped, y
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también de un proceso mediado por anticuerpos que facilita la entrada del virus

a la célula, generando un proceso infeccioso méas grave.

En relacion a la asociacion entre la sintomatologia presente en los pacientes en
estudio y la disminucién de los niveles de calcio, no se pudo encontrar
asociacion, esto debido a que no los sintomas son independientes de los

cambios bioquimicos que pueda presentar cada paciente.

Dentro de las limitaciones presentes en el estudio, una de las principales es la
cantidad de casos positivos que se presentaron en la etapa de recoleccion de
datos, a esto se le puede sumar que se present6 un periodo donde solo circulo
el serotipo 4 de dengue, de esta manera la no circulacion de los otros serotipos
puede haber influenciado la diferencia en la gravedad de los casos de dengue,
ya que en los casos presentes no se reportaron casos de dengue con signos de
alarma, ni casos de shock por dengue, esto afectaria mucho la disminucién

marcada de calcio que se podria haber presentado.

pag. 66




.
”ffé? Anélisis de hipocalcemia en muestras de pacientes con infeccion viral por Dengue serotipo 4

10. CONCLUSIONES.

RS

% Las caracteristicas socio-epidemiologicas presentes entre casos Yy
controles fueron: pacientes del sexo masculino, de la zona urbana de la
ciudad, con un nivel académico promedio de estudios primarios, eran
estudiantes y un promedio de edad entre los 21 a 23 afos

respectivamente.

% Los sintomas clinicos asociados a los casos de dengue fueron: Rinorrea,
tos seca, tos productiva, cefaleas, artralgias, dolor retroorbital, rash y

epistaxis.

% La media de los niveles de calcio total en los casos fue de 9.8 mg/dl y en
los controles fue de 10.2 mg/dl, no se encontrd diferencia entre casos y
controles. La media de los niveles de calcio idnico fue de 4.1 para el grupo

de casos y de 4.0 para controles.

% La frecuencia de hipocalcemia fue de 81.6% en base a la evaluacion del

calcio iénico

% No se encontrd asociacion estadistica entre los sintomas clinicos y los

niveles bajos de calcio total y de calcio idnico.
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11. RECOMENDACIONES.
A futuros investigadores.

X/
L X4
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Realizar estudios similares donde puedan aumentar la cantidad de
pacientes positivos.

Realizar estudios prospectivos donde se evalian mayor tiempo la
circulacion de casos de dengue con la finalidad de evaluar los distintos
serotipos de dengue.

Realizar estudios donde evallen otros marcadores bioquimicos de

severidad de los casos de dengue.

Realizar campafias de concientizacién a la poblacion acerca de la
importancia del dengue y poder realizar estudios de tipo KAP parta

evaluar la perspectiva de las personas hacia la enfermedad.
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13. ANEXOS.
Ficha de recoleccion de informacion.
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Antecedentes Epidemiolégicos
[} Admitido [] Ambulatorio
EDAD
SEXO OF

COm

Residencia: Urbano_ Rural _ Km del Hospital

Ocupacion:

H Desempleado [7] Vendedor ambulante

[7] Ama de casa [} Empleada domestica

[] Obrero industrial  [_] Obrero agricola

[] Estudiante [] Ejercicio profesional [] Artesano
|:| Empresan'crlj Comerciante |:| Pensionado
|:| Discapacitado |:| Conductor

[] Oficina/maestroftrabajador de salud

|:| MNo &scuelal:l Mo trabaja |:| Dtros

Educacion:  Tache el ultimo afioc Completado

Analfabeto: Si_ No
Alfabetizado: S5i _ Mo

1. Ha participado usted o algun familiar antes en el estudio:
Paciente: 5i  No  Fecha: [/ [




Familiar 5i __ Mo __ Fecha: _/ [

2.

5.

Ha tenido contacto con alguien que ha tenido una enfermedad similar en el pasado:
Si_ Ne__

Hace cuanto tiempo: semanas

Ddnde: Casa ___ Trabajo o escuela

Otro

Ha viajado fuera de Ledn en los dltimos 30 dias: Si__ Mo___ Inseguro
Donde:

Fecha: I

Ha tenido otra enfermedad con fiebre en los dltimes 30 dias (si la respuesta es Mo pasara
la pregunta N°7): Si__ MNo__

Fecha: __ / [  Inseguro___
Cual:
Visito al médico en el pasado por la misma enfermedad: Si__ MNo___

6. Uso antibidgtico en el pasado para tratar la enfermedad:

Si__ No___

7. Cocinan con lefia en su casa: Si Mo

Parentesco:

8. Fuma o ha fumado en el pasado:
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Si, sifumo___ Si, deje de fumar___
Cantidad en cigarrillos diarios:

Por cuantos afios:

Mo, nunca fume
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9 Usted padece de asma: 5i_ Mo

10. Usted padecié o padece tuberculosis:
Mo Si, sin tratamiento
Si, con tratamiento Tuve

11.  Usted fue diagnosticado con Covid-19 por algin personal de salud en el pasado:
Mo  Sospechoso S5i
Fecha: [ [
12. Usted ha recibido la vacuna contra el Covid-19:
Mo Si_
Primera Dosis Fecha: o

Segunda Dosis Fecha: [/

13. Ha recibido la vacuna contra el Dengue:
Mo  Si_ Fecha: [ [

14.  Ha recibido la vacuna de la Influenza este afio:
Mo  5i Nunca

<1 afio =1 afio

15. Ha recibido la vacuna del Neumococo:
Mo Si Inseguro

16.  Ha recibido la vacuna Haemophilus influenzae:
Mo 5i  Inseguro

17.  ;iCuantos cordobas gasto en medicina antes de ir al centro de salud?
Cordobas
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Resultados de examenes:
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1. Malaria: 5i__ MNo_  Resultado:
2 ¥IH:5i_ No__  Resultado:
3. BHC:5i__ Mo ___
Globulos rojos: Hematoorito: % Hemaoglobina: _ WCM: _ Globulos blanco:
Meutrofilos: _ Celulss enbanda: _ Eosindfiles: _ Basofiles: _ Linfooites:
Monocitos: _ Plaguetas: Blastos:
Tiempos: TP:_ TPT: __ INR: __
5. Quimica Sanguinea:
TGO: TGP: ___ Cresfinina: Glucosa: Bifirrubina Totak:
Bilirubina Dir=cta: Bilirubina Indirecta: Amilasa: Lipasa:
CPK: CK: Ur=a: BUIMN: LOH: Fosfatasa slealing: _
Protzinas totales: Albwmina: Globulina: __ Relacion albumina Globulina:
Colestenol: Trigliceridos: HDOL: LOL: WLDL:
Caleioc Saodiac Potasio: Clora: Magnesio:
6. EGO: Si_ MNo_
Examen Macroscopico:
Color:
Aspecto:
Examen Cuimico:
Urobilinogemo: Glucosa: Bilirmubdina:
Cuerpr Cetonicos: Diensidad: pH: _  Sangre:

Proteinas: Mitritos:

Examen Microscopicos:

Celulas epitelisles: X

Campo Mucosos:
Globulos Blancos: X

Campo Levaduras:
Globulos Rojos: X

Campo Crstales:
Bacterias: X Campo Cilindros:
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Consentimiento Informado

CODIGO DE PACIENTE FECHA _/ / INGRESADO POR REVISADO
PorR

FORMULARIO DE INFORMACION, CONSENTIMIENTO Y AUTORIZACION DE PRIVACIDAD PARA
PARTICIPANTES EN PROYECTO DE INVESTIGACION (Casos).

Titulo de protocolo:  ESTUDIO DE FIEBRE
Patrocinador: UNC- Chapel Hill / DUKE University

Investigador principal: Dr. Filemén Bucardo/ Dr. Aravinda de Silva/ Dr. Armando
Matute/ Dra. Megan E. Reller

Fecha: Febrero 2021
Estimado participante:
Lo que debe saber sobre el presente estudio:

e Se le ha pedido participar en este estudio, porque usted o su hijo () tiene sintomas de
fiebre.

e Lainvestigacion solamente incluyen personas que estan de acuerdo en participar. En
el consentimiento informado se explica lo que usted necesitard saber y hacer. Por
favor tomese todo el tiempo necesario para leerlo cuidadosamente. No dude en
realizar preguntas en cualquier momento sobre algln aspecto que no comprenda.

e Es de naturaleza voluntaria. Su decision de participar en el estudio no implica, que
usted no puede cambiar de opinién mas adelante o en cualquier momento; si asi lo
hiciese no habré ninguna sancién o pérdida de beneficios.

e Elequipo investigador le brindara cualquier tipo de informacion nueva o cambios que
se realicen durante el estudio y que pueda afectar su decision de continuar
participando. La palabra “usted” en este formulario de consentimiento se referira tanto
a su persona, como a su hijo(a) en el periodo de la investigacion.

¢Por qué se esté realizando ésta investigacion?

e Lafiebre asociada con otros malestares causantes de muchas enfermedades pueden
ocasionar la muerte.

e Las causas de fiebre difieren en cada regién, climay grupo de edad. Ademas algunas
requieren de tratamiento y medicacién urgente, mientras que otras no ameritan
tratamiento especifico.
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e Esta investigacién se estd realizando para entender mejor las causas de las
enfermedades asociadas con fiebre en Nicaragua.

e Elconocer las causas mayores de fiebre en nifios y adultos, nos ayudara a determinar
las posibles enfermedades que los afectan y orientar a un mejor tratamiento y
enfoque de las personas en cuanto a prevencion y cura de dichas enfermedades.

¢ Cuéntas personas participaran en el estudio?
e Serdn enrolados 1200 pacientes cada afilo mayor o igual a 1 afio de edad.
¢ Qué implica su participacion en este estudio?

Si usted esta de acuerdo en participar en el estudio, se le solicita firmar este formulario
de consentimiento informado. Posteriormente, se realizard un chequeo médico rutinario
en la unidad de salud (hospital HEODRA, Centro de Salud Perla Maria Norori y Centro
de Salud Felix Pedro Picado) y se colectara informacion sobre su historial médico, se
realizara un examen fisico, toma de muestra de sangre, saliva, orina e hisopado nasal y se
tomara una segunda muestra sanguinea de 2 a 4 semanas después.

PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO SOBRE LA FIEBRE

La informacion médica para el Estudio de Investigacion sobre la Fiebre sera recopilada
por un personal clinico calificado a través de un cuestionario y un examen fisico, ademas
de su chequeo médico rutinario.

Si usted esta de acuerdo en participar en el estudio, necesitaremos recolectar en primera
instancia muestra de sangre, saliva y orina, ademas de hisopados nasales para ayudarnos
a determinar de una mejor manera las posibles causas de las infecciones y/o enfermedades
que provocan fiebre. También le pediremos que regrese para seguimiento y toma de
muestra sanguinea de 2 a 4 semanas posteriores al primer contacto.

Procedimientos de Investigacion: PRIMERA CONSULTA

e Una flebotomista experimentada (Enfermera o Bioanalista Clinico) tomara
muestras de sangre, saliva, orina e hisopado nasofaringeo. Se tomara de una
vena de su brazo aproximadamente de 10 a 40 ml (%/3 a 2 Y3 cucharadas)

o Paralos participantes de 1 a 4 afios de edad, se les tomara cerca de 10
ml (%/3 cucharadas).

o Paralos participantes de 5 a 9 afios de edad, se les tomara cerca de 15
ml (1 cucharada).

o Paralos participantes de 10 a 15 afios de edad, se les tomara cerca de
20 ml (1 Y3 cucharada).

o Paralos participantes mayores de 15 afios de edad, se les tomara cerca
de 40 ml (2 %/3 cucharadas).

e Las muestras de sangre para analisis de rutina se obtendran en el laboratorio.

e Setomaran muestras de saliva a los nifios a través de frotis con hisopos o bulbo
estériles para ser luego colocados dentro de un envase esterilizado para
transportarlo y en los adultos las muestras de saliva y orina seran recopiladas
en frasco estériles recolectores de muestras.
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Se tomaran hisopos nasales a todos los participantes.

Los resultados de algunos examenes de sangre estaran disponibles para ayudar
asumédico a diagnosticar y tratar su enfermedad. Sin embargo, los resultados
de otros exdmenes, para los cuales no son utilizados para dar tratamiento
médico rutinario y no se realizan normalmente en Nicaragua, no estaran
disponibles ni para usted ni para su médico. Estos examenes nuevos, puede
tomar meses conocer los resultados, y todavia no son de uso habitual, ni en
otros paises extranjeros, ademas estamos estudiando como funcionan. Por lo
tanto, los examenes de esta investigacion pueden ser de utilidad para entender
las causas de la fiebre en su comunidad y puede ayudar a pacientes como usted
en el futuro.

La informacion obtenida a través de su chequeo médico habitual durante esta
consulta puede ser utilizada en éste Estudio de Investigacion de la Fiebre.

Procedimientos de Investigacion: SEGUNDA CONSULTA (2 a 4 semanas después
de la primera consulta):

Recolectar informacion para saber si usted ha mejorado completamente o no.
Hacer un breve examen fisico si es necesario.
Extraer muestras de sangre. La cantidad total de sangre tomada de una vena
de su brazo para estos examenes de investigacion serd aproximadamente de
10240 ml
o Paralos participantes de 1 a 4 afios de edad, se les tomara cerca de 10
ml (%/3 cucharadas).
o Paralos participantes de 5 a 9 afios de edad, se les tomara cerca de 15
ml (1 cucharada).
o Para los participantes de 10 a 15 afios de edad, se les tomara cerca de
20 ml (1 Y3 cucharada).
o Paralos participantes mayores de 15 afios de edad, se les tomara cerca
de 40 ml (2 %/3 cucharadas).

Su participacién en el estudio completo no durard mas de treinta (30) dias, a partir del
inicio del mismo y solamente incluira estas dos consultas médicas. El tiempo estimado
de su participacion sera de aproximadamente dos horas en cada consulta.

¢ Cuédles son los riesgos del estudio?

Los riesgos de participar en el presente estudio son minimos e incluyen lo siguiente:
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o Toma de muestras de sangre:

v’ Lainsercion de la aguja puede causar molestia temporal.

v Un pequefio hematoma se puede formar en el area, donde se inserte la
aguja en la vena seleccionada.

v En casos excepcionales, puede ocurrir infecciobn o desmayo
(hemofobia).

o Toma de muestra respiratoria (hisopado nasal):

v Podria producir molestias temporales como: lagrimeo y deseo de
estornudar.
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¢Hay beneficios al participar en el estudio?

e Los resultados que se obtengan de todos los examenes de sangre tomados para los
propoésitos del presente estudio, estaran disponibles y seran compartidos con su
médico y pueden contribuir para las decisiones que se tomen al respecto del mejor
tratamiento para curar su enfermedad.

e Su participacion en el estudio, puede en el futuro mejorar el tratamiento de las
enfermedades asociadas a fiebre en Nicaragua a través del optimizamiento de los
examenes de laboratorio

¢ Cudles son sus opciones si no desea participar en el estudio?

e No es necesario gque usted participe en este estudio para recibir su atencion médica o
tratamiento habitual. Si usted no participa en el estudio su atencion médica no sera
afectada. Todos los exdmenes prescritos por su médico que habitualmente se proveen,
estdn disponibles independientemente de su participacion en los examenes del
presente estudio.

¢Le costara algo participar en el estudio?

e Las pruebas y examenes médicos que no conllevan un propdésito de investigacion son
considerados parte de su atencion médica habitual y no serdn asumidos por este
estudio.

e Todas las pruebas realizadas a usted y su familia como parte de este estudio de
investigacion (examenes adicionales de sangre y una segunda consulta médica) se
proveeran sin ningun costo tanto para usted y como para el hospital.

¢ Cuanto se le retribuird si participa en el estudio?

e Se le daré una pequefia cantidad de dinero (aproximadamente de 200 cérdobas) una
vez gue acuda a la segunda toma de la muestra y consulta de seguimiento en el area
de Microbiologia de la UNAN-Ledn, para compensar los gastos de transporte y por
su tiempo invertido. (2 a 3 horas de trabajo).

¢Puede retirarse del estudio antes de tiempo?

Es posible que usted esté de acuerdo en participar en el estudio ahora y posteriormente

cambiar de opinién. En este caso, su decision no tendra ningln efecto en su atencion
médica habitual. Si desea no continuar participando en el estudio, por favor llame al
responsable de la investigacién y principal investigador, Dr. Filem6n Bucardo
(89040938) y/o Dr. Armando Matute (88501291) y/o a las oficinas del Departamento de
Microbiologia 2311-2947 o bien o escriba a fbucardo@cm.unanleon.edu.ni o
armando.matute@cm.unanleon.ni

¢Por qué puede ser retirado del estudio?

Es posible que se le retire del estudio prematuramente si decidimos finalizar la
investigacion antes del tiempo planificado.

¢ Qué otros aspectos debe saber sobre el estudio?
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El Comité de Etica de la Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua, Le6n (UNAN-
Ledn) protege los derechos y el bienestar de las personas que participan en estudios de
investigacion. Usted puede contactar al presidente del Comité de Etica de la Facultad de
Medicina de la UNAN-Leon a los teléfonos 2311-2947 si tiene preguntas acerca de sus
derechos como participante o si siente que no ha sido tratado convenientemente. También
puede llamar a éstos teléfonos: Dr. Filemon Bucardo (89040938) y/o Dr. Armando
Matute (88501291), por cualquier otra inquietud o preocupacién acerca de esta
investigacion.

¢Se requerira que otros profesionales de la salud que le han atendido provean
informacidn sobre su salud a los investigadores de este estudio?

e Como parte del estudio los investigadores pueden pedir informacidn sobre su historial
médico a los profesionales de la salud que le han atendido en el hospital y unidad del
centro de salud autorizado. Le pediremos a estos médicos que nos provean
informacidn sobres sus consultas recientes por problemas de fiebre lo cual incluye,
historial médico, exdmenes fisicos, y los resultados de examenes de laboratorio y
rayos X.

¢ Qué debe hacer si tiene preguntas sobre el estudio?

Por favor, llame al responsable de la investigacion y principal investigador, Dr. Filemén
Bucardo (89040938) y/o Dr. Armando Matute (88501291) o escribale al correo
electronico fbucardo@cm.unanleon.edu.ni 0 armando.matute@cm.unanleon.edu.ni Si no
puede contactarle o desea contactar a alguien mas, llame al Presidente del Comité de Etica
de la Facultad de Medicina de la UNAN-Leon (2311-4675).

¢, Seré su informacion tratada de manera privada?

Toda la informacién del estudio que le identifique serd manejada confidencialmente tal
y como lo ordena la ley. Excepto que la ley lo requiera, usted no sera identificado por
nombre, razén social, nimero de seguridad social, direccién, teléfono o cualquier otra
informacion directa que dé a conocer su identidad. Cualquier identificador personal sera
guardado en archivos confidenciales en la Facultad de Medicina de la UNAN-Leon y
solamente sera vista por el personal responsable del estudio y su personal médico. Para
la informacion que sera revelada se le asignara un unico nimero codificado. La clave de
dicho nimero serd guardado en un archivo con llave en la oficina del Dr. Filemdn
Bucardo, principal responsable del estudio.

¢ Qué ocurre con las muestras de sangre del estudio?

e Algunas de sus muestras clinicas serdn examinadas localmente en laboratorios de
Nicaragua y estas pruebas estaran disponibles para el analisis por parte de su médico.
El resto de sus muestras clinicas seran enviadas a laboratorios en los Estados Unidos
para realizar pruebas que no se realizan en Nicaragua.

e Estos resultados no estaran disponibles para su atencion médica ya que toma tiempo
procesarlos y en la actualidad no se conocen plenamente. Los resultados estaran
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disponibles para los investigadores de la UNAN-Leon, UNC — Chapel Hill y Duke
University para ayudar a comprender mejor las causas de enfermedades asociadas con
fiebre en su comunidad. No obstante, UNC — Chapel Hill y Duke University no
manejaran ninguna informacion que revele su identidad. Estas muestras clinicas se
retendran por parte del actual equipo investigador hasta que los examenes del presente
estudio estén completos o hasta que las muestras sean utilizadas completamente ya
que las mismas pueden ayudarnos a desarrollar y evaluar los mejores exdmenes para
un diagndstico rapido de patégenos (organismos) que causan fiebre en Nicaragua.

e Su muestra clinicas seran identificada por un nimero codificado de manera que su
identidad permanezca anonima; toda la informacioén de las muestras de sangre que
pueda identificarle serd eliminada. La tunica persona que tendrd acceso a la
identificacion del niimero codificado serd el Dr. Filemon Bucardo, quien mantendra
la informacion codificada que vincula el cddigo con su nombre y el nimero del
hospital, en archivos confidenciales en la Facultad de Medicina de la UNAN-Le6n.

¢ Quiénes tendran acceso y podran manejar los datos y las muestras clinicas que sean
recolectados en el estudio?

e Los datos y muestras clinicas recolectadas durante el transcurso de este estudio
pueden ser muy utiles para el desarrollo de nuestro actual conocimiento sobre las
causas de fiebre en Nicaragua. Al estar de acuerdo en participar en esta investigacion,
usted autoriza a las contrapartes de este proyecto de colaboracion (UNAN-Leon, UNC
— Chapel Hill y Duke University) para poder usar sus datos y muestras clinicas para
propositos del uso de las mas recientes pruebas de laboratorio existentes para evaluar
patogenos (organismos) que causan enfermedades febriles en Nicaragua. UNAN-
Ledn, UNC — Chapel Hill y Duke University mantendran estos datos y muestras
clinicas hasta que los exdmenes estén completos o hasta que se hayan utilizado
completamente las muestras clinicas. No utilizaremos estas muestras de sangre para
proyectos de investigacion no relacionados con el presente estudio sin su
consentimiento. Si en cualquier momento usted decide que no desea que sus muestras
clinicas sean utilizadas para esta investigacion, por favor notifique al Dr. Filemon
Bucardo de manera escrita o envie un correo a fbucardo@cm.unanleon.edu.ni o
armando.matute(@cm.unanleon.edu.ni y todos sus datos y muestras clinicas seran
destruidos.

Declaracion de consentimiento

¢ Dado que mi hijo puede participar en el estudio me han explicado en lenguaje que
¢l/ella puede entender. Se le ha animado a hacer preguntas acerca del estudio en este
momento, y en cualquier otro momento en el futuro.

¢ Qué implica su firma/huella digital en este formulario de consentimiento?
Su firma en este formulario implica que:

e Usted entiende el proposito de este estudio, los procedimientos a seguir, y los
riesgos y beneficios le han sido explicados.

e Se le ha permitido hacer preguntas libremente y se le han respondido todas sus
interrogantes

e Usted sabe a quién contactar si tiene preguntas adicionales.
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e Usted esta de acuerdo en participar en el estudio y queda claro que puede retirarse
en el momento que asi lo desee.

e Se le ha informado que se le dard una copia firmada de este formulario de
consentimiento, si lo solicita.

Futuros contacto:
Nos gustaria su permiso para poder comunicarnos con usted acerca de otros
estudios en el futuro que usted puede ser elegible.

Por favor colocar las iniciales de su nombre en la opcion que prefieras de las que
se les dara a continuacion:

Si, usted puede contactarme en el futuro acerca de otros estudios.
No, no quiero que me contacten para otros estudios en el futuro.

Firma/ huella digital de Participante para Individuos mayores de 18 afios Fecha:

Firma de la persona que obtiene el consentimiento  Fecha:

Nombre del menor de 1-17 afios participante del estudio Fecha:

Firma/ huella digital de Padre/Tutor para Menores de 1-17 afios Fecha:

Firma/ huella digital del Menor que otorga el consentimiento de entre 12-17 afios de edad Fecha
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Firma de testigo del procedimiento de consentimiento Fecha

Firma de la persona que obtiene el consentimiento  Fecha:
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