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Resumen

Determinacion de los niveles de calcio sérico en pacientes con Dengue y su
correlacion con la gravedad de la enfermedad en el Hospital Escuela Oscar
Danilo Rosales Arguello (HEODRA) en el periodo 2022.
Introduccion: El dengue es una enfermedad viral prevalente a nivel mundial, los casos
notificados a la OMS han pasado de 505 430 a 5200 millones en 2019, es causas de alto
porcentaje de morbilidad y mortalidad entre los pacientes de todas las edades. La
alteracion de los niveles de calcio (hipocalcemia) durante la infeccién por dengue se ha
asociado como causa potencial de mortalidad. Objetivo: Determinar los niveles de calcio
sérico en pacientes con Dengue y su correlacion con la evolucién de la enfermedad en
el Hospital Escuela Oscar Danilo Rosales en el periodo 2022. Metodologia: a través de
un estudio prospectivo correlacional, en pacientes febriles captados en el servicio de
emergencia del HEODRA, se obtuvo informacion relacionada al cuadro febril, luego de
la firma de los consentimientos informados, la infeccidn por dengue se confirmé a través
de pruebas moleculares la infeccion por el virus dengue y el serotipo infectante, se
tomaron dos muestras sanguineas; una durante la fase aguda y otra en la fase
convaleciente, las cuales se utilizaron para determinar los niveles de calcio sérico e
idnico. Utilizando analisis estadisticos se compararon las variables clinicas, se clasifico
la severidad segun la OMS (manual-2010) con los niveles de calcio. Resultados: un total
de 43 pacientes con infeccion por DENV-4, fueron estudiados. El promedio de la edad
de la poblacién fue de 15 afos (rango de 9-63afios). Predomino el sexo masculino 67%
y el 56% tenian educacion secundaria (completa o no). A la fase aguda el 100% era
febril, presentaron dolor de cabeza el 91%, escalofrio el 86% y dolor articular el 67%. En
la fase convaleciente todos esos sintomas disminuyeron significativamente. El 95% de
los pacientes se clasificaron como dengue sin signos de alarma. Las concentraciones
del calcio total (sérico) e ionizado, fueron mas bajos durante la fase febril en comparacion
a la fase de convalecencia (p<0.05). Conclusién: este estudio expone la posibilidad
relacion entre los niveles de calcio en sangre y la caracterizacion clinica de pacientes

con dengue, sin embargo, analisis mas profundos deben realizarse.



Abreviaturas

ADE Mejora dependiente de anticuerpos
ARN Acido ribonucleico

Ca2+ Calcio

DENV Virus del Dengue

DF Fiebre del Dengue

DHF Dengue hemorragico grave

DSS Sindrome de shock por dengue

DSSA Dengue sin signos de alarma

DSCA Dengue con signos de alarma

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa
RT-PCR PCR con transcriptasa reversa

MINSA Ministerio de salud

NS Proteina no estructural

OMS Organizacién Mundial de la Salud

OPS Organizacion panamericana de la salud
CcDC Centros para el Control y la Prevencion de

Enfermedades
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1.

Introduccién

El virus del dengue (DENV) es un flavivirus potencialmente mortal trasmitido por
mosquitos Aedes hembra, especialmente A. aegypti, A. albopictus y A. vitattus.(1,2) y
ademas incluye cuatro serotipos diferentes (DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4).(3,4)
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera el dengue como un importante
desafio de salud publica mundial en las naciones tropicales y subtropicales.(5) Por lo
tanto, es una de las enfermedades tropicales desatendidas mas importantes del mundo
y su incidencia se ha multiplicado por mas de 30 en las ultimas décadas.(5,6) debido al
aumento de la tasa de crecimiento demografico, el calentamiento global, la urbanizacién
no planificada, el control ineficiente de los mosquitos, los viajes aéreos frecuente en
zonas endémicas Yy la falta de instalaciones de atencién médica.(5,7,8)

EL DENV es un virus esférico y envuelto con una capa proteica externa bien organizada
en la superficie de una bicapa lipidica y un nucleo de nucleocapside interno.(9) Los
sintomas clinicos del dengue varian desde fiebre leve hasta dengue hemorragico grave
(DHF) o sindrome de shock por dengue (DSS), con trombocitopenia, leucopenia y
aumento de la permeabilidad vascular. .(10,11)

Aunque la infeccién primaria provoca la activacion de las respuestas inmunitarias contra
los serotipos de DENV, la gravedad de la enfermedad aumenta mediante la infeccion
heterotdpica por varios serotipos, asi como por la mejora dependiente de anticuerpos
(ADE).(10,12) Ademas, se calcula que aproximadamente cien millones de personas
padecen cada afio la enfermedad de forma sintomatica y tres cuartas partes de los 390
millones de infecciones por el virus del dengue (DENV) que se estima cada afio son
clinicamente inaparentes.(13,14)

Interesantemente se ha documentado hipocalcemia en la infeccion por dengue y se
observa con mayor frecuencia en pacientes con dengue grave.(15,16). El mecanismo
detras del vinculo entre el dengue y los niveles bajos de calcio no se comprende bien.
Sin embargo, se cree que el virus del dengue puede alterar la regulacion normal del
metabolismo del calcio en el cuerpo. Ademas, el virus del dengue también puede afectar
directamente las células que regulan los niveles de calcio en el cuerpo, lo que provoca
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una disminucién de los niveles de calcio en la sangre.(17,18)

Es importante que los pacientes con dengue sean monitoreados por hipocalcemia y que
los proveedores de atencion médica estén conscientes del posible vinculo entre el
dengue y los niveles bajos de calcio. Sin embargo, la evidencia sobre el papel de la
homeostasis del calcio en el dengue es limitada y las recomendaciones actuales no
mencionan la necesidad de monitorear o corregir los niveles de calcio en sangre en el
dengue. Por lo tanto, este estudio contribuira a la evidencia correlacional de la
disminucién de los niveles de calcio sérico en pacientes con infecciones con dengue con

o sin sintomatologia clinica.



2. Antecedentes

Se han realizado en las ultimas décadas estudios enfocados en los niveles de calcio y su
relacion con la gravedad de la enfermedad de dengue. Estudios como Khwaja Nazim
Uddin y colaboradores en el 2008 encontraron que la hipocalcemia se asocia
comunmente con el dengue y se correlaciona con la gravedad.(16)

Thanyanat Bunnag y colaboradores en el 2011 investigaron el Sindrome de shock por
dengue en la sala de urgencias del Instituto Nacional de Salud Infantil Reina Sirikit,
Bangkok, Tailandia encontrando que entre sus hallazgos mas comunes la hipocalcemia
se encontraba en los grupos fallecidos y recuperados por dengue (83,3 frente a 80%).
Sin embargo, los niveles mas bajos de calcio no han mostrado una asociacion con la
mortalidad.(19)

En el 2012 Seema Kapoor y Ankur Singh realizaron una serie de casos de dos nifios con
enfermedad del dengue en India, reportando que la tetania hipocalcemia es una
complicacion poco frecuente de la infeccion aguda por dengue. Sin embargo, no se
encuentra asociacion sobre la etiologia y la etapa de progresion de la enfermedad en la
que se produjo la hipocalcemia.(20)

Godwin R Constantine y colaboradores en el 2014 llevaron a cabo un estudio transversal
en un hospital privado de atencion terciaria en Sri Lanka, de lo cual encontraron que los
niveles calcio sérico se correlacionaron significativamente con la gravedad del dengue.
Ademas, los niveles de calcio séricos fueron significativamente mas bajos y la
hipocalcemia fue mas prevalente en pacientes con dengue hemorragico que en pacientes
con dengue.(21)

Sheshan VS y colaboradores en el 2021 en Karnataka, India investigaron sobre la
correlacion de los niveles séricos de calcio con la severidad de la enfermedad del dengue,
encontrando que, de los 100 pacientes involucrados en el estudio, 65 presentaban
dengue sin complicaciones, mientras que 30 tenian dengue con sintomas de alarma y 5
presentaron dengue grave/sindrome de choque por dengue. La prueba de estadistica
(Chi?) mostré asociacion estadisticamente significativa entre la gravedad del dengue y la



hipocalcemia (x2= 94,08; p=0,00) asi como también entre los niveles de calcio sérico y la
frecuencia del pulso (x2= 16,01; p=0,00).(17)



3. Justificacion

La infeccion por el virus del dengue a se ha convertido rapidamente en una problematica
de salud publica, debido a que son infecciones causantes de enfermedades graves y
ocasionalmente muerte en paises endémicos. En las Américas los numeros de casos de
dengue se ha incrementado en las ultimas cuatro décadas, que va desde unos 1.5
millones de casos acumulados en la década del 80, hasta alcanzar unos 16.2 millones
en la década del 2010 al 2019.

En nicaragua desde el 2022 se ha observado un incremento sustancial de infecciones
por dengue, solo en ese afo hubo un acumulado de 97,541 contagios y este 2023 la
tendencia es superar los 100,000 casos. El Minsa reporta entre 3,300 y 4,300 casos
semanales en 2023, segun los ultimos boletines epidemioldgicos, actualizados hasta la
semana 26.

Ademas del aumento epidemiolégico se ha observado que las infecciones de dengue
tienen una tendencia a disminuir los niveles de calcio sérico en sangre lo que puede
conllevar a un diagndstico rutinario de infecciones graves del dengue como se ha visto
en algunos estudios cientificos

Es Nicaragua aun no se han realizado estudios enfocados a la deteccién de calcio sérico
y su relacion en la gravedad de la enfermedad. Sin embargo, con este estudio
pretendemos Determinar los niveles de calcio en pacientes diagnosticados con dengue
ademas de asociarlos al desarrollo de la enfermedad, también con los resultados
generados en este estudio pretendemos que la deteccion de calcio sérico sea parte del
diagnostico rutinario como prognosis de la enfermedad mas grave y que sean

considerados en los centros de salud y hospitales del pais.



4. Planteamiento del Problema

¢ Cuales son los niveles de calcio en pacientes diagnosticados con Dengue y su
correlacion con el desarrollo de caracteristicas clinicas severas de la enfermedad en el
HEODRA en el periodo 20227



5. Objetivos
5.10bjetivo General

— Determinar los niveles de calcio sérico en pacientes con Dengue y su correlacién con la
evolucion de la enfermedad en el Hospital Escuela Oscar Danilo Rosales en el periodo
2022.

5.20bjetivos Especificos

— Caracterizar a los pacientes epidemioldgica y clinicamente.

— Determinar la concentracién sérica de calcio en fase febril y en fase de recuperacion en
los pacientes que forman parte del estudio

— Correlacionar las caracteristicas clinicas de pacientes positivos con los niveles de calcio

en fase febril y en fase de recuperacion.



6. Marco Teérico
6.1 Epidemiologia

Durante las ultimas décadas, la fiebre del dengue, ocasionada por el virus del dengue
(DENV), ha suscitado una gran preocupacion en materia de salud publica.(22)

Lo que es aun mas relevante, es que esta enfermedad ha sido clasificada como una
"enfermedad tropical desatendida".(23) A nivel global, se registran aproximadamente 400
millones de casos de dengue y 22,000 defunciones anualmente. Resulta destacable que,
la infeccién por dengue suele pasar inadvertida y se encuentra establecida en ciclos de
transmision endémica y epidémica.(22,24) Durante los ultimos 50 afos, la incidencia del
dengue ha aumentado 30 veces. Las epidemias de DENV ocurren anualmente en
América, Asia, Africa y Australia, y también afectan a viajeros de regiones endémicas.
Ademas de los efectos en la salud publica, estas epidemias tienen un impacto econdémico
masivo en los paises afectados.(25)

Dengue a nivel mundial: El primer brote de dengue se reporté en 1779 en Yakarta,
Indonesia y El Cairo.(26) Sin embargo, el primer brote confirmado en América del Norte,
fue el brote de Filadelfia en 1780.(27) En 2010, se reportaron mas de 1,6 millones de
casos de dengue en toda América del Norte y del Sur, de los cuales 49.000 fueron casos
graves. El mayor brote de dengue se registré en 2016, con mas de 2,38 millones de casos
reportados. En este brote, Brasil fue el que presentd mas casos con 1,5 millones de
casos.(28)

Las epidemias de dengue fueron reportadas en Africa Oriental, Occidental y Meridional
desde principios del siglo XIX.(29) Desde 1980 hasta 2000, varios brotes de dengue en
paises del este y oeste de Africa fueron causados por serotipos 1, 2 y 3 del virus del
dengue. Muchos casos de dengue se han reportado durante cinco grandes epidemias en
paises africanos: Seychelles (1977-1979), Isla Reunion (1977-1978), Djibouti (1992-
1993), Comoras (1992-1993) y Cabo Verde (2009).(7,30) Las epidemias de dengue se
convirtieron en una carga en los paises del sudeste asiatico después de la Segunda
Guerra Mundial, principalmente debido a la urbanizacién(31). Los primeros dos brotes de
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fiebre hemorragica del dengue se reportaron en Filipinas en 1953 y 1956,
respectivamente. Después de 1950, las epidemias de dengue ocurrieron ciclicamente
todos los afios en paises del sudeste asiatico, incluyendo Filipinas, Bangkok, Tailandia,
Butan, Brunéi, Camboya, Timor Oriental, Indonesia, Laos, Malasia, Myanmar, Singapur
y Vietnam.(7,31) Entre 2004 y 2010, Indonesia tuvo el segundo numero mas alto de casos
de dengue después de Brasil. Durante 2009-2010, la mayoria de los casos de dengue
fueron debidos al serotipo 4 en Indonesia. Los estudios de 174 brotes que ocurrieron
entre 1990 y 2015 informaron datos del serotipo de dengue. El mayor numero de brotes
de mono-infeccion fue causado por DENV-2 (36, 20,7%), seguido por DENV-1 (29,
16,7%), DENV-3 (19, 10,9%) y DENV-4 (7, 4,0%). La coinfeccion con mas de un serotipo
DENV se informé en el 47,7% de los brotes; los brotes que involucraron a los cuatro
serotipos fueron los mas comunes (25, 14,4%), seguidos de la coinfeccion con DENV-1
y DENV-2 (16, 9,2%) y la coinfeccion DENV-1, DENV-2 y DENV-3 (12,9%).(10)

Dengue en Nicaragua: Nicaragua ha experimentado una transmisién endémica del virus
del dengue (DENV) con multiples serotipos desde 1985.(32) Nicaragua es un pais tropical
(11° a 15°N) donde el Aedes aegypti esta bien establecido. Los cuatro serotipos de DENV
han estado circulando en Nicaragua durante décadas, aunque la prevalencia y el dominio
del serotipo fluctian anualmente. Hiperendemicidad, donde multiples serotipos co-
circulan. En la misma temporada de transmisién, es cada vez mas comun.(33-36) Uno
de los primeros brotes importantes de dengue ocurrio en Managua, en 1985, lo que
resulté en mas de 17.000 casos, y fue causado por la co-circulacion de DENV-1y -2.(37)
En respuesta, se iniciaron esfuerzos de control y erradicacién de vectores, y los brotes
de dengue siguieron siendo limitados, excepto por la transmisidn periddica de DENV-1,
DENV-2 y DENV-4 a principios de la década de 1990. Sin embargo, en 1994-95, una
introduccién de DENV-3 causo una epidemia importante con una enfermedad que incluye
DHF/DSS. Desde entonces, el DENV ha permanecido hiperendémico en Nicaragua a
pesar de los esfuerzos de control de vectores, causando brotes graves periddicos
relacionados con la variacion genética del virus que interactua con el estado inmunologico
del huésped.(36,38—-40)



Los diferentes serotipos DENV analizados mostraron distintos patrones de circulacién y
evolucion. DENV-1 es endémico de Nicaragua y ha circulado periédicamente desde
2004-2005. El analisis filogenético indica que los aislados DENV-1 de Nicaragua se
encuentran dentro del genotipo V estadounidense/africano. Sin embargo, dentro de este
genotipo, las muestras nicaragliensas divergen en dos linajes distintos, los cuales
parecen haber circulado de forma conjunta desde su introduccion en el pais. Ambos
linajes incluyen muestras de tan solo mediados de la década de 2000, lo que sugiere que
se diversificaron al mismo tiempo.(41)

DENV-2 ha sido notable por las epidemias en Nicaragua asociadas con enfermedades
graves a partir de 2005, donde una combinacién de genotipo de virus e inmunidad previa
del huésped demostrd ser particularmente virulenta durante multiples temporadas de
transmision.(42) DENV-2 en Nicaragua se encuentra dentro del genotipo
asiatico/americano, que ha dominado el paisaje nicaragliense desde 1999.(33,43) DENV-
2 se diversificé aun mas en tres linajes (NI-I, -lla y -lIb), uno de los cuales, el NI-1, fue mas
virulento en personas con inmunidad DENV-1 adquirida previamente, mientras que el NI-
lIb fue mas virulento en personas con inmunidad DENV-3 adquirida previamente El
reemplazo de linaje de NI-I por NI-llb se hizo evidente en persistié en 2016 , a pesar de
caer a niveles indetectables en anos anteriores.(42,44) Las cepas DENV-2
nicaraguenses secuenciadas de 2013 a 2016 se encuentran dentro del clado NI-lIb, que
consiste en 2 sublineas principales e incluye muestras extranjeras de la region, lo que
sugiere un intercambio geografico con otros paises de la regién (p. ej. México,
Guatemala, Honduras). Hay varias sinamorfos (mutaciones derivadas unicas
compartidas a nivel de nucleétidos) que distinguen este linaje NI-llb de los clados
anteriores de DENV-2 NI-1 y NI-lla de Nicaragua, y las pruebas de seleccion indican un
fuerte apoyo estadistico para la seleccion positiva episdédica. DENV-3 domin6 en
Nicaragua entre 2009 y 2011, y luego circul6 a niveles mas bajos hasta 2014, después
de lo cual ya no se detecté. El DENV-3 que aisla Nicaragua se encuentra dentro del
genotipo Ill (subcontinente indio), pero no ha seguido diversificandose en linajes

estructurados.(41)
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6.2Estructura y Clasificacién del virus del dengue

El virus del dengue es un virus de acido ribonucleico, monocatenario, esférico,
perteneciente a la familia flaviviridae. Se conocen cuatro serotipos capaces de producir
la enfermedad. Estos cuatro serotipos son antigénicamente muy semejantes entre siy la
infeccidon por un serotipo produce inmunidad de por vida para el mismo e inmunidad
temporal para los otros serotipos.(7) EIl DENV consta de una simple cadena de acido
ribonucleico de sentido positivo, con un genoma de aproximadamente 11, 000
nucleotidos (nt) que se traduce como una sola poliproteina, que a continuacion es
escindida en 3 proteinas estructurales: Capside (C), Membrana (M) y Envoltura (E) y 7
proteinas no estructurales: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4, NS4B Y NS5.(9,45)

Las funciones de las proteinas no estructurales incluyen un ARN-dependiente de la ARN
polimerasa (RdRp), metiltransferasa (NS5) y helicasa / proteasa (NS3). La region
codificante esta flanqueada por una 5'UTR (Regién no traducida) de aproximadamente
98 nty una 3'UTR de 388 — 462 nt.(46)

El extremo 5' del ARN esta cubierto por una caperuza, y el extremo 3' carece de cola de
poli A. En ambos extremos del genoma estan presentes secuencias no codificadoras
necesarias para los procesos de replicacion, transcripcidon y traduccion y a las cuales se
asocia la posible estructura secundaria del genoma. El coddn de iniciacién se
corresponde con AUG, que da inicio a un marco de lectura abierto sin interrupcién de
aproximadamente 10.250 nucledtidos, donde estan codificadas 10 proteinas virales. Las
proteinas estructurales se localizan hacia la porcién 5' Terminal y el segmento restante
abarca las proteinas no estructurales. (10)

Figura 1. Estructura genémica con secuencia poliproteica del virus del dengue.
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Figura 2. Procesos paso a paso de entrada del virus del dengue en la célula

huésped y su ciclo de vida
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6.3 Patogénesis del dengue

Patogénesis mediada por el sistema inmunitario en la infeccién por el virus del
dengue

La patogénesis de la infeccion por DENV se atribuye a la compleja interaccién entre el
virus, la edad temprana, el sexo femenino, un alto indice de masa corporal, la cepa viral
y variantes genéticas de los genes de la secuencia B del complejo mayor de
histocompatibilidad humano y de la fosfolipasa C épsilon 1 o la infecciéon secundaria en
forma de dos infecciones secuenciales por diferentes serotipos.(47)

Implicacion de las células T en la patogénesis de la infeccién por DENV: Si bien las

células T CD8 tienen funciones criticas en la neutralizacion de los virus dafinos, también
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han estado implicadas en la patogénesis de la infeccién por DENV. Las manifestaciones
graves del dengue ocurren de 10 a 20 veces mas altas en pacientes con infeccién
secundaria por DENV, lo que sugiere que el cebado del sistema inmunolégico adaptativo
a un serotipo DENV aumenta el riesgo de gravedad durante la infeccion secundaria con
diferentes serotipos(47,48). Ademas, los sintomas graves como la fuga vascular, la
coagulopatia y la tormenta de citoquinas se producen de forma prominente cuando la
viremia esta disminuyendo rapidamente.(48) La infeccion primaria por DENV induce la
activacion de células T CD8 ingenuas para diferenciarse en células T efectoras, que
eliminaran la infeccidén ya sea directamente al lysando las células infectadas por el virus
o produciendo citoquinas. La presencia de diversos epitopos de células T restringidos por
HLA en diferentes proteinas se observa en individuos que son inmunes a la infeccion por
DENV. La identificacion de las proteinas estructurales y no estructurales de DENV esta
mediada por las células T CD4 y CD8, respectivamente. Las células T pueden responder
a una infeccion secundaria causada por un serotipo DENV diferente basado en el epitopo
reconocido.(49-51) Por lo general, se desarrolla una respuesta inmune robusta en
individuos que previamente estuvieron expuestos al mismo serotipo, mientras que una
respuesta de células T del serotipo cruzado se desarrolla después de una infeccion
secundaria. Se observé un aumento de las frecuencias de las células T especificas de
DENV en la infeccibn aguda por DENV, y estas células representaron fenotipos
activados.(52)

Inmunopatogénesis mediada por la mejora dependiente de anticuerpos: Los
anticuerpos especificos de DENV realizan una amplia gama de funciones. Estos
anticuerpos eliminan la infeccion a través de varios mecanismos, incluida la restriccion
de la union viral a los receptores de la superficie celular o inhibiendo la infusién viral
después de la union. Los anticuerpos neutralizantes se dirigen principalmente a la
proteina de la envoltura (E) y estan dirigidos contra casi todos los epitopos.(53) Tanto los
monocitos como los macréfagos expresan los receptores de inmunoglobulina. El tropismo
de DENYV para estos receptores proporciona una oportunidad para que los anticuerpos
especificos de DENV fomenten la entrada viral, conocido como mejora dependiente de

anticuerpos (ADE) de la infeccién.(54) El fendmeno de la ADE contribuye a la forma grave
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de la enfermedad y podria clasificarse como un tipo de inmunopatologia. En el ADE de
infeccidn, los anticuerpos preexistentes producidos a partir de una infeccién anterior por
DENV se unen a otra particula de infecciéon por DENV en una infeccion posterior con
diferentes serotipos de DENV(55). Los anticuerpos de la infeccion anterior no son
eficientes para neutralizar el virus en la infeccidn secundaria. Mas bien, el complejo
anticuerpo-virus se une al receptor Fcy presente en los monocitos circulantes y causa
infeccion en los monocitos, lo que resulta en un aumento de la replicacién viral y un mayor
riesgo de dengue grave. Hay dos tipos de ADE, a saber, extrinseco e intrinseco. El
fendmeno extrinseco se produce externamente a los fagocitos mononucleares e implica
un aumento de la tasa de interaccion con los receptores y la internalizacion del complejo
virus-inmune. El ADE intrinseco contribuye a mejorar la produccion de virus al inhibir el
interferon de tipo 1, activar la biosintesis de IL-10 y favorecer una respuesta inmune de
tipo Th2.(56,57)

Figura 3. La mejora dependiente de anticuerpos (ADE) provoca una fuga de plasma
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sefalizacion intracelular y autoinmunidad

El calcio (Ca2+) es un cation con capacidad multifuncional como segundo mensajero en

diferentes grupos celulares del sistema inmunitario que incluyen linfocitos T y B,
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macrofagos, mastocitos, etc. Su distribucidén en los espacios intra y extracelular hace que
para su utilizaciéon y movilizaciéon se requiera de bombas y canales especializados, y la
influencia del estado de despolarizacion o repolarizacion celular. Ademas, la cantidad y
la duracién del flujo de Ca2+ van a determinar el tipo y la duracion de sus efectos en la
senalizacion intracelular. (58)

Calcio y senalizacién de linfocitos: Una vez el linfocito T o B es activado por su receptor
y por el proceso de coestimulacion, se produce el reclutamiento y una activacion de un
grupo de proteinas tirosincinasas, unidas a otras proteinas adaptadoras que lleven a la
fosforilacién y activacion de la fosfolipasa C- Y (PLCy1 en linfocitos T y PLCy2 en
linfocitos B). Esta enzima, a su vez, hidroliza el fosfatidilinositol-3,4 bifosfato (PIP2) de la
membrana celular a 2 segundos mensajeros: IP3, Diacilglicerol (DAG). (59)

El IP3 se desplaza entonces y se une a su receptor ubicado en la membrana del reticulo
endoplasmico (RE), causando la salida del Ca2+ almacenado en su interior y la activacion
de otras sefales intracelulares. Sin embargo, el agotamiento rapido del Ca2+ en el RE
llevaria a una respuesta a este idn de corta duracion. Para facilitar la prolongacion de las
respuestas celulares, se debe activar otra via de entrada del Ca2+, denominada SOCE,
la cual fue recientemente descubierta por busquedas a gran escala de ARN de
interferencia.(60) La SOCE actua a través de canales CRAC y su mecanismo de
activacion depende de la interaccién de 2 moléculas reguladoras:

— Un sensor del Ca2+ en el RE o molécula de interaccion estromal (STIM-1, del inglés
stromal interaction molecule).— Una subunidad poro del canal CRAC.(59,60)

Activacion de vias de senalizacion posterior al influjo de calcio: Una vez se logra
incrementar el nivel de Ca2+ intracitoplasmatico, se activan otras vias de sefializacién y
factores de transcripcion que finalmente se unen al ADN y dan lugar a la produccion de
todas las proteinas, citocinas, etc., relacionadas con la cascada inflamatoria. Dentro de
estas vias tenemos:

— La via de la calmodulina —calcineurina, con activacion final del factor nuclear de células

T activadas (NFAT, del inglés nuclear factor of activated T cells).
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— La via de la cinasa dependiente de Ca2+ —calmodulina (CaMK), que tiene como
factores de trascripcion la proteina unida al elemento de respuesta al monofosfato de
adenosina ciclico (CREBY el factor aumentador del miocito 2.

— La via del factor nuclear kB (NF-kB)

Al momento de la hidrdlisis del PIP2, también se obtiene DAG, el cual a su vez puede
activar 2 vias adicionales de senalizacion: Via de la proteina cinasa y PKC.(61-63)
Hipocalcemia en el dengue: La hipocalcemia se ha demostrado en otras enfermedades
tropicales, como la leptospirosis y el paludismo, y se observa con mayor frecuencia en
infecciones graves; sin embargo, los efectos clinicos de los niveles bajos de calcio en la
sangre en estas condiciones no estan claros.(64) Se han sugerido varias causas para los
niveles bajos de calcio en la sangre, incluida la actividad reducida de la trifosfatasa de
adenosina (ATPasa) Na+-K, la actividad reducida de la ATPasa de CaZ2+, la deficiencia
adquirida de la hormona paratiroidea, la insuficiencia renal de una alfa hidroxilasa y la
ingesta reducida de vitamina D en la dieta. Se han demostrado niveles bajos de calcio en
la sangre en la infeccidn por dengue y pueden estar presentes en mas del 80 % de los
pacientes. Suele pasar desapercibida, pero puede presentarse con tetania. Hay poca
informacion sobre los otros efectos de la hipocalcemia, por ejemplo, efectos sobre el ritmo
cardiaco y la contractilidad. Existe alguna 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 relacién con la mortalidad.(19,20,65)

El posible papel del calcio en la inmunopatogénesis del dengue: En estudios in vitro,
se demostré que la deplecion de Mg2+ y Ca2+ mejora la union del virus del dengue a los
monocitos, macrofagos y células de los linajes de células T y B.(66) Se ha demostrado
que el Ca2+ es esencial para la actividad citotoxica de la citotoxina de macrofagos (CF2)
inducida por el virus del dengue tipo 2 (DV); Se ha demostrado que la muerte celular se
relaciona con un aumento del Ca2+ intracelular.(67,68) El Ca2+ parece desempenar una
funcién en la induccién de células T colaboradoras especificas del dengue. Se ha
demostrado que el antigeno del dengue aumenta la entrada de Ca2+ en las células T. La
proliferacion de células T colaboradoras especificas del dengue parece depender del

Ca2+ y se inhibe en ausencia de Ca2+ y por farmacos antagonistas de los canales de
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calcio.(69) En otro estudio in vitro, la produccion de citoquinas supresoras (SF) inducidas
por DV por células de bazo cultivadas se inhibié cuando se agoté el calcio del medio; la
produccion se restablecido mediante la adicion de calcio al medio. Tanto la produccion de
SF como la transmision de la sefial supresora a través de macrofagos singénicos (M phi)
para reclutar la segunda subpoblacion de células T supresoras (TS2) fueron inhibidas de
manera dependiente de la dosis por los antagonistas de los canales de calcio verapamilo
y nifedipina.(70) Existe cierta evidencia de que la produccion de nitrito en respuesta a la
infeccion por el virus del dengue también depende del calcio y puede ser inhibida por
farmacos bloqueadores de los canales de calcio. Por lo tanto, el calcio parece
desempenar un papel en la respuesta inmunitaria en el dengue, aunque las interacciones
son complejas y las implicaciones clinicas precisas de estas interacciones aun no estan
claramente definidas.(15)

El papel potencial del calcio en el tratamiento del dengue: El calcio es necesario para
la agregacion plaquetaria, aunque se desconoce su funcion precisa.(71,72) En una serie
de casos de solo cinco pacientes que padecian dengue, se notifico que la administraciéon
de carbonato de calcio y vitamina D3 por via oral resultd en una mejoria clinica. condicion
y recuento de plaquetas. Sin embargo, no hubo un grupo de control. Los recuentos de
plaquetas y las caracteristicas clinicas mejoran espontaneamente en el dengue; por lo
tanto, estos hallazgos son insuficientes para concluir que la mejora fue el resultado de la
intervencion.(73) En un estudio de casos y controles de 10 pacientes con caracteristicas
clinicas de dengue en cada brazo, se observé un aumento significativo en el recuento de
plaquetas luego de la administracién oral de carbonato de calcio. También se observo
una mejoria clinica significativa, con un tiempo mas corto hasta la defervescencia y
recuperacion clinica en el grupo de tratamiento. En general, no hay pruebas soélidas del
beneficio de que los suplementos de calcio sean beneficiosos en el dengue, aunque las

pruebas limitadas sugieren que es un area que necesita mas estudio.(74)
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6.5 Caracteristicas Clinicas

La clasificacion recomendada por la Organizacion Mundial de la Salud, es la llamada
clasificacion revisada, la cual surgi6 a partir de los resultados DENCO (Dengue Control)
y establece dos formas de la enfermedad Dengue con o sin signos de alarma y Dengue
grave.(75)
Dengue sin signos de alarma (DSSA): Personas que viven o han viajado en los ultimos
14 dias a zonas con transmisidén de Dengue y presenta fiebre habitualmente de 2 a 7 dias
de evolucién y 2 o mas de las siguientes manifestaciones(76,77) :

e Evacuaciones diarreicas.

e Exantema (puede ser morbiliforme es de aparicién centrifuga, se presenta con mayor
frecuencia en los primeros 2 a 4 dias y demora 4 dias).

e Enantema (faringe hiperémica, petequia en paladar blando sin exudado).

e Nauseas.

e Cefalea / dolor retro orbitario.

e Mialgia / Artralgia.

e Petequia o prueba del torniquete positiva.

e Leucopenia.
Dengue con signos de alarma (DCSA): La mayoria de los signos de alarma son
consecuencia de un incremento de la permeabilidad capilar, por lo que marcan el inicio
de la fase critica.(78) Cuyos signos son:

e Dolor abdominal referido por el paciente o referido durante el interrogatorio y/o dolor a la
palpacion del abdomen.

e V6mito unico o persistente (=3 episodios en 1 hora o0 4 en 6 horas).

e Acumulacion de liquidos: derrame pleural, ascitis o derrame pericardico sin que se asocie
a dificultad respiratoria ni compromiso hemodinamico.

e Sangrado activo de mucosas: en encias, nariz, transvaginal (metrorragia e
hipermenorrea) vomito con estrias sanguinolentas o hematuria macroscopica.

e Hepatomegalia >2 cm
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Aumento progresivo del hematocrito, en al menos dos mediciones consecutivas durante
el seguimiento del paciente, con un espacio de al menos 4 horas.

Lipotimia.

Este a su vez se divide en B1 y B2. El B1 es Dengue sin signos de alarma con circulacion
estable, pero que presenta comorbilidad(es) o riesgo social. EI B2 es Dengue con signos
de alarma, hemodinamicamente estable y presente =1 de los signos o sintomas cerca de
la caida o en la caida de la fiebre.(78,79)

Dengue Grave: Presenta alteracion de los parametros hemodinamicos ya sea en fase de
choque inicial o hipotensivo.(80)

Se define por uno o mas de los siguientes criterios:

Choque o dificultad respiratoria debido a la extravasacién del plasma.

Pulso débil o indetectable, taquicardia, extremidades frias, llenado capilar >2 segundos,
presiéon de pulso <20 mmHg, piel moteada.

Sangrado considerado clinicamente importante (Melena, hematemesis, metrorragia
voluminosa).

Compromiso grave de 6rganos (miocarditis, hepatitis, encefalitis).

Dafio hepatico: AST O ALT =1000Ul.

Sistema nervioso central: alteracion de la conciencia

Corazoén: miocarditis
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Figura 4. Clasificaciéon del dengue
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Evolucion de la enfermedad.

Fase Febril: El paciente presenta fiebre alta y repentina. Habitualmente esta fase febril
aguda dura de 2 a 7 dias y a menudo es acompafada de rubor facial, exantema, cefalea,
dolor retro orbitario, dolor corporal generalizado, mialgia, artralgia. La presencia de
anorexia, nauses y vomitos y evacuaciones diarreicas también es comun y pueden
presentarse antes de las manifestaciones febriles. También puedan presentar: odinofagia
e hiperemia en faringe y conjuntivas.(11)

Manifestaciones hemorragicas leves en la piel como petequias, equimosis y sangrado de
mucosas (epistaxis y sangrado transvaginal), también puede presentarse un aumento de
tamano del higado y sensible a la palpacion. Las alteraciones del hemograma que se
presentan como un descenso significativo de los leucocitos, de igual forma la prueba del
torniquete positiva en esta fase aumenta la posibilidad de un diagnéstico de
Dengue.(11,79)

Las manifestaciones clinicas de esta fase febril del Dengue son iguales en los pacientes

que presentan la forma grave y no grave de la enfermedad. Por lo tanto, es importante
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monitorizar los signos de alarma clinicos y de laboratorio que indican progresion de la
fase febril a la fase critica.(79)

Fase Critica: Se produce entre en 3 — 7 dia, cuando la fiebre desciende y se mantiene a
37.5°C o menos. En este tiempo de defervescencia los pacientes pueden mejorar o
empeorar. En esta fase ocurre un aumento de la permeabilidad capilar en paralelo con
aumento de los niveles de hematocrito y descenso de las plaquetas, marcando asi el
inicio de la Fase Critica del dengue. El periodo de fuga plasmatica por lo general dura de
48 a 72 horas o mas tiempo y se presenta frecuentemente entre el 3ro y 7mo dia de la
enfermedad.(11,22)

La leucopenia seguida de la disminucion progresiva del recuento plaquetario usualmente
procede a la fuga plasmatica. En este punto, los pacientes con permeabilidad capilar leve,
mejoraran mientras que aquellos con mayor permeabilidad capilar pueden empeorar
como resultado de la pérdida o fuga del volumen plasmatico. La presencia de derrame
pleural, pericardico y ascitis pueden ser clinicamente detectables en funcién de la
cantidad de plasma fugado y del volumen de la terapia de liquidos intravenosos.(11)

El choque ocurre cuando hay perdida en gran cantidad del volumen plasmatico, casi
siempre es precedido por la aparicion de signos de alarma que es acompanada por
temperatura corporal por debajo de sus niveles normales. Cuando el periodo de choque
es prolongado esto conduce a falla organica, acidosis metabdlica, coagulopatia de
consumo y hemorragias graves causando un descenso del hematocrito y a su vez un
choque severo.(11,22)

Los pacientes que presentan deterioro se clasifican como Dengue con signos de alarma,
cuyos casos mejoraran con la hidratacién intravenosa oportuna y adecuada; sin embargo,
algunos casos evolucionarian y se clasificarian como Dengue Grave.(11)

Fase de Recuperacion: Una vez que el paciente ha sobrevivido la fase critica, tiene
lugar una reabsorcidn gradual del liquido del compartimiento extravascular al
intravascular en las siguientes 48 a 72 horas. Durante esta fase hay mejoria del estado
general, vuelve el apetito, disminuyen los sintomas gastrointestinales, hay estabilizacion

de la condicion hemodinamica y la diuresis vuelve a la normalidad. En ocasiones puede

21



haber rash de islas blancas en un mar rojo. En esta fase es comun la bradicardia y
alteraciones electrocardiograficas leves.(11)

El hematocrito se estabiliza o puede ser menor a la inicial debido al efecto de dilucion del
liquido reabsorbido. Los leucocitos y neutréfilos comienzan a incrementar luego de la
defervescencia. La recuperacion del recuento plaquetario suele ser posterior al del conteo
leucocitario y puede durar varios dias.(11)

La dificultad respiratoria, el derrame pleural y la ascitis pueden persistir si la
administracién de liquidos es excesiva puede dar lugar a un edema pulmonar o
insuficiencia cardiaca congestiva si el balance acumulado es mayo del 5%.(11)

Cuadro 1. Problemas clinicos de las fases febril, critica y de recuperacién del

Dengue.

Fase Problemas Clinicos

Febril Deshidratacién, la fiebre alta puede asociarse a trastornos
neurolégicos y convulsiones en nifos.

Critica Choque por la extravasacion de plasma; hemorragias graves,

compromiso grave de 6rganos.

Recuperacion | Hipervolemia (si el tratamiento intravenoso con liquidos ha sido
excesivo 0 se ha extendido en esta fase) infeccion bacteriana,

edema pulmonar e insuficiencia cardiaca.

6.6 Diagnostico diferencial del dengue

Al inicio de la enfermedad el Dengue no se puede distinguir de otras infecciones viricas,
bacterianas o protozoarias. Es por esto que se debe de realizar una amplia historia clinica
con el objetivo de encontrar datos relevantes para realizar diagndstico diferencial, asi
como un examen fisico completo.(79)

Se debe considerar como diagnostico diferencial infeccion por Malaria a todo paciente

febril y enviar Gota Gruesa.(79)
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Cuadro 2. Diagnostico diferencial del dengue frente a otros arbovirus

Signos y | Dengue Chikungunya Zika
sintomas
Motivo de consulta | Fiebre, mialgias Dolor articular, | Exantema o]
mas frecuente fiebre prurito
Fiebre Moderada Intensa Leve
Muy frecuente Muy frecuente Muy poco
Duracién: 4-6 dias | Duracion:3-5 dias | frecuente
Duracién:1-3 dias
Exantema Aparece del 5° al | Aparece del 2° al | Tipicamente
7° dia 3° dia desde el dia 1
No caracteristico | No caracteristico | Maculo-papular
Céfalo-caudal
Prurito Leve a intenso Leve a moderado | Moderado a
severo
Conjuntivitis Poco frecuente Muy poco | Muy frecuente
frecuente

Manifestaciones

neurolégicas

Poco frecuente

Poco frecuente
(puede ser
frecuente y grave

en neonatos)

Posible y grave

Cefalea Intensa y | Leve a moderada | Leve a moderada
frecuente

Dolor retroocular | Intenso y | Poco frecuente Poco frecuente
frecuente

Poliartralgia Ausente Muy frecuente Frecuente

Poliartritis Ausente Frecuente Frecuente

Edema de manos | Poco frecuente Frecuente Poco frecuente

y pies
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Evolucion a | No Muy frecuente No descrito
cronicidad
Mialgias Muy frecuente e | Frecuente Poco frecuente

intensa Modera a intensa
Hepatomegalia Signo de alarma Muy poco | Muy poco
frecuente frecuente
Vomitos Signo de alarma Muy poco | Muy poco
frecuentes 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 | Frecuente Muy poco | Muy poco
piel frecuente frecuente
Sangrado de | Signo de alarma Muy poco | Muy poco
mucosas frecuente frecuente
(cuando se
presenta es grave)
Choque Es la forma grave | Poco frecuente No se conoce
mas frecuente
Leucopenia Moderada a | Leve a moderada | Leve a moderada
intensa
PCR Normal Elevada Elevada
Hematocrito Es un signo de | Poco frecuente Poco frecuente
elevado alarma
Recuento Normal a muy bajo | Normal a bajo Normal a bajo
plaquetario

24




Consideraciones

particulares

Riesgo de muerte

Puede evolucionar
a artropatia

cronica

Riesgo de
infeccion
congénita
Sindrome de

Guillain Barré
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7. Material y Métodos

Tipo de Estudio: Prospectivo Correlacional
Periodo del estudio: Ao 2022
Poblacion de Estudio: Esta conformada por pacientes mayores de 1 afio, que asistieron
al Hospital Escuela Oscar Danilo Rosales (HEODRA) de la ciudad de Leo6n y, que fueron
enrolados en el 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 como: DENGUE, ZIKA y CHIKUNGUNYA, Influenza y/o bacterias
como Rickettsiae, Leptospira, ademas de otros agentes patdgenos que afectan a la
comunidad.
Muestras de estudio: Un total de 43 pacientes con diagndstico confirmado de infeccion
por dengue que sean parte del estudio AFI.
Muestreo: Se realizé6 un muestreo no probabilistico por conveniencia, se revisaron los
expedientes de los pacientes en el estudio AFi y se eligieron aquellos que cumplan los
criterios de inclusion. Todos los pacientes incluidos en este estudio deben tener una
muestra sanguinea durante la fase aguda y convaleciente que son aproximadamente 28
dias post infeccion.
Criterios de inclusion:
Se incluyeron todos los pacientes mayores de 1 afio y que fueron confirmados utilizando
meétodos moleculares de diagndstico (RT-PCR) con infeccion por dengue.
Pacientes que cumplieron las siguientes condiciones: ingresos menores a 48 horas en la
UAF (unidad de atencion a febriles), ingesta de antipirético antes de acudir a la UAF.
Criterios de Exclusion:
Se excluyo todo aquel paciente cuyo expediente o ficha recolectada se encuentre
incompleta, o que no tenga las muestras sanguineas en fase aguda y de recuperacion.
Todo paciente que realizara algun viaje fuera de Ledn, en los proximos 30 dias después
del inicio de sintomas. Si les han realizado algun tipo de Cirugia en los ultimos 7 dias o
si presenta algun tipo de incapacidad fisica, mental o emocional para dar su
consentimiento.
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Se excluyeron también si padecen alguna alteracién hematoldgica, que dificulte la toma
de la muestra en el laboratorio de la Unidad de Salud donde se lleva a cabo el estudio.
Muestreo y recoleccion de la informacién
Recoleccion de la informacion:
Obtencion y conservacion de la muestra: a continuacion, se describe el procedimiento
utilizado en el estudio AFI para la toma de muestras biolégicas: luego de que hayan
aceptado participar y llenado la ficha se procedié a la obtencion de una muestra de
sangre. Se tomaron 5ml de muestra sanguinea del antebrazo en un tubo Vacutainer con
EDTA.
Las muestras fueron debidamente rotuladas y trasladadas al Laboratorio de Microbiologia
de la UNAN-Leo6n en termos codenn refrigerantes para mantener una temperatura entre
4-8 °C hasta el momento del analisis; una vez en el laboratorio, la muestra sanguinea
sera centrifugada a 3,000 rpm por 5 minuto para obtener el plasma y el paquete globular.
Una vez separados, los plasmas se transferiran a cryoviales para ser guardadas a -20 °C
y los paquetes globulares guardados a 4 °C hasta ser analizados.
Analisis de Laboratorio
Purificacion de ARN: Se extrajo ARN viral de 140 pl de fase sérica aguda utilizando el
minikit de ARN viral QlAamp (Qiagen, Hilden, Alemania) segun las instrucciones del
fabricante. Se recogio un total de 60 ul de ARN y se almacend a -20 °C para la deteccion
del dengue mediante trioplex RT-PCR.
PCR-Triplex para Diagnostico de Dengue: la deteccion del dengue se llevé a cabo
utilizando el ensayo de RT-PCR en tiempo real CDC-Trioplex (DenV, ZIVK y ChikV); en
resumen, se agregaron 5 yl de ARN a una mezcla de reaccion que constaba de 12,5 pl
de tampon 2X RT-gPCR. 1 pl (10 pmol) de cada cebador y sonda de dengue (SO3684),
Zika (SO3685) y chikungunya (SO3685), 1 yl de AgPath-ID™, 3,5 ul de agua libre de
ARNasa, hasta un volumen final de 25 pl. Las reacciones de RT-gPCR se realizaron en
una placa de reaccién de 96 pocillos utilizando Bio-Rad FCX Maestro 1.1 version
4.1.2433.1219 (BIO-RAD Laboratories, Hercules, CA-©2017), sistemas de PCR
siguiendo estas condiciones, 50 °C para 30 min, 95°C durante 2 min, seguido de 40 ciclos
de 95°C durante 15 s, 60°C durante 1 min. Se considero positiva cualquier muestra con
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un umbral de ciclo (Ct) <38. En cada lote de reacciones se incluyd un control sin plantilla
(NTC) y se utilizé como control positivo el sobrenadante de la cepa ZIKV FP, serotipos
Dengue 1-4 y Chikungunya.

Serotipado 1-4 del dengue mediante PCR convencional directa: Los cebadores
basados en la posicion del genoma 134-644, descritos por Lanciotti y colaboradores (J
Clin Microbiol. 1992) se utilizaron para el serotipado del dengue; en resumen, la mezcla
de PCR contenia 5 pyl de ADNc, 1 ul (10 pmol) de cada cebador directo e inverso (D1,
TS1, TS2, TS3y TS4), 19 ul de agua libre de RNasa y 1 perla de PCR PuReTaq Ready-
To-Go (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Suecia). La reaccién de PCR se realiz6
bajo las siguientes condiciones: 95°C por 5 min, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 s,
55°C por 1 min, 72°C por 1 min, con una extensién final de 72° C durante 10 min. Se
realizd electroforesis en gel para identificar un amplicon de 482 pb, lo que indica la
presencia de D1, 119 pb para D2, 290 pb para D3 y 392 pb para D4.

Determinacion de calcio sérico: Los valores de calcio sérico se determinaron por la
técnica de espectrofotometria UV-Visible utilizando kits comerciales, los cuales se basan
en medir el calcio cuando esta forma complejos con la o-cresolftaleina complexona,
generando un color violeta que es directamente proporcional a la concentracion de calcio
en la muestra. Las interferencias por contaminacion por el material de laboratorio utilizado
seran minimizadas usando material nuevo y tubos de ensayo lavados con acido
clorhidrico diluido al 0.1 M.

Analisis Estadistico

Los datos de laboratorio y de la ficha epidemioldgica fueron introducidos en una base de
datos disefiada en el programa SPSS, Inc. Chicago IL. (Statistical Package for the Social
Sciences) version 21.0

Las caracteristicas demograficas de los pacientes se determinaron mediante el uso de
pruebas t para las variables continuas, las pruebas de ji cuadrado para las variables
categoricas y las pruebas exactas de Fisher para las variables categodricas con datos

escasos. El grado de correlacion se determind mediante un analisis multivariado, los
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indices de riesgo y los intervalos de confianza de Wald del 95% fueron utilizados para
evaluar riesgo tomando en cuenta un valor de p < 0.05.

Consideraciones Eticas

El proyecto de investigacion cientifica AFI ha sido aprobado por el comité de

investigaciones biomédicas de la UNAN-Ledn en acta No. 23.

A todas los participantes se les explico los objetivos del estudio y se les solicito la firma
de un consentimiento informado. Todos los pacientes que asisten en el HEODRA vy
cumplan con los criterios de inclusion, tienen igual oportunidad de participar en este

estudio.
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Operacionalizacion de las Variables

Variable Definicion Dimension Indicador | Valor
operacional
Edad Tiempo que ha Anos Numérico
vivido una persona u
otro ser vivo
contando desde su
nacimiento.
Sexo condicion fisica que Fenotipo Masculino
distingue hombres y Femenino
mujeres
Procedencia Lugar de origen Espacial Area Urbana
Rural
Ocupacion Actividad o trabajo | Trabajo Tipo Desempleado
que realiza la Ama de casa
persona Obrero industrial
encuestada. Estudiante
Empresario
Discapacitado
Oficina/maestro/trabajador
de la salud
Vendedor ambulante
Empleada doméstica
Obrero agricola
Artesano
Ejercicio profesional
Conductor
Pensionado
Conductor
No escuela
No trabaja
Otros
Escolaridad Nivel de educacion | Educacion Preescolar completo
mas alto que una Preescolar incompleto
Primaria incompleta
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Variable Definicion Dimension Indicador | Valor
operacional
persona ha Primaria completa
terminado Secundaria incompleta
Secundaria completa
Universitario incompleto
Universitario completo
Analfabeto
Alfabeto
Sintomas Aumento temporal | Fiebre Presencia | Si
clinicos de la temperatura No
del cuerpo por No sabe
encima de 38°C
Sensacion de frio | Escalofrio Presencia | Si
intensa y repentina No
acompafiada de No sabe
ligero temblor del
cuerpo
Es la pérdida del 5% | Pérdida de peso Presencia | Si
de su peso corporal No
normal durante 6 — No sabe
12 meses
Flujo excesivo o | Rinorrea Presencia | Si
drenaje de liquido No
claro o mucoso de la No sabe
nariz
Cuando no hay | Tos seca Presencia | Si
expectoracion. No
No sabe
Tos acompanada de | Tos productiva Presencia | Si
mocos o flemas No
No sabe
Expectoracion  de | Esputo Presencia | Si
moco sanguinolento | sanguinolento No
de los pulmones No sabe
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Variable Definicion Dimension Indicador | Valor

operacional
Irritacion  de  la | Dolor de garganta Presencia | Si
garganta que a No
menudo empeora al No sabe
tragar
Dificultad Disnea Presencia | Si
respiratoria o falta No
de aire No sabe
Expulsion  violenta | Vomito Presencia | Si
por la boca de lo que No
esta contenido en el No sabe
estébmago
Tres o] mas | Diarrea Presencia | Si
evacuaciones No
intestinales liquidas No sabe
en 24 horas
Dolor continuo en el | Dolor abdominal Presencia | Si
abdomen No

No sabe
Sensacion dolorosa | Dolor al orinar Presencia | Si
al orinar No

No sabe
Cantidad de orina | Disminucion de la | Presencia | Si
menor a lo normal orina No

No sabe
Dolor opresivo en | Dolor de cabeza Presencia | Si
perimetro del No
craneo No sabe
Estado de | Letargia Presencia | Si
somnolencia No
anormal No sabe
Alteracion repentina | Convulsiones Presencia | Si
e incontrolada de la No

No sabe
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Variable Definicion Dimension Indicador | Valor

operacional
actividad  eléctrica
del cerebro
Molestia en una | Dolor articular Presencia | Si
articulacién No

No sabe
Molestia en  un | Dolor muscular Presencia | Si
musculo No

No sabe
Aparicion de una | Rash Presencia | Si
erupcion cutanea No

No sabe
Alteracion que se | Alergias Presencia | Si
produce en el No
sistema No sabe
inmunoldgico  por
extrema
sensibilidad del
organismo
Inflamacion o | Conjuntivitis Presencia | Si
infeccion de la No
conjuntiva No sabe
Dolor alrededor o | Dolor retro orbital Presencia | Si
detras del ojo No

No sabe
Afecciéon que puede | Dolor de oido Presencia | Si
aparecer en No
cualquier parte del No sabe
oido ya sea
inflamacion por
infeccion
Cuando no es capaz | Sordera Presencia | Si
de oir tan bien como No
una persona cuyo No sabe
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Variable Definicion Dimension Indicador | Valor
operacional
sentido del oido es
normal
Derrame de sangre | Epistaxis Presencia | Si
proveniente de No
vasos sanguineos No sabe
ubicados en la nariz
Trastorno en el que | Perdida del gusto Presencia | Si
la persona pierde el No
gusto No sabe
Incapacidad de | Pérdida del olfato Presencia | Si
detectar los olores No
No sabe
Calcio idnico Calcio libre no unido | Concentracion de | Ca++ = Pl | Numérico en mg/dl
Tedrico a proteinas calcio (6x Ca)-3
(PT+6)=
mg/dL
Calcio sérico Concentracion del | Concentracion de | Resultado | Numérico en mg/dl
lon calcio en suero | calcio de Los valores normales van
laboratorio | de 8.5 a 10.5 mg/dL
Hematocrito Indicador que | Microcentrifugacion Resultado | M: 36 a 45%
determina el grado de <36%: >45%
de anemia segun la laboratorio | H: 40 a 50%
OMS. <40% : >50%
Hemoglobina | Indicador que | Calculo: Resultado | Hombre:
determina la anemia | Hematocrito/3 de 13.8 a 17.2 (g/dL)
o Nivel de oxigeno laboratorio | <13.8(g/L)
que es transportado >17.2(g/L)
a nuestro cuerpo. Mujer:
12.1 a15.1 g/dL
<12.1(g/dL) >15.1(g/dL)
Globulos Indicador de | Conteo de Globulos | Resultado | <5,000Leucopenia
Blancos infecciones Blancos en camara | de >10,000Leucocitosis
hematica. laboratorio
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Variable Definicion Dimension Indicador | Valor
operacional
producidas por
gérmenes.
Glébulos Indicador que | Conteo de Glébulos | Resultado | Mujeres:
Rojos determina el nivelde | rojos en camara | de 4.2 a 5.4 mcl
oxigeno u | hematica laboratorio | <4.2 mcl
enfermedades >5.4 mcl
Renales. Hombres:
4.7 a 6.1 mcl
<4.7 mcl
>6.1 mcl
Hipocalcemia | Concentracion del | Concentracién de | Resultado | <4.8
Ca ionizado lon calcio en suero | calcio ibnico en suero | de >4.8
laboratorio | Valor de referencia 4.8 a

5.3 (mg/dL)
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8. Resultados

El presente estudio caracterizé clinicamente a pacientes que fueron diagnosticados con
dengue utilizando métodos moleculares y asocio los niveles de calcio sérico/idnico con la
severidad de la enfermedad durante la fase aguda y convaleciente (28 dias después del
inicio de sintomas clinicos), procedentes de la ciudad de Leon y atendidos en el
HEODRA, que participaban del estudio AFI (estudio de fiebre aguda).

Distribucién de las caracteristicas demograficas de los participantes: En total se
estudiaron 43 pacientes con dengue en el periodo de estudio (2022), en su mayoria los
participantes se encontraban en el grupo de 13 a 15 anos (28%), la mediana de edad fue
de 15 afios (Q1 = 13 afios — Q3 = 27 afos), los hombres representaron el 67% de la
poblacion y el nivel de escolaridad secundaria (incompleta o n) represento el 56%; al

cuestionar sobre la ocupacion el 63% eran estudiantes. (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas sociodemograficas de la poblacién en estudio.

Frecuencia Porcentaje
Grupos de edad 9a12 11 26
13a15 12 28
16 a 26 9 21
27 a 63 11 26
Sexo Femenino 14 33
Masculino 29 67
Escolaridad Analfabeto 1 2
Primaria completa 6 14
Primaria incompleta 5 12
Secundaria completa 3 7
Secundaria incompleta 21 49
Universitario completo 5 12
Universitario incompleto 2 5
Ocupacion Ama de casa 3 7
Estudiante 27 63

36



Obrero industrial
Oficina/maestro/trabajador de la
salud

Vendedor ambulante
Pensionado

Otros

12

Fuente: Proyecto Agudas AF| de la UNAN-LEON.

Caracterizacion clinica de los pacientes en estudio: del 100% de pacientes con

dengue, el 5% (n=2) fueron clasificados segun criterios establecidos por la OMS (Manual

2010) como dengue con signos de alarma, todos los casos de dengue fueron serotipados

como dengue 4.

La caracterizacion clinica de la fase aguda (febril) se muestra en la tabla 2; los cuatro

sintomas mas frecuentes fueron: fiebre (100%), dolor de cabeza (91%), escalofrio (86%)

y dolor articular (67%). En la fase convaleciente todos los sintomas disminuyeron, y la

frecuencia de padecimiento de estos se redijo significativamente con valores que van del

2% al 9% de los sintomas reportados inicialmente. (Tabla 2).

Tabla 2. Sintomas y signos presentes en las fases agudas y convalecientes en la

poblaciéon en estudio.

Fase aguda (febril)

Fase convaleciente

Frecuencia % Frecuencia %
Fiebre 43 100 1 2
Escalofrio 37 86 0 0
Rinorrea 6 14 2 5
Tos seca 3 7 0 0
Tos productiva 2 5 0 0
Dolor de garganta 8 19 0 0
Disnea 2 5 0 0
Voémito 7 16 1 2
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Diarrea 5 12 1 2
Dolor abdominal 11 26 4 9
Dolor al orinar 3 7 0 0
Disminucién de la orina 3 7 0 0
Dolor de cabeza 39 91 1 2
Letargia 5 12 0 0
Dolor articular 29 67 0 0
Dolor muscular 27 63 0 0
Rash 6 14 0 0
Alergias 1 2 0 0
Dolor retro orbital 20 47 0 0
Perdida del gusto 1 2 0 0
Conjuntivitis 0 0 0 0
Pérdida de peso 0 0 0 0
Esputo sanguinolento 0 0 0 0
Convulsiones 0 0 0 0
Pérdida del olfato 0 0 0 0
Dolor de oido 0 0 0 0
Sordera 0 0 0 0
Epistaxis 0 0 0 0

Fuente: Proyecto Agudas AF| de la UNAN-LEON.

Determinacion de los niveles de calcio sérico y calcio i6nico en las muestras
agudas y convalecientes: la tabla 3 muestra la media y desviacion estandar de las
concentraciones del calcio total e ionizado, se observan valores mas bajos durante la
fase febril en comparacion a la fase de convalecencia (p<0.05). Las diferencias entre los
promedios de calcio total e ionizado fueron: 1.56 mg/dl y 0.7 mg/dl respectivamente.
También se observé que la media del calcio ionizado en los pacientes febriles fue menor
al valor de referencia (4.8 a 5.3 (mg/dl)), pudiéndose caracterizar como hipocalcemia. A
la fase convaleciente los niveles de calcio aumentaron al valor de referencia (p<0.05)
diferencias estadisticamente significativas entre ambas fases del desarrollo del dengue.
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Tabla 3. Concentracion de Calcio segun fases de la evolucion del dengue.

Tipos de Calcio Fase aguda (febril) | Fase convaleciente P
Promedio (DE) Promedio (DE)

Calcio Total (mg/dl) 10.55 (1.91) 12.11 (2.89 0.003

Calcio ionizado 4.44 (0.82) 5.14 (1.58) 0.012

(mg/dl)

Fuente: Proyecto Agudas AFI de la UNAN-LEON.

Evaluacién los niveles de calcio y su relacién con los sintomas clinicos mas

prevalentes en los pacientes: Los calcios totales y el ionizados mostraron disminucion

de sus valores promedios en la fase aguda en comparacion con la convaleciente, en los

pacientes que mostraron presencia de sintomas en la etapa febril en: escalofrios, dolores

de cabeza, articular y muscular. Todos estos cambios fueron estadisticamente

significativos a excepcion la concentracién del calcio ionizado en los pacientes que

mostraron dolores articular y muscular

estadisticamente significativos (Tabla 4).
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Tabla 4. Concentracion de los niveles de calcio segun fases de evolucién del

dengue y sintomas clinicos mas frecuentes en la fase aguda (febril) de la

enfermedad.
Calcio Total (mg/dl) P Calcio ionizado (mg/dl) p

Sintomas Fase aguda Fase Fase aguda Fase
presentes con (febril) convaleciente (febril) convaleciente
mayor Promedio (DE) Promedio Promedio (DE) Promedio
frecuentes (DE) (DE)
Escalofrio 10.30 (1.47) 12.27 (2.98) | 0.001 4.39 (0.66) 5.12 (1.60) 0.023
(n=37)
Dolor de 10.55 (1.99) 12.19 (2.30) | 0.004 4.42 (0.85) 5.18 (1.64) 0.012
cabeza (n=39)
Dolor articular 10.49 (1.48) 12.11 (2.95) | 0.010 4.52 (0.63) 4.94 (0.99) 0.062
(n=29)
Dolor muscular | 10.50 (1.57) 11.81 (3.00) | 0.035 4.45 (0.66) 4.83 (0.96) 0.113
(n=27)

Fuente: Proyecto

Agudas AF| de la UNAN-LEON.

La comparar el calcio total (mg/dl) en las fases febriles y de recuperacion segun la

clasificaciéon del dengue: los graficos del 1-4 muestran un leve aumento en la

concentracion de calcio en los pacientes con signos de alarma (2 pacientes) en

comparacién con los que no lo tenian (41 pacientes); estas medianas fueron de 11.8

versus 10.1 en fase febril y 13.6 contra 12.0 en la otra etapa (Graficos 1y 2). Sin embargo,

el calcio ionizado (mg/dl) mostro una mediana menor de 3.75 versus 4.3 en febriles,

comportamiento que no fue similar en la fase de recuperacion; las medianas fueron de

8.25 contra 4.8 (Graficos 3 y 4). Ninguna de estas comparaciones fue estadisticamente

significativa.
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Grafico 1. Concentracion de Calcio total (mg/dl) en fase aguda (febril) segun

clasificacion del dengue.
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Calcio total en fase febril

5.0

Con signos de alarma Sin signos de alarma

Clasificacion del dengue

P de la prueba de U de Mann-Whitney = 0.678.
Fuente: Proyecto Agudas AFI de la UNAN-LEON.

Grafico 2. Concentracion de Cailcio total (mg/dl) en fase de recuperaciéon segun

clasificacion del dengue.
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Clasificacion del dengue

prueba de U de Mann-Whitney = 1.000
Fuente: Proyecto Agudas AFI de la UNAN-LEON.
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Grafico 3. Concentracion de Calcio ionizado (mg/dl) en fase aguda (febril) segun

clasificacion del dengue.
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Clasificaciéon del dengue

P de la prueba de U de Mann-Whitney = 0.179
Fuente: Proyecto Agudas AFI de la UNAN-LEON.

Grafico 4. Concentracion de Calcio ionizado (mg/dl) en fase de recuperacién segun

clasificacion del dengue.
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P de la prueba de U de Mann-Whitney = 0.800.
Fuente: Proyecto Agudas AFI de la UNAN-LEON.
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Caracterizacion clinica de los niveles de calcio: El 72% (n=31) de los pacientes tenian

hipocalcemia en la fase febril segun el calcio ionizado, este porcentaje bajé a 47% (n=20)

en la fase de recuperacion.

Al relacionar la presencia de esta enfermedad con el

hematocrito, hemoglobina y los glébulos rojos y blancos, estos no mostraron una relacion

estadisticamente significativa. Sin embargo, en la fase febril se observé que entre los

valores normales de esos parametros habia mayor presencia de hipocalcemia (Tabla 5).

Tabla 5. Hipocalcemia segun parametros clinicos en las fases febril y de

recuperacion.

Hipocalcemia Ca ionizado fase

aguda (febril)

Hipocalcemia Ca ionizado fase
recuperacion

Si No Si No

Frecuencia % Frecuencia % p |Frecuencia % Frecuencia % p
Hematocrito
Bajo 13 42 3 25 7 35 15 65
Normal 16 52 8 67 0.576 11 55 7 30 0.159
Alto 2 6 1 8 2 10 1 4
Hemoglobina
Bajo 15 48 8 67 8 40 16 70
Normal 15 48 4 33 0.636 12 60 7 30 0.052
Alto 1 3 0 0 0 0 0 0
Globulos rojos
Bajo 10 32 5 42 6 30 10 43
Normal 21 68 7 58 0.723 14 70 13 57 0.362
Alto 0 0 0 0 0 0 0 0
Globulos
blancos
Leucopenia 13 42 5 42 4 20 2 9
Normal 17 55 4 33 0.087 15 75 18 78 0.446
Leucocitosis 1 3 3 25 1 5 3 13
Total 31 100 12 100 20 100 23 100

Fuente: Proyecto Agudas AF| de la UNAN-LEON.
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9. Discusion de resultados

El dengue es una enfermedad con sintomas clinicos variables que van desde una fiebre
leve a una fiebre incapacitante, afecta a personas de todas las edades, en algunos casos
requiere de hospitalizacion y puede poner la vida en peligro; principalmente en nifios y
grupos vulnerables. El presente estudio investiga las caracteristicas clinicas de 43
pacientes diagnosticados con dengue (DENV-4: serotipo 4), las concentraciones de
calcio sérico y la correlacion entre los niveles de calcio sérico y la sintomatologia clinica

de la enfermedad por dengue, asi como, las caracteristicas demograficas de los sujetos.

La edad promedio de los participantes fue de 15 anos, mas del 65% hombre y un poco
mas de la mitad (56%) tenian un nivel escolar de secundaria. Sheshan VS, y
colaboradores analizaron la hipocalcemia en la infeccidn por dengue, su poblacién estaba
conformada pr sujetos entre 18 afnos hasta 60 afos, la edad media de los sujetos fue
29,08 + 9,422 anos. De 100 sujetos, el 46% de los sujetos tenian entre 18 y 25 afios,
seguido de 33 sujetos entre 26 y 35 anos. Datos similares a los nuestros donde

aproximadamente el 30% de la poblacién estaba entre los 13-15 afios.

También indican que su poblacion de estudio fue predominantemente masculina, el 72%
de la poblacién de estudio eran hombres en comparacion con el 28% de mujeres, similar
a nuestros datos donde el 65% de la poblacion fue masculina. Al realizar un muestreo
por conveniencia e incluir todos los casos positivos la seleccion de igual numero de
sujetos hombre y mujeres no es posible (sesgo de seleccidn), también el pequefio tamafo
de la muestra puede afectar las frecuencias de estas variables. Gulshan Kumar vy
colaboradores (81) difieren de nuestros datos en la edad, pero son similares en la
distribucion por sexo, ellos encontraron que, en su estudio de correlacidon entre los niveles
de calcio y la severidad por dengue, la edad media fue de 27 afios con una proporcién

entre hombres y mujeres de aproximadamente 3:2.

La caracterizacion de los sintomas clinicos fue a como era de esperarse mas frecuentes

durante la fase aguda en nuestro estudio, Laura Lizeth Luengas y colaboradores (82)

caracterizaron el estado de salud de personas con dengue, determinaron que la fatiga
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fue la variable mas relacionada en el 34,4 % (IC95% 17,0-51,8) de los pacientes. El 5%
de nuestra poblacion fue clasificada como dengue con signos de alarma (manual OMS-
2010); datos diferentes a los reportados por David Caballero, donde en su estudio la mitad
de la poblacion (58%) corresponde a los casos sin signos de alarma, seguido por los
pacientes con signos de alarma (33%), estos dos grupos fueron agrupados como no
graves y menor porcentaje con el 9% los graves. (83). Sheshan VS, y colaboradores
tenian entre la poblacion de estudio, mas de la mitad de los sujetos con dengue (n=65
pacientes), mientras que 30 sujetos tenian dengue con signos de alerta y solo 5 sujetos

tenian sindrome de shock por dengue.

Las determinaciones de los niveles de calcio en la poblacién muestran concentraciones
mas bajas durante la fase aguda en comparacién a la fase convaleciente (p<0.05);
Godwin R Constantine y colaboradores investigaron la asociacion entre nivles de clacio
y severidad por dengue, sus resultados indican que el calcio libre en suero (n=107
pacientes) el nivel de calcio fue 1,05mmol/L (rango 0,77-1,24), y fue significativamente
mayor en pacientes con fiebre por dengue (1,09 mmol/L) en comparacidon con aquellos
con dengue hemorragico (1,02 mmol/L) (p<0,05). Datos similares a los nuestro son
reportados por Katrina Mariz G. Domingo y cols, en una revisién de la literatura sobre
niveles de calcio y dengue, indicando que los niveles séricos medios de calcio total e
ionizado de los pacientes fueron disminuyo entre el grupo de dengue grave. (84).
Nuestros resultados son relevantes ya que apoyan las hipétesis donde se indica que la
hipocalcemia puede estar relacionado a la gravedad de la enfermedad por dengue, y
puede ser una herramienta util para predecir el dengue grave, aunque, son necesarios
mas estudios para dar respuesta clara a esta hipotesis. Thanyanat Bunnag y
colaboradores (2011) encontraron que la hipocalcemia se encontraba en los grupos
fallecidos y recuperados por dengue (83,3 frente a 80%) en el servicio de emergencias

de un hospital en Tailandia.

Se sabe que el calcio se transporta unido a la albumina sérica; por lo tanto, esta
influenciado directamente por esta, en infecciones por dengue se ha sefalado que niveles

bajos de calcio en sangre puede asociarse a formas mas graves de la enfermedad,
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aunque el papel exacto todavia continua en debate, en este estudio mostramos una
importante asociacion en las muestras analizadas, sin embargo, los niveles de calcio
pudieron estar afectados indirectamente por la ingesta, el suministro médico y el método
de deteccion.

Existe consenso en relaciona que mas estudios son necesarios para explorar los cambios
en las concentraciones de calcio durante las infecciones por dengue, las lineas de estudio
estan dirigidas a comprender: la homeostasis del calcio en la modulacion de la disfuncién

cardiaca, la inmunopatogénesis y las anomalias plaquetarias relacionadas con el dengue.

Un hallazgo relevante del presente estudio es que los sutiles niveles alterados de calcio
durante la fase aguda se normalizan durante la fase de recuperacion, lo que se
correlaciona con la mejora del paciente y recuperacion de la enfermedad, no obstante,
los estudios que evaluan el uso terapéutico del calcio en el dengue no han tenido
suficiente poder estadistico y estan mal disefiados para hacer recomendaciones firmes,
indicado en la revisidn de la literatura de Shivanthan, Mitrakrishnan C; Rajapakse, Senaka

y sefialando que mas estudios son necesarios.(85)

En nuestro estudio el 72% (n=31) de los pacientes tenian hipocalcemia en la fase febril
segun el calcio ionizado, este porcentaje bajé a 47% (n=20) en la fase de recuperacion.
Godwin R Constantine y colaboradores (2014), encontraron que los niveles calcio sérico
se correlacionaron significativamente con la gravedad del dengue en Sri Lanka; ademas,
los niveles de calcio séricos fueron significativamente mas bajos y la hipocalcemia fue

mas prevalente en pacientes con dengue hemorragico que en pacientes con dengue.

Una limitacién del presente estudio es la cantidad de sujetos evaluados, clasificando
clinicamente a 2 sujetos con dengue con signos de alarma. Gulshan Kumar, observaron
una correlacion negativa significativa entre el nivel de calcio sérico y la gravedad de la
infeccion por dengue, probamente la cantidad de sujetos analizados al igual que este
estudio es limitada, la probabilidad de tener datos mas concretos el numero de sujetos

con una clasificacion de dengue con signos de alarma o grave debe incrementarse.

46



La determinacion de calcio sérico es una buena aproximacion al estudio de su roll durante
las infecciones por dengue, sin embargo, la determinacion de calcio idnico se acepta con
mayor valides, el calcio ionizado es una forma activa de calcio que se encuentra en la
sangre y es mas util para indicar el calcio total y proporciona una mejor indicacion del
estado del calcio. En este estudio se determindé por métodos estandarizados del
laboratorio las concentraciones de calcio sérico y se estimaron por formulas matematicas
el calcio idnico, por tanto, se maximiza los resultados y se muestra una alternativa de

diagndstico, sin embargo, los datos deben ser interpretados con precaucion.
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10.Conclusiones

Se estudiaron un total de 43 pacientes diagnosticados y confirmado por métodos
moleculares para dengue 4 (DENV-4). El promedio de la edad de la poblacion fue de 15
afos (rango de 9-63afios). Predomino el sexo masculino 67% y el 56% tenian educacion

secundaria (completa o no).

Las caracteristicas clinicas mas relevantes durante la fase aguda fueron: el 100% era
febril, presentaron dolor de cabeza el 91%, escalofrio el 86% y dolor articular el 67%. En
la fase convaleciente todos esos sintomas disminuyeron entre el 2%-9%. El 5% del total
de los pacientes se clasificaron como dengue con signos de alarma.

Las concentraciones del calcio total (sérico) e ionizado, fueron mas bajos durante la fase
febril en comparacién a la fase de convalecencia (p<0.05). La mayoria de los pacientes
febriles tenian concentraciones de calcio ionizado que podian clasificarse como

hipocalcemia.

Los niveles de calcio total y el ionizados se asociaron con la clinica, escalofrios, dolores
de cabeza, dolor articular y muscular. Al relacionar el calcio total y el ionizado con los
pacientes con dengue con signos de alarma, no se encontré ninguna correlacion

significativa.
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11.Recomendaciones

1.

El numero de sujetos evaluado podria establecer un nivel de asociacion
inconcluso.

Se observd tendencias en las determinaciones (céalculos matematicos) de
concentracion de calcio idnico con las variables clinicas, la utilizacion de pruebas
de laboratorio que detecten directamente el calcio i6nico pueden mejorar
significativamente los resultados.

Los niveles de calcio pueden estar alterados por la ingesta de suplementos
vitaminicos, administracién o el método de deteccion utilizado, sugerimos controlar

estos y otros posibles variables confusoras.
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13.Apéndices

INSTRUMENTO

1. Edad:

2. Sexo: Masculino_ Femenino

3. Ocupacion:

Desempleado Ama de casa Obrero industrial

Estudiante Empresario Discapacitado

Oficina/maestro/trabajador de la salud Vendedor ambulante
Empleada doméstica Obrero agricola Artesano

Ejercicio profesional Conductor Pensionado

Conductor No escuela No trabaja Otros:

4. Escolaridad:

Preescolar completo Preescolar incompleto Primaria incompleta
Primaria  completa Secundaria  incompleta Secundaria
completa Universitario incompleto Universitario completo
Analfabeto Alfabeto
5. Sintomas en fase febril y fase en recuperacion

Sintomas Fase febril Fase de recuperacion

Si No No sabe | Si No | No sabe
Fiebre
Escalofrio

Pérdida de peso

Rinorrea

Tos seca

Tos productiva

Esputo sanguinolento

Dolor de garganta
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Disnea

Voémito

Diarrea

Dolor abdominal

Dolor al orinar

Disminucion de la orina

Dolor de cabeza

Letargia

Convulsiones

Dolor articular

Dolor muscular

Rash

Alergias

Conjuntivitis

Dolor retro orbital

Dolor de oido

6. Examen fisico

Signos vitales

Fase febril

Fase de recuperacion

Temperatura

FR

FC

PA

Sa02

IMC

Noédulos

Fase febril

Fase de recuperacion

Presente

Ausente

Presente Ausente

Normal

Cervical
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Axilar

Inguinal

Generalizado

Otro

Datos por sistema

Fase febril

Fase de recuperacion

Si

No

N/E

Si

No

N/E

Inyeccion de conjuntiva

Inflamacion de la

garganta

Inflamacion del oido

Toérax

Crepitantes

Roncus

Sibilancia

Recesiones

Grunir

Aleteo nasal

Bilateral

Unilateral

Abdomen

Higado agrandado

Higado doloroso

Bazo agrandado

Bazo doloroso

Dolor abdominal difuso

Sistema Nervioso

Rigidez de nuca

Fotofobia
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Datos por sistema Fase febril Fase de recuperacion
Si No N/E Si No | N/E

Alerta
Confundido

Somnolencia

Coma

Piel y articulaciones
Rash
Rash difuso

Rash macular

Rash papular

Rash petequial

Rash otro

Ictericia

Pustula/abceso

Equimosis

Inflamacion articular

Escara

Fragilidad capilar

N/E: No examinado

7. Examenes complementarios

Examenes Fase febril Fase de recuperacion

complementarios | Normal | Anormal | No Normal | Anormal | No realizado

realizado

Radiografia  de

torax

Ultrasonido

Abdominal
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8. Diagnéstico clinico por C/S

Infeccion por dengue  Infeccidn por gripe COVID 19 Sindrome febril
Zika___ Chikungunya__ Otra____

Dengue sospechoso sin signos de alarma

Dengue sospechoso con signos de alarma

Dengue sin signos de alarma

Dengue con signos de alarma

9. Diagnostico serolégico Si No Tipificacién del dengue:

Proteina C Reactiva: Cualitativo _ Positivo _~ Negativo  Cuantitativo:
Dengue: NS1 IgM lgG

10. Biomarcadores

Biomarcadores Fase febril Fase de recuperacion

Hemoglobina

Calcio

Proteinas Totales
Sodio

Potasio
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CODIGO DE PACIENTE FECHA |/ / INGRESADO POR

REviISADO POR

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:

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

La investigacion solamente incluyen personas que estan de acuerdo en participar. En
el consentimiento informado se explica lo que usted necesitara saber y hacer. Por
favor tomese todo el tiempo necesario para leerlo cuidadosamente. No dude en
realizar preguntas en cualquier momento sobre algun aspecto que no comprenda.
Es de naturaleza voluntaria. Su decisién de participar en el estudio no implica, que
usted no puede cambiar de opinidon mas adelante o en cualquier momento; si asi lo
hiciese no habra ninguna sancion o pérdida de beneficios.

El equipo investigador le brindara cualquier tipo de informaciéon 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.

éPor qué se esta realizando ésta investigacion?

La fiebre asociada con otros malestares causantes de muchas enfermedades pueden
ocasionar la muerte.

Las causas de fiebre difieren en cada region, clima y grupo de edad. Ademas algunas
requieren de tratamiento y medicaciéon urgente, mientras que otras no ameritan
tratamiento especifico.

Esta investigacion se esta realizando para entender mejor las causas de las
enfermedades asociadas con fiebre en Nicaragua.
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e El conocer 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.

¢ Cuantas personas participaran en el estudio?

e Seran enrolados 1200 pacientes cada afio 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 realizara un chequeo médico rutinario
en la unidad de salud (hospital HEODRA, Centro de Salud Perla Maria Norori y Centro
de Salud Félix Pedro Picado) y se colectara informacidén 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 '/3 cucharadas)

o Paralos participantes de 1 a 4 afos 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 afos de edad, se les tomara cerca de
20 ml (1 /3 cucharada).

o Paralos participantes mayores de 15 afos 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.
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Se tomaran 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.

Se tomaran hisopos nasales a todos los participantes.

Los resultados de algunos examenes de sangre estaran disponibles para
ayudar a su médico a diagnosticar y tratar su enfermedad. Sin embargo, los
resultados de otros examenes, 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 meédico. 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 informacién obtenida a través de su chequeo médico habitual durante esta
consulta puede ser utilizada en este 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 sera aproximadamente de
10 a 40 ml
o Para los participantes de 1 a 4 afos, se les tomara cerca de 10 ml (3/3
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 afos de edad, se les tomara cerca de
20 ml (1 /3 cucharada).
o Paralos participantes mayores de 15 afos de edad, se les tomara cerca
de 40 ml (2 ?/3 cucharadas).

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

¢ Cuales 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 La insercién 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 infeccion o desmayo
(hemofobia).
o Toma de muestra respiratoria (hisopado nasal):
v' Podria producir molestias temporales como: lagrimeo y deseo de
estornudar.

¢Hay beneficios al participar en el estudio?

Los resultados que se obtengan de todos los examenes de sangre tomados para los
propésitos 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.

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

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

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

¢Le costara algo participar en el estudio?

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

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 retribuira si participa en el estudio?

Se le dara una pequena cantidad de dinero (aproximadamente de 200 cérdobas) una
vez que acuda a la segunda toma de la muestra y consulta de seguimiento en el area
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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 opinion. En este caso, su decision no tendra ningun efecto en su atencion
médica habitual. Si desea no continuar participando en el estudio, por favor llame al
responsable de la investigacion y principal investigador, Dr. Filemén Bucardo (89040938)
y/o Dr. Armando Matute (88501291) y/o a las oficinas del Departamento de Microbiologia
2311-2947 o] bien o} escriba a fobucardo@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?

El Comité de Etica de la Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua, Ledn (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. Filemdn Bucardo (89040938) y/o Dr.
Armando Matute (88501291), por cualquier otra inquietud o preocupacion acerca de esta
investigacion.

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

e Como parte del estudio los investigadores pueden pedir informacién sobre su historial
meédico 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
informacion sobres sus consultas recientes por problemas de fiebre lo cual incluye,
historial médico, examenes 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 investigacién y principal investigador, Dr. Filemén
Bucardo (89040938) y/o Dr. Armando Matute (88501291) o escribale al correo electronico
foucardo@cm.unanleon.edu.ni o armando.matute@cm.unanleon.edu.ni Si no puede
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contactarle o desea contactar a alguien mas, llame al Presidente del Comité de Etica de
la Facultad de Medicina de la UNAN-Leén (2311-4675).

éSera su informacién tratada de manera privada?

Toda la informacién del estudio que le identifique sera manejada confidencialmente tal y
como lo ordena la ley. Excepto que la ley lo requiera, usted no sera identificado por
nombre, razoén social, numero de seguridad social, direccion, 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 informacién que sera revelada se le asignara un unico numero codificado. La clave de
dicho numero sera guardado en un archivo con llave en la oficina del Dr. Filemén
Bucardo, principal responsable del estudio.

¢ Qué ocurre con las muestras de sangre del estudio?

e Algunas de sus muestras clinicas seran examinadas localmente en laboratorios de
Nicaraguay 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 atencién médica ya que toma tiempo
procesarlos y en la actualidad no se conocen plenamente. Los resultados estaran
disponibles para los investigadores de la UNAN-Le6n, 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 examenes para un diagnostico rapido de patdégenos (organismos) que
causan fiebre en Nicaragua.

e Su muestra clinicas seran identificada por un numero codificado de manera que su
identidad permanezca andnima; toda la informacion de las muestras de sangre que
pueda identificarle sera eliminada. La unica persona que tendra acceso a la
identificacion del numero codificado sera el Dr. Filemén Bucardo, quien mantendra la
informacion codificada que vincula el codigo con su nombre y el numero del hospital,
en archivos confidenciales en la Facultad de Medicina de la UNAN-Leon.

¢ Quiénes tendran acceso y podran manejar los datos y las muestras clinicas que
sean recolectados en el estudio?
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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 colaboracién (UNAN-Leén, UNC
— Chapel Hill y Duke University) para poder usar sus datos y muestras clinicas para
propdsitos del uso de las mas recientes pruebas de laboratorio existentes para evaluar
patdogenos (organismos) que causan enfermedades febriles en Nicaragua. UNAN-
Ledon, UNC — Chapel Hill y Duke University mantendran estos datos y muestras
clinicas hasta que los examenes 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.
Fileméon Bucardo de manera escrita o envie un correo a
foucardo@cm.unanleon.edu.ni 0 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
él/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 propdsito 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.

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 dara una copia firmada de este formulario de
consentimiento, si lo solicita.

Futuros contacto:
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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 opcién 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 afnos Fecha:

Firma de la persona que obtiene el consentimiento  Fecha:

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

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

Firma/ huella digital del Menor que otorga el consentimiento de entre 12-17 afnos 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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