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Glosario

Alelo: variante de un gen polimorfo en un locus genético dado.

DC-SIGN: (dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-grabbing nonintegrin)
es una lectina de tipo C; receptores de union a antigenos en células dendriticas.
Haplotipo: conjunto de variantes alélicas presentes en determinada region genética.
Heterotipico: Del griego eteros, otro y typos, tipo; de diferente tipo o forma.

HLA (human leukocyte antigen), antigeno leucocitario humano; llamado asi al complejo
mayor de histocompatibilidad en humanos. Conjunto de moléculas implicadas en el
reconocimiento inmunologico, éstas actian como receptores para el antigeno y presentan
los péptidos derivados del antigeno a los linfocitos T.

Polimorfismos: variacion en la secuencia genémica de un determinado gen.

Receptor Fc: receptores de la superficie celular que se unen a la porcion Fc de las

inmunoglobulinas.



Lista de abreviaturas

ADN: &cido desoxirribonucleico.

ADA: amplificacion dependiente de anticuerpos.

ARN: &cido ribonucleico

C: complemento, ejemplo, C3a, Cba.

DC: dengue clésico

DH: dengue hemorragico

dNTP: desoxinucleotido trifosfato

IFN: interferon.

Ig: inmunoglobulina. Esta puede ser de tipo A, D, G, 0 M.

ELISA: (enzyme-linked immunosorbent assay), ensayo enzimatico inmunoabsorbente.
OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PAF: factor activador de plaquetas.

RFLP: (Restriction Fragment Length Polymorphism), polimorfismos de longitud de
fragmentos de restriccion.

RT-PCR: reaccion en cadena de la polimerasa con transcripciéon reversa.

SCD: sindrome de choque por Dengue

SNP: (single nucleotide polymorphism) Polimorfismo de nucle6tido simple

TNEF: factor de necrosis tumoral.

Vi



Lista de figuras

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Genoma del virus dengue

Ciclo de replicacion del virus dengue

Areas en riesgo de transmision de dengue
Ciclo de vida del Aedes aegypti

Ciclo de transmision del virus dengue
Diagrama de clasificacion del dengue
Flujo-grama de trabajo de la metodologia
Distribucion de la infeccidn por grupo etario
Distribucion de la infecciones 1rias y 2rias
Polimorfismo de la variante DC-SIGN1-336
Polimorfismos en el receptor FcyRITA-131

Polimorfismos en el receptor de vitamina D-352

Pagina

09

10

12

13

14

16

43

46

47

o1

52

53

Vi



Lista de cuadros

Péagina

Cuadro 1 Serotipos aislados de dengue en Honduras 08
Cuadro 2 Manifestaciones clinicas del dengue 16
Cuadro 3 Clasificacion de las infecciones en casos y

controles 47
Cuadro 4 Frecuencia de los polimorfismos en los genotipos

Analizados por MassArrays 49
Cuadro 5 Pesos moleculares esperados en DC-SIGN1-336 50
Cuadro 6 Pesos moleculares esperados en FcyRITA-131 52
Cuadro 7 Pesos moleculares esperados en VDR-352 53

Lista de Apéendices

A. Ficha epidemiologica del dengue
B. Carta de Invitacidn para participar en el estudio de investigacion

C. Consentimiento informado para participar como voluntario en el estudio de
investigacion

D. Consentimiento informado para los padres o guardianes

E. Aprobacion de Etica del Estudio.

viii



Capitulo 1. Introduccion

El dengue es la enfermedad viral transmitida por mosquitos de mayor importancia en
salud publica a nivel mundial. Se conocen cuatro serotipos del virus del dengue (DEN-1,
DEN-2, DEN-3 y DEN-4) siendo su principal vector el Aedes aegypti, ampliamente
distribuido en regiones tropicales y subtropicales, predominando en areas urbanas y semi-
urbanas. Aproximadamente 2.5 billones de personas estan en riesgo de contraer la
infeccion con los virus dengue. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que
se reportan méas de 50 millones de casos anuales de dengue, que puede presentarse desde
una forma asintomética a una enfermedad febril de inicio brusco pudiéndose producir
formas més severas como el Dengue Hemorréagico (DH) o el Sindrome de Choque por
Dengue (SCD); anualmente, ocurren cerca de 500,000 casos de DH, potencialmente
fatales [WHO, 2009c]. Para el afio 2001, en America se reporta una prevalencia de
infecciones por dengue de 2.4%; para el afio 2007, la prevalencia reportada fue 2.9%
[WHO, 2009a], por lo que claramente se observa que la enfermedad ha ido en aumento.
En Honduras, ha existido una actividad epidémica intensa desde el inicio de su reporte en
1978[Figueroa, 1999; Figueroa et al., 1982] de las cuales las mas significativas fueron en
los afios 2002, 2007 y 2010, este ultimo afio posicionandose como la méas grande ocurrida
hasta la fecha, en donde se observo la co-circulacion de los 4 serotipos del dengue. Un
rapido aumento de la poblacion urbana ha hecho cada vez mayor el nimero de personas
en contacto con el vector [Wilder-Smith and Gubler, 2008], sobre todo en las zonas que
son favorables para el aumento de la densidad poblacional de los mosquitos, por ejemplo,
hogares donde es comun el almacenamiento de agua, donde los servicios potables

publicos son insuficientes y el saneamiento ambiental es deficiente.



Existen otros factores que favorecen la incidencia cada vez mayor del dengue, la
virulencia del virus [Rosen, 1977], asi como la respuesta inmune pre-existente del
huésped, entre otros. La patogénesis central del DH, es la pérdida de la integridad
endotelial, Halstead y colaboradores reportaron que en las infecciones secundarias se
aumenta el riesgo a padecer las formas severas de dengue por una respuesta inmune
aumentada (heterotipica) contra otro serotipo [Halstead, 1979], conocida como la
Amplificacion Dependiente de Anticuerpos (ADA). Sin embargo, esta teoria no puede
explicar totalmente la ocurrencia de DH, en primer lugar no todos los casos de DH/SCD
ocurren en el contexto de infecciones secundarias, ain en zonas endémicas donde hay
mayor probabilidad de que infecciones secundarias ocurran con alta frecuencia, solo
ocurren un porcentaje minimo de formas severas. Otros factores deben intervenir y

contribuir a la patogénesis de DH/SCD.

Investigaciones recientes han analizado los polimorfismos genéticos asociados a varias
patologias, entre ellas el dengue, estos polimorfismos son variaciones menores en los
genes que usualmente tienen un efecto en la regulacion y funcion de las proteinas, éstos
cambios sutiles pueden tener consecuencias muy importantes en la susceptibilidad a las
enfermedades infecciosas [Cooke and Hill, 2001]. Ha sido demostrado en varios estudios
que los factores genéticos juegan un rol importante en la respuesta a las infecciones con
el virus dengue, un estudio realizado en Cuba demuestra una mayor tendencia a padecer
DH en individuos de la raza blanca, donde se reporta que el riesgo es 2.6 veces mayor en

dicho grupo racial comparado con individuos de raza negra [Sierra et al., 2007b].

Tambien se ha demostrado que algunas mutaciones puntuales (polimorfismos) de los

genes del Antigeno Leucocitario Humano (HLA) clase | (A3ly B15), en individuos
2



Cubanos, estan significativamente asociadas a la susceptibilidad de padecer DH, en
cambio genes del HLA clase Il (DRB1-4 y 7) han sido asociados a proteccién a la
enfermedad [Sierra et al., 2007a]. Similarmente en individuos Mexicanos se observo que
el polimorfismo en HLA (DRB1-4) fue asociado como factor protector al desarrollo de
DH [LaFleur et al., 2002]. Estudios en Tailandeses, en el gen CD209, que codifica para
DC-SIGN1-336 (receptor presente en células dendriticas), revelaron que formas
polimérficas en el alelo G, (genotipos GG y GA) tienen mayor predisposicion a padecer
DH [Sakuntabhai et al., 2005]. En un estudio realizado en nifios vietnamitas se observo
que las formas alélicas C (t) en la posicion 352 en el gen del receptor de la vitamina D, se
asocia con proteccion a formas severas del dengue. Adicionalmente, en el mismo estudio
se encontrd evidencia de un posible efecto protector para DH en homocigotos (RR) de la

variante Arginina en la posicion 131 del gen del receptor FcyRIIA [Loke et al., 2002].

El receptor DC-SIGN juega un papel importante en el reconocimiento y entrada del
virus a las células dendriticas [Boily-Larouche et al., 2007]; se conoce que las células
dendriticas son susceptibles a la infeccidn en la ruta de entrada del virus [Marovich et al.,
2001], existen reportes sobre asociaciones entre polimorfismos en este receptor con
dengue [Tassaneetrithep et al., 2003], con el Sindrome de la Inmunodeficiencia
Adquirida (SIDA) [Selvaraj et al., 2009] y con la tuberculosis [Olesen et al., 2007] entre
otros. El receptor FcyRIIA tiene un rol importante en la modulacion de la respuesta
inmune; polimorfismos en este receptor han sido asociados a la severidad de la
enfermedad meningococica [Platonov et al., 1998], y con dengue [Loke et al., 2002]. El
receptor de vitamina D posee un efecto inmuno-regulatorio que incluye la activacién de

monocitos, estimulacion de la respuesta inmune celular, supresion de la produccion de

3



inmunoglobulinas y proliferacion de linfocitos [MacDonald et al., 1994], polimorfismos
en éste receptor han sido asociados a hepatitis B y con tuberculosis [Bellamy et al., 1999;

Huang et al., 2010] asi como con dengue [Loke et al., 2002].

Sabiendo que factores del virus, del vector y del hospedero intervienen en estos
escenarios, en el presente estudio, se analiz6 la asociacion de factores genéticos e
inmunoldgicos en el huésped con dengue clasico y dengue hemorragico en Tegucigalpa,
Honduras, mediante el uso de tres diferentes polimorfismos localizados: receptor de
celulas dendriticas (DC-SIGN1-336), receptor de baja afinidad FcyRIIA (R/H131),
receptor de la vitamina D (VDR-352), y la caracterizacion de infecciones primarias y
secundarias por medio del estudio del perfil inmunologico en individuos clasificados de
haber padecido DH y DC. Otro objetivo del estudio fue realizar una comparacion de la
técnica Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de Restriccion, conocido como RFLP
por sus siglas en ingles (Restriction Fragment Length Polymorphism), con la técnica de
genotipificacién por medio de la tecnologia de MassArrays [Lopez et al., 2002] para
estudios de amplia asociacion genomica basados en polimorfismos de nucleétido simple
(single nucleotide polymorphism o SNPs) utilizando el SEQUENOM IiPLEX Assay

Process (Sequenom ® Inc. EE.UU)



Objetivo general
Asociar factores genéticos e inmunolégicos en el huésped con dengue en Tegucigalpa,

Honduras

Objetivos especificos
1. Clasificar las infecciones primarias y secundarias a través del perfil inmunoldgico,

en pacientes con dengue clasico y dengue hemorrégico.

2. Investigar la asociacién de las variantes genéticas en el hospedero, de los
receptores: DC-SIGN 1-336, FcyRIIA (H/R131) y el de la vitamina D (352), con
el dengue clasico y dengue hemorragico.

3. Comparar la técnica de polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion
(PCR-RFLP) con la tecnologia de genotipificacion por la tecnologia de

MassArrays por jPLEX con la plataforma del SEQUENOM.



Capitulo 2. Marco Tedrico

2.1 Historia del dengue
El término “dengue” se dio a conocer en América entre 1827 y 1828, a raiz de una

epidemia en el Caribe que producia fiebre, artralgias y exantema. Los esclavos
provenientes de Africa identificaron a esta entidad patolégica como dinga o dyenga,
equivalente del Swahili Ki denga pepo, que significa ataque repentino (calambre o
estremecimiento) provocado por un “espiritu malo” [Vasilakis and Weaver, 2008].

En América, los relatos sobre esta dolencia datan de mas de 200 afios; la primera
epidemia de dengue clasico de las Américas estaba relacionada con el serotipo DEN-3 y,
ocurrio en la region del Caribe y en Venezuela en 1963-64. Anteriormente habia sido
aislado el DEN-2 en Trinidad en 1953-54 a partir de casos no epidémicos. En 1977 el
serotipo DEN-1 fue introducido en Jamaica, diseminandose por la mayoria de las islas del
Caribe y Centro América causando epidemias. Para 1982 el serotipo DEN-4 junto con el
DEN-1 causaron una epidemia en Brasil [OPS, 1995], y desde entonces los cuatro
serotipos del dengue han sido transmitidos simultaneamente en muchos paises de las

Américas donde circula el Aedes aegypti.

2.2 Epidemiologia del dengue

El Dengue es endémico en las regiones tropicales y subtropicales alrededor del mundo,
predominando en éareas urbanas y semi-urbanas. Dos quintos de la poblacion mundial
estdn en riesgo de contraer el dengue. Cada afio se producen unas 500,000
hospitalizaciones por DH, y una gran proporcion de esos pacientes son nifios.
Aproximadamente un 2.5% de los afectados mueren, y sin el manejo clinico adecuado,

las tasas de letalidad del DH pueden superar el 20% [WHO, 2009b].



Con la re-infestacion de muchos paises en la region de las Américas por el Aedes aegypti,
y con la aparicion de un vector secundario, el Aedes albopictus, las epidemias de dengue
se han incrementado significativamente [Gubler and Trent, 1993] con circulacion
simultanea de los cuatro serotipos, y con re-aparicion de alguno de los serotipos de

tiempo en tiempo, lo cual usualmente se asocia con brotes epidémicos significativos.

En Honduras el afio 2002, hubo un nimero reportado de 32,269 casos de dengue clasico
(DC) con una tasa de incidencia acumulada de 491 por 100,000 habitantes; y con 668
casos confirmados de DH con 17 muertes (tasa de fatalidad de 1.96%). En el afio 2007
hubo de nuevo un brote de gran magnitud con 29,328 casos de DC en todo el pais, con
una incidencia de 400 por 100,000 habitantes, reportandose 1,692 casos de DH y 15
muertes. Del afio 2007 al 2010, se ha registrado un incremento en el nimero de casos de
DC y DH, aumentado la tasa de fatalidad en Honduras del 1 al 3%. Para el afio 2010, la
Secretaria de Salud Publica reporté 66,814 casos de DC, 3,226 casos de DH y 83
muertes, la epidemia mas grande que ha ocurrido hasta ahora. En Honduras han circulado
los cuatro serotipos del dengue, en 1998 se reportaron los serotipos 2 y 3, a partir de 2004
los serotipos 1 y 4. Los serotipos 2 y 3 se han asociado en otros paises con mayor

morbilidad [Fried et al., 2010; Vaughn et al., 2000].

De acuerdo a los reportes de la Secretaria de Salud en Honduras, se ha confirmado la

circulacion en el pais de los cuatro serotipos de dengue, como se muestra en el cuadro 1.



ARos Casos Captados de Casos Confirmados Serotipo Aislado
Dengue Clasico Dengue Hemorragico
1998 21,359 75 DEN2Y 3
1999 17,999 63 (8 Muertes ) DEN2y3
2000 13,741 314 ( 10 Muertes ) DEN 2
2001 9,181 155 (9 Muertes) DEN 2
2002 32,269 863 (17 Muertes) DEN2y3
2003 16,559 467 (17 Muertes ) DEN 2
2004 19,971 351 (8 Muertes) DEN1,2y4
2005 18,843 254 (9 Muertes)) DEN12y4
2006 7,800 172 ( 6 Muertes) DEN2y4
2007 29,328 1,692 ( 15 Muertes ) DEN2Y 4
2008 16,460 399 (9 Muertes) DEN 2y 4
2009 14,528 777 (17 Muertes ) DEN 1y?2
2010 66,814 3,266 (83 Muertes) DEN1,23y4
2011* 4,704 35 (0 Muertes) DEN-2

Cuadro 1: Serotipos aislados de dengue en Honduras (*hasta la semana epidemiolégica No. 34).

2.3 Agente etioldgico

2.3.1 Estructura del virus

El virus dengue es un virus ARN de cadena sencilla, de sentido positivo, envuelto, con un
genoma de aproximadamente 11 kilo-bases y de alta variabilidad genémica que ha sido
completamente secuenciado. Pertenece a la familia Flaviviridae, género Flavivirus.
Existen 4 serotipos (DEN-1, DEN-2, DEN-3 y DEN-4) que comparten homologia de
secuencia del 70% aproximadamente. El genoma viral estd compuesto de un solo “Marco
de Lectura Abierto”(ORF), flanqueado por 2 Regiones No Transcritas (NTR) 5” y 3’; el
genoma codifica para tres proteinas estructurales del virus (figura 1), la capside (C) que
rodea y protege al acido nucleico; la proteina de membrana (M) implicada en la
reorganizacion de la estructura de la superficie viral; y la proteina de envoltura (E)

responsable de la interaccion con las células hospederas; ademas posee siete proteinas no

8



estructurales (NS), dentro de las cuales se encuentran la proteina NS1 que participa en la
maduracion y replicacion viral [Lindenbach and Rice, 2003], la proteina NS3 que tiene
funcion de helicasa y proteasa [Xu et al., 2005] y la proteina NS5 asociada a la funcion

polimerasa del virus[Acosta Bas and Gomez-Cordero, 2005].

= 3400 aa

I
'l_GEN ES ESTRUCTURALES GENES MO ESTRUCTURALES

/h \o ? }

’ R B I |
NH I | | I | | eror T |:||]‘i |[iTase S| COOH
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¥ }
00 [ |
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Figura 1. Genoma del virus dengue. Tomada de Lindenbach & Rice, 2003.

2.3.2 Ciclo de replicacion

El virus dengue entra en la célula por endocitosis mediada por receptores. La envoltura
del virus se funde con la membrana del endosoma. Al acidificarse el medio de la vesicula
endosémica, se libera la nucleocéapside en el citoplasma. Poseen un ARN de polaridad
positiva que funciona como ARN mensajero que se traduce directamente en los
ribosomas durante el proceso de replicacion, fabricandose las proteinas estructurales y

no estructurales.

La proteina C (capside) se traduce primero exponiendo el lugar de escision sobre el que
actuara una proteasa, y luego un péptido sefializador para la asociacion con el reticulo
endoplasmico. La glicoproteina E se sintetiza mas adelante, se glucosila, se procesa en el

aparato de golgi y se transfiere a la membrana plasmatica. Las proteinas de la capside se



ensamblan en la region de las membrana plasmatica que contiene la proteina E, y el virus

se libera por exocitosis de la célula hospedera [Clyde et al., 2006]
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Figura 2. Ciclo de replicacion del virus dengue. Tomado de Del Angel, 2006

2.4 Caracteristicas del Vector

2.4.1 Taxonomia

El Dengue es transmitido principalmente por mosquitos hembras hematéfagas de Aedes
aegypti, y otro vector secundario, menos eficiente el Aedes albopictus [Lambrechts et al.,
2010]. El mosquito A. aegypti pertenece al Phyllum: Artropoda, clase: Insecta, orden:
Diptera, suborden: Nematdcera, familia: Culicidae, tribu o subfamilia: Culicini, género:
Aedes, subgénero: Stegomyia, grupo: “A”, especie: aegypti [Mattingly, 1967]. El A.
albopictus pertenece también al subgénero Stegomyia, pero estd comprendido en el grupo

Scutellaris y la especie albopictus.
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2.4.2 Distribucién

El A. aegypti tiene una distribucion muy amplia y estable entre los trépicos y zonas
subtropicales (figura 3); tiene ademas, una preferencia doméstica en su ciclo de vida, por
lo que su adaptabilidad es muy amplia hacia los diferentes escenarios en los que habita el
hombre. Se encuentra difundido en areas con caracteristicas urbanas, aunque también se
puede encontrar en areas rurales. El A. albopictus, es un vector importante en el sudeste
asiatico, se distribuye desde Japon, Corea, y las islas del Pacifico del Sur de Asia, hasta
algunos paises europeos, formando un corredor continental e insular. EI A. albopictus se
ha extendido a América, reportandose su presencia desde 1946 en los Estados Unidos de
América[Rigau-Perez et al., 1994]. En Honduras el principal vector del virus dengue es el
A. aegypti, sin embargo se ha encontrado la presencia de A. albopictus en diferentes
regiones del pais desde el 2003 (reportes del Programa Nacional de Dengue, Secretaria de

Salud Publica, Honduras).

Figura 3: Areas en riesgo de transmision de dengue 2008. Tomado de WHO, 2009.
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2.4.3 Ciclodevida

Los mosquitos Aedes tienen dos etapas bien diferenciadas en su ciclo de vida: una fase
acudtica o de estadios inmaduros y la fase aérea o de adulto; en la fase acuatica existen
tres formas evolutivas distintas: huevo, larva y pupa (Figura 4). La fase aérea o de adulto
corresponde al mosquito o zancudo. El periodo acuético tiene una duracion promedio de
siete a diez dias, pero puede prolongarse a mas del doble de tiempo, cuando la
temperatura disminuye o los alimentos son escasos, 0 bien reducirse hasta cinco dias
cuando hay alimento y la temperatura oscila entre los 25 y 34 °C. El alimento natural del
A. aegypti hembra es la sangre de mamiferos, roedores y aves, la cual necesita para
lograr la maduracion de sus huevecillos, también se alimenta de néctares de las plantas
gue se encuentran en el habitat doméstico; prefiere realizar sus actividades alrededor del
hombre (antropofilico) y alimentarse de su sangre (antropdfaga). EI A. aegypti en
condiciones naturales sobrevive entre 15 y 30 dias, alimentandose aproximadamente cada
tres dias, de preferencia en las horas de la mafiana, la hembra de A. aegypti puede volar
en un radio promedio de 40 a 60 metros y no méas de 100 metros [Cordova et al., 2007] y
todas las personas que se encuentren a esa distancia podrian estar expuestos a su

picadura.

El A. aegypti se reproduce en cualquier recipiente utilizado para el almacenamiento de
agua, asi como en envases de plastico desechado, llantas y en cualquier otro objeto que
acumule agua de lluvia, incluso se reproduce ampliamente en habitats naturales como los
agujeros de los arboles o las hojas. ElI Aedes albopictus, es conocido como “mosquito

tigre asiatico” y es una especie propia de la selva, que se ha adaptado a los ambientes

12



rurales y urbanos. A diferencia de A. aegypti, su radio de vuelo puede alcanzar los 500

metros.

FASE AEREA

ADU LTOT r Nivel Agua

=

FASE ACUATICA

Figura 4: Ciclo de vida del Aedes aegypti. Tomada de http://3.bp.blogspot.com

2.5 Ciclo de transmision del virus del dengue

El ciclo de transmisién del virus dengue por el mosquito o zancudo comienza con una
persona infectada con el virus. Esta persona tendra el virus circulando en la sangre, una
viremia que dura aproximadamente cinco dias. Durante el periodo virémico, un mosquito
hembra pica a la persona e ingiere sangre que contiene al virus. En el mosquito el virus se
replica en el intestino medio y atraviesa la ldmina basal del intestino para alcanzar otros
tejidos secundarios e infectar las células de las glandulas salivales alrededor del tercer dia
después de la infeccion; el mosquito permanece infectado durante el resto de su vida. A
continuacion, el mosquito infectado se alimenta de otra persona y le transmite el virus, el
cual se replica en la segunda persona, en el que se pueden producir sintomas asociados
con la enfermedad del dengue. Los sintomas aparecen en un promedio de cuatro a siete

dias (periodo de incubacion) después de la picadura de mosquito. La viremia comienza
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antes de la aparicion de los sintomas. Los sintomas causados por la infeccién con el virus

del dengue pueden durar de tres a diez dias, con un promedio de cinco dias.

El mosquito se alimenta /
adquiere el virus

El mosquito se realimenta /
transmite el virus

Periodo de

| & fenou incubacién =%
extr c: intrinseca
' Viremia Viremia
L —— A/
0o 4 5 A8 12 16 20 4 24 A Zg
Enfermeday Dias anermedad
Humano 2

Figura 5: Ciclo de transmision del dengue. Tomada de www.diariodeciencias.com.ar

2.6 Manifestaciones clinicas del dengue

El dengue es una enfermedad infecciosa sistémica y dindmica [(OPS), 2010], puede
cursar en forma asintomatica hasta formas graves. Después de un periodo de incubacion

la enfermedad pasa por tres fases: febril, critica y de recuperacion.

2.6.1 Fase febril
Esta comienza bruscamente con fiebre que puede durar de 2-7 dias, puede acompafarse

de cefalea intensa, mialgias, artralgias y dolor en los ojos (retro-ocular), puede
presentarse enrojecimiento facial, eritema y dolor corporal generalizado. Algunos
pacientes pueden presentar anorexia, nauseas y vomito. Pueden presentarse hemorragias

menores como petequias y equimosis en la piel.
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2.6.2 Fase critica
Cerca de la desaparicion de la fiebre (ver cuadro 2) cuando la temperatura desciende a

37.5 grados Celsius por lo general en los primeros 3-7 dias de la enfermedad puede
aumentar la permeabilidad capilar, paralelamente con los niveles del hematocrito esto
marca el comienzo de la fase critica, el periodo de extravasacion de plasma dura de 24-48
horas. Puede asociarse con hemorragia en la mucosa nasal y de encias asi como sangrado
vaginal aumentado. La leucopenia y linfocitosis con 15-20% de formas atipicas, seguida
de una rapida disminucion del recuento de plaquetas suele preceder a la extravasacion del
plasma. Los pacientes sin un aumento de la permeabilidad vascular mejoran y por el
contrario aquellos con mayor permeabilidad empeoran. El derrame pleural y la ascitis
pueden ser clinicamente detectables en funcion del grado de pérdida del plasma. El
choque ocurre cuando un volumen critico de plasma se pierde por extravasacion. Esto
compromete varios 6rganos como el pulmon, higado, corazon, rifidn y el intestino entre

otros.

2.6.3 Fase de recuperacion
Cuando el paciente sobrevive a la fase critica que no excede las 48-72 horas pasa a la fase

de recuperacién, dandose a lugar una reabsorcién gradual de liquido extravasado, el cual
regresa al compartimiento intravascular. Se observa una mejora en el estado general,

algunas veces puede presentarse una erupcion en forma de “islas blancas en un mar rojo”.
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Cuadro 2: Manifestaciones clinicas del dengue tomada de: Dengue Guidelines for Diagnosis Treatment,
Prevention and Control OPS, 2009.

2.7 Clasificacion del dengue

Como se muestra en la figura 6, la clasificacion recomendada por la organizacion
mundial de la salud en el 2009 es la llamada clasificacion revisada[(OPS), 2010], la cual
establece dos formas de la enfermedad: dengue y dengue grave o severo. Dicha
clasificacion se hizo con el fin de mejorar el reconocimiento de la enfermedad, decidir

conductas terapéuticas y prevenir en lo posible el dengue grave.

DENGUE = SENALES DE ALARMA DENGCUE GRAVE

1. Extravasacion del plasma
2. Hemorragia grave
3. Compromiso grave de drganos

Con signos de
alarma

CRITERIOS PARA EL DENGUE CON SIGNOS DE ALARMA Y SIN ELLOS CRITERIOS PARA DENGUE GRAVE

Dengue probahble Signos de alarma™ Extravasacion grave de plasma que conduce
vivir en dreas endémicas de * Dolor abdominal intenso o abdomen a
dengue/viajar a ellas doloroso a la palpacicdn + Choque (SCD)
Fiehre y dos o mas de los siguientes + Vamitos persistentes + Acumulacidn de liquidos con insuficiencia
criterios: = Acumulacidn clinica de liquidos respiratoria
+ Nauseas, vomito + Sangrado de mucosas
+ Frupcidn cutanea * letargia, agitacion Sangrado intenso
+ Molestias y dolores + Hepatomegalia =2 cm segin la evaluacion del médico fratante
* Prueba de tomiquete posiliva = laboratorio: aumento del hematocrito
* Leucopenia concumente con rapida disminucidn Compromiso organico grave
+ Cualquier signo de alarma del nimero de plaquetas - Higado: AST o AIT 1000
* Sistema nervioso central: Aleracion de la
Dengue confirmado por laboratorio *(requiere estricta observacidn e conciencia
{importante cuando no hay signos intervencion médica) + Corazén y ofros drganos

de extravasacion de plasma)

Figura 6: Diagrama de clasificacion del dengue, tomada de: Dengue Guidelines for Diagnosis

Treatment, Prevention and Control OPS, 2009.
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2.7.1 Dengue sin signos de alarma: esta descripcion es congruente con la fase febril
descrita anteriormente, en la que puede presentar uno o varios sintomas no mas de una
semana generalmente, para luego pasar a una etapa convaleciente.

2.7.2 Dengue con signos de alarma: después de bajar la fiebre, el paciente puede
recuperarse o presentar un deterioro clinico y presentar los signos de alarma descritos en
la figura 6, los signos de alarma son el resultado de un incremento de la permeabilidad
capilar y marcar el inicio de la fase critica. Puede aparecer dolor abdominal intenso y
continuo, vomito persistente, acumulacion de liquidos, sangrado de mucosas, alteracion
del estado de conciencia, hepatomegalia y un aumento progresivo del hematocrito.

2.7.3 Dengue grave o severo: esta se define por la extravasacion de plasma, acumulacion
de liquido con dificultad respiratoria 0 ambas, sangrado profuso que sea considerado
clinicamente importante por los médicos tratantes, o compromiso grave de los 6rganos.
Cuando esto ocurre puede producirse el choque y este se considera cuando la presién del
pulso (es decir la diferencia entre la presién sistélica y diastélica) es de 20 mm Hg o
menor, o si hay signos de mala perfusion capilar, como extremidades frias, llenado

capilar lento o pulso répido y débil en nifios y adultos.

En Honduras para fines de vigilancia y manejo clinico de los pacientes, las
manifestaciones del dengue se clasifican en forma similar a los lineamientos propuestos
por la OMS, pero con algunas variaciones de acuerdo a las caracteristicas clinicas
observadas en la poblacion hondurefia y a las herramientas disponibles para evidenciar

algunos de los signos clinicos. Esta clasificacion clinica (del Grupo A al grupo D) fue
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elaborada debido a la necesidad de estandarizar criterios en el manejo de pacientes con
dengue en los centros asistenciales del pais [Honduras, 2004].

Grupo A: cuadro febril de inicio brusco, con una duracion de hasta siete dias, cefalea
intensa, mialgias, artralgias y dolor retro-ocular, puede presentarse exantema, leucopenia,
presencia o0 no de sangrado. Grupo B: todo paciente con cualquiera de lo siguiente (pero
sin signos de alarma); caso febril con petequias u otro sangrado espontaneo; prueba de
torniquete positivo, trombocitopenia menor o igual a 100,000 plaguetas/mm?®. Grupo C:
paciente con cuadro de dengue clasico méas los siguientes signos de alarma; dolor
abdominal intenso y sostenido; vomitos persistentes; descenso brusco de temperatura;
irritabilidad y/o somnolencia. Estos pacientes tienen riesgo aumentado para desarrollar
choque. Grupo D: paciente con cuadro de dengue clasico mas los signos de choque;
taquicardia, frialdad distal, pulso débil no perceptibles, hipotensién arterial, cianosis,
sudoracion sin fiebre, presion arterial media disminuida, palidez exagerada, cambios en

estado de conciencia.

2.8 Patogenia del dengue

Los eventos que desencadenan la enfermedad por dengue comienzan con una persona
infectada con el virus dengue a través de la picadura de un mosquito hembra que contiene
al virus. El virus se localiza y se replica en diversos érganos diana, por ejemplo, nddulos
linfaticos locales e higado, luego se libera de estos tejidos y se difunde por la sangre para
infectar los leucocitos y otros tejidos linfaticos. El virus permanecera circulando en la
sangre, una viremia que dura aproximadamente cinco dias. Los sintomas comienzan a

aparecer en un promedio de cuatro a siete dias. Cuando se produce una nueva infeccion
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con otro serotipo de dengue, se produce una respuesta inmune que pudiera exacerbar la
enfermedad debido a los anticuerpos preexistentes no neutralizantes para el serotipo
actual, estos estimulan la entrada de los virus en los macrofagos, lo que activa los
linfocitos T de memoria, provocando la secrecion de citocinas inflamatorias e inicia las
reacciones de permeabilidad vascular, causando hemorragias internas y pérdida de
plasma, lo que da lugar a sintomas relacionados con el DH y SCD [Gubler, 1998]. Los
sintomas causados por la infeccion por dengue pueden durar de tres a diez dias, con un
promedio de cinco dias, de modo que la enfermedad persiste durante varios dias después
de haber concluido la viremia.

Las diferencias en la virulencia del virus [Rosen, 1977] también se han sugerido para
explicar la patogénesis del DH, entre ellas la exposicién de serotipos con diferente
virulencia [Watts et al., 1999], la secuencia de los serotipos infectantes [Gibbons et al.,

2007] con distinto potencial epidémico y patogénico.

2.9 Inmunopatogenia

Los sucesos que desencadenan la severidad del dengue aun estan por dilucidarse y mucho
tiene que ver con la respuesta del sistema inmune del individuo. La respuesta inmune
humoral a una infeccién primaria por un determinado serotipo origina anticuerpos
neutralizantes capaces de proteger al individuo contra el virus homologo y en menor
medida contra los heterdlogos, debido a anticuerpos especificos que neutralizan al
serotipo infectante pero son sub-neutralizantes o no neutralizantes para los otros

serotipos. Durante una infeccion secundaria con un serotipo diferente, estos anticuerpos
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pre-existentes no neutralizantes forman complejos inmunes que son presentados a través
de los receptores de la porcién Fc de las inmunoglobulinas (Igs) a la membrana de las
células del sistema fagocitico, estimulando la entrada de los virus en los monocitos/
macrdfagos que resultan en una alta activacion de linfocitos T. Esta amplificacion se ve
aumentada por el hecho que los linfocitos T-CD4" especificos para el virus del dengue
producen IFNy que a su vez regula la expresion de los receptores de Fcy, dando como
resultado una incrementada secrecion de citocinas y mediadores quimicos (TNF, IL-2,IL-
6, PAF, C3a, C5a e histamina) iniciando las reacciones de permeabilidad vascular,
provocando hemorragias y pérdida de plasma sanguineo, lo que puede dar lugar a las

manifestaciones clinicas del DH y SCD [Gubler, 1998; Kurane, 2007].

2.10 Determinantes genéticos asociados al Dengue

Un polimorfismo genético es una variacion en la secuencia genémica de un determinado
gen, entre los individuos de una poblacion. Esta variacion puede consistir en la
sustitucion de una simple base nitrogenada por ejemplo, la sustitucion de una A (adenina)
por una C (citosina) o puede ser mas complicado por ejemplo, la repeticion de una
secuencia determinada de nucledtidos, donde un porcentaje de individuos tenga un
determinado nimero de copias de una secuencia especifica. Para que verdaderamente
pueda considerarse un polimorfismo, la variacion debe aparecer al menos en el 1% de la
poblacion, a las variaciones menos frecuentes se les conocen simplemente como
mutaciones.

Varios estudios han demostrado que algunos polimorfismos genéticos pueden proteger o
predisponer a que un individuo desarrolle DH/SCD. A continuacion se describen algunos

de ellos.
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2.10.1 Antigenos leucocitarios humanos (HLA), cuyos genes estan en el cromosoma 6,
estos codifican las moléculas celulares de superficie especializadas en la presentacion de

determinantes antigenicos a receptores de los linfocitos T.

Los HLA clase I, consisten en los alelos A, B y C, tienen una amplia distribucion y estan
presentes en la superficie de todas las células nucleadas y plaquetas. Los antigenos que
estan asociados a los HLA clase | interactuan con los linfocitos T CD8 durante la

respuesta inmune.

Los HLA clase Il, consisten en los alelos DR, DP y DQ, estos tienen distribucién mas
limitada entre los linfocitos B, macréfagos, células dendriticas, células de Langerhans y

linfocitos T activados.

Los haplotipos HLA en general han sido asociados tanto a susceptibilidad como a
proteccion hacia el dengue, en poblaciones de Vietnam [Loke et al., 2001], Cuba [Sierra

et al., 2007a] y México [LaFleur et al., 2002] entre otros.

2.10.2 DC-SIGN: (Dendritic Cell -Specific Intercellular adhesion molecule-grabbing
nonintegrin), es un receptor de lectina C tipo Il expresada por células dendriticas
localizada en el CD209 en el cromosoma 19. Estudios recientes indican que las células
dendriticas (las cuales son residentes naturales de la piel), son susceptibles a la infeccion
con el virus dengue [Marovich et al., 2001]. Variaciones genéticas en el CD209 pueden
alterar la expresion del DC-SIGN. Se han encontrado polimorfismos en el promotor del
gen (posicion-139 y -336) asociados a infeccidn por VIH, indicando que el genotipo -336

G/G puede estar asociado a proteccion contra la infeccion por VIH [Selvaraj et al., 2009].
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Estudios en Tailandeses, en el promotor del CD209 que codifica para DC-SIGN1-336,
receptor presente en células dendriticas revelan que un polimorfismo en individuos que
poseen el alelo G (GG y GA) en esta posicion, tienen mayor predisposicion a padecer DH
(con una frecuencia de 22.4%) en comparacién con DC (con una frecuencia de 4.7%) en

tres cohortes independientes en Tailandia [Sakuntabhai et al., 2005].

2.10.3 Receptor Fcy (FcyR) es un receptor ampliamente distribuido en las células
hematopoyéticas, y se han descrito tres clases de receptores en los leucocitos humanos
FcyRI codificado en el CD64, el FcyRIl en CD32, y el FcyRIIl en CDI16. Estos
receptores median una variedad de respuestas bioldgicas, incluyendo citoxicidad celular
dependiente de anticuerpos, endocitosis, fagocitosis, liberacion de mediadores
inflamatorios y aumento en la presentacion de antigenos. Cada clase de receptor varia en
peso molecular, afinidad de union a diferentes subclases de inmunoglobulinas G (IgG) y
su distribucion en la superficie de monocitos, macrofagos, neutrofilos, plaquetas y células

de Langerhans [Lehrnbecher et al., 1999b].

En humanos se han descrito dos isoformas funcionales del FcyRIIA, donde la sustitucion
de una sola base (G por A) en el codén del aminoacido 131 resulta en un cambio del
dominio extracelular del receptor (R; codon CGT para arginina o H; codén CAT para
histidina) alterando la afinidad de la union para la IgG. La isoforma del FcyRIIA-H131

posee mas alta afinidad que la isoforma FcyRITIA-R131.

Este FcyRIIA ha sido asociado a desordenes inmunes en relacion con las plaquetas
[Brandt et al., 1995], también ha sido asociado a infecciones recurrentes del tracto

respiratorio, [Sanders et al., 1994]. Recientemente el FcyRIIA ha sido asociado a DH,
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donde homocigotos para la variante arginina tienen menos capacidad para opsonizar
anticuerpos 1gG2 y puede por ende jugar un rol de proteccion contra DH [Loke et al.,
2002]. Siendo la respuesta inmune mediada por la captacion de las Igs un factor
importante de la patogenia del DH, se considera de mucha importancia estudiar los

polimorfismos en este receptor.

2.10.4 Receptor de vitamina D (VDR), se encuentra localizada en el cromosoma 12 con
un tamafio de mas de 100 Kb, la forma activa de la vitamina D 1,25-dihidroxivitamina D,
ejerce efectos inmuno-regulatorios a través del VDR, una alta concentracion de VDR es
detectada en macréfagos y linfocitos T especialmente CD8". Tres diferentes
polimorfismos en el gen del VDR han sido estudiados [Uitterlinden et al., 2004], un SNP
en particular en la posicion 352 del gen VDR se ha asociado con resistencia a varias

enfermedades infecciosas [Huang et al., 2010; Roy et al., 1999; Wilkinson et al., 2000].

En un estudio realizado en nifios vietnamitas se observé que el alelo C (t) en la posicion

352 en el gen del VDR, se asocia con proteccion a dengue severo [Loke et al., 2002].

2.11 Diagnostico del dengue

Un diagnoéstico definitivo de dengue puede hacerse solo por medio de pruebas de
laboratorio como son: el aislamiento del virus, deteccion del acido nucleico viral, los
antigenos o anticuerpos especificos del virus; o una combinacion de estos.

Después de la aparicion de la enfermedad, el virus puede ser detectado en suero, plasma,

células sanguineas circulantes y otros tejidos, con mayor probabilidad durante los
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primeros cinco dias de sintomas. Durante las primeras etapas de la enfermedad o fase
aguda, el aislamiento viral, la deteccion del acido nucleico o de antigenos especificos se
pueden utilizar para diagnosticar la infeccion. A partir del sexto dia de iniciados los
sintomas, la deteccion de anticuerpos IgM especificos es el método de eleccion para el
diagndstico.

Cuando un individuo tiene un primer contacto con el virus desarrolla una respuesta de
anticuerpos primaria caracterizada por un aumento lento de anticuerpos especificos. Los
anticuerpos IgM son las primeras inmunoglobulinas del sistema inmune humoral en
aparecer. Los niveles maximos de anticuerpos IgM se presentan a las dos semanas
después de la aparicion de los sintomas y con una disminucién general a niveles
indetectables de dos a tres meses. Los anticuerpos IgG son generalmente detectables en
titulos bajos al final de la primera semana de enfermedad, aumentando lentamente a partir
de entonces, con niveles de 1gG en suero aun detectables después de varios meses, y que
persisten durante toda la vida.

En una infeccion secundaria del dengue (un individuo que es re-infectado con un serotipo
distinto del virus) los titulos de anticuerpos IgG aumentan rapidamente, detectandose en
niveles altos, incluso en la fase aguda. A principios de la convalecencia en las infecciones
secundarias los niveles de anticuerpos IgM son significativamente inferiores a los que se

presentan en las infecciones primarias y pueden ser indetectables en algunos casos.

2.11.1 Aislamiento viral
Existen varios sistemas disponibles para el aislamiento viral: inoculacién intra-cerebral

en ratones recién nacidos, en los que la infeccion produce paralisis y otros signos que

afectan el sistema nervioso central, este método es costoso y los resultados no se obtienen
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rapidamente; cultivos celulares se realizan tanto en lineas celulares de mamiferos (Vero,
LLCMKj3,) como en células de mosquitos (C6/36, AP-61) siendo estas ultimas las mas

sensibles.

2.11.2 Diagnostico molecular
La Reaccion en Cadena de la Polimerasa con Transcripcion Reversa (RT- PCR), permite

la identificacion de los serotipos en muestras de plasma y sobrenadantes de células
infectadas con el virus. EI RT-PCR es util para obtener informacion rapida de los
serotipos circulantes de dengue; sin embargo, es muy importante realizar la prueba en la

etapa de viremia en el individuo, durante los primeros 5 dias de iniciados los sintomas.

2.11.3 Diagnostico seroldgico
Existen varias pruebas seroldgicas usadas para el diagnéstico de infeccidn por el virus

dengue: inhibicién de la hemaglutinacion, fijacion de complemento, prueba de
neutralizacién, ensayos imunoenzimaticos para la deteccion de anticuerpos IgM e IgG,
entre otras.
a. Inhibicion de la hemaglutinacion (IHA).

Esta prueba fue la mas usada para el diagnostico serolégico de rutina en la infeccién por
dengue, debido a su sensibilidad y a un requerimiento minimo de equipo para su
realizacion, esta prueba es ideal para estudios sero-epidemiol6gicos, y se basa en que el
virus, bajo condiciones controladas de pH y temperatura, puede aglutinar glébulos rojos

de ganso y su efecto puede ser inhibido por anticuerpos especificos.
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b. Prueba de neutralizacion.
Es la prueba serologica més sensible y méas especifica para el diagndstico de la infeccion
por el virus dengue, y se basa en que el virus dengue produce efectos citopaticos, que
pueden ser observados como placas en cultivos celulares susceptibles.

c. Detecciéon de anticuerpos IgM e IgG contra dengue por medio de ensayos

imunoenzimaticos (conocidos como ELISA).

Esta prueba se ha considerado la mas util para el diagndstico de la infeccién por dengue,
debido a su alta sensibilidad y a la facilidad de su empleo; el resultado se obtiene en unas

pocas horas y no requiere de equipo complejo para su realizacion.

2.12 Prevencion y Control

La prevencion y control del dengue es una prioridad a nivel mundial, para evitar su
expansion cada vez mayor. Desafortunadamente las herramientas para prevenir la
infeccion del dengue son limitadas. En la actualidad, el GUnico método de controlar o
prevenir la transmision del dengue consiste en la lucha contra los vectores. El control de
los vectores se basa en la gestion del medio ambiente y los métodos quimicos que lo
minimizan. La eliminacion adecuada de los residuos solidos y la mejora de las préacticas
de almacenamiento de agua, entre ellas el mantenimiento de los recipientes tapados para
evitar que los mosquitos hembra pongan sus huevos, son medidas que deben fomentarse

en los programas comunitarios.
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Capitulo 3. Metodologia

3.1Disefio del estudio
3.1.1 Tipo de investigacion: caso y control retrospectivo.
3.1.2 Periodo del estudio: de Agosto 2010 a Septiembre 2011.

3.1.3 Poblacion en el estudio.

Individuos que estén padeciendo o hayan padecido DC o tengan evidencia serologica
de infeccion con el virus dengue (con o sin sintomatologia asociada) que constituyen
los controles, e individuos que estén sufriendo o hayan padecido DH, estos
constituyen los casos. La clasificacién de los casos se hizo siguiendo las normas

nacionales de clasificacion de dengue, antes mencionadas como Grado A, B, C o D.

3.2 Tamafo de muestra
Se incluyo en el estudio un total de 200 muestras de individuos, 100 de las muestras

correspondian a los controles 0 DC y las otras 100 correspondian a los casos de DH,
las cuales en su totalidad habian sido previamente genotipificadas con tecnologia de
MassArrays basado en polimorfismos de nucleétido simple (SNP) para ser
comparado con una sub-muestra de esta poblacion (10%) con la técnica de
polimorfismos determinados por medio de PCR-RFLP. A las 200 muestras se le
realizaron pruebas seroldgicas para procurar clasificar las infecciones en primarias y

secundarias.

3.3 Criterios de inclusion y exclusion
3.3.1 Criterios de Inclusion:
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Todos aquellos individuos que padecian o habian padecido dengue clasico o
hemorragico segun criterios antes mencionados y que fueran confirmados por
serologia 0 RT-PCR, y que accedieron a participar, previo consentimiento informado
(Apéndice 2), consentimiento de parte de los padres o guardianes en nifios entre 1-

18 afios y asentimiento en los casos de nifios entre 8-18 afios (Apéndice 3).

3.3.2 Criterios de exclusién:

Personas que rehlsen participar y nifios menores de un afio.

3.4 Toma de muestras
Algunos de los participantes fueron enrolados mediante vigilancia activa en el

Instituto Hondurefio de Seguridad Social (IHSS) en las salas de pediatria y sala mixta
de dengue para adultos. A los casos de dengue clasico y dengue hemorragico en fase
aguda o febril (menos de 6 dias de inicio de sintomas) se les tomd una muestra de
sangre total, entre 5-7 ml en tubos estériles con EDTA en el caso de los adultos, y de
3-5 ml en nifios. Para aquellos individuos que tuvieran mas de 6 dias de sintomas se
tomo6 una muestra de sangre en tubos sin anticoagulante (en iguales condiciones de
volumen como antes descrito) y adicionalmente una muestra con anticoagulante
EDTA. A los participantes captados retrospectivamente, confirmados por diagndstico
clinico o por laboratorio, se les tom6 una muestra de sangre total, entre 5-7 ml en
tubos estériles con EDTA en el caso de los adultos, y de 3-5 ml en nifios. Las
muestras fueron colocadas en hieleras a 4°C, y transportadas al laboratorio de

Virologia de la Escuela de Microbiologia de la UNAH.
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Una vez recibidas las muestras en el laboratorio de virologia se procedio a realizar la
separacion del suero de la muestra de sangre sin anticoagulante el cual fue codificado
y almacenado a -20°C. De la muestra de sangre total (EDTA) se procedio a la
separacion de linfocitos, se lisaron los glébulos rojos con el buffer de lisis comercial
(Roche® Diagnostic, Alemania) de acuerdo a las instrucciones del fabricante y
también se separ6 el plasma por centrifugacion, ambas muestras fueron codificadas y

guardadas a -80°C.

3.5 Analisis de las muestras
Los sueros de los participantes fueron utilizados para determinar la presencia de los

anticuerpos IgM con el fin de confirmar el diagnostico en aquellos casos captados
prospectivamente, también se determino la presencia de anticuerpos IgG para poder
clasificar las infecciones primarias y secundarias en todas las muestras del estudio. El
plasma fue utilizado al realizar pruebas moleculares para determinar la presencia del
virus en aquellos pacientes que cursaban la enfermedad en ese momento (fase aguda).
Los linfocitos extraidos de sangre total se utilizaron para las pruebas de

genotipificacion por PCR-RFLP. El flujograma de trabajo se resume en la figura 1.

3.5.1 Anadlisis serologicos
Se analizaron los sueros de los participantes por determinacién de anticuerpos IgG e

IgM contra dengue, a través de ensayos imunoenzimaticos con pruebas comerciales
(PanBio®, Brishane, Australia) de acuerdo a las instrucciones y las especificaciones
del fabricante. Adicionalmente se realizd la prueba de Inhibicion de Aglutinacion para

la medicidn de anticuerpos totales contra dengue.
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a. Prueba inmunoenzimatica IgM captura. Se utiliza para la determinaciéon de
anticuerpos IgM contra el dengue en muestras de suero y se recomienda realizar después
de los 5 dias de iniciados los sintomas, debido a que este es el tiempo que generalmente
toman en aparecer en circulacion. El suero que contiene anticuerpos IgM contra dengue
se hace reaccionar con anticuerpos anti-lgM humana acoplados a los pocillos de la
microplaca, los cuales si estan presentes son capturados, el suero residual es removido
por lavado, posteriormente se hace reaccionar con una mezcla de antigenos
recombinantes de los cuatro serotipos de dengue, después de un periodo de incubacion se
lava la microplaca y se adiciona un conjugado que consiste en un anticuerpo anti-dengue
marcado con peroxidasa de rabano picante (HRP), después del tiempo de incubacion y
lavado se adiciona el sustrato Tetrametilbenzidina (TMB), la reaccion se detiene con
acido. Una reaccion positiva se manifiesta por la produccion de color amarillo, la cual se
lee a 450 nm con un filtro de referencia de 600-650nm en un lector de ELISA (TECO
DIAGNOSTICS®, Anheim, California, EUA). Un resultado positivo es indicativo de una

infeccion activa por dengue.

b. Prueba inmunoenzimatica 1gG indirecta. Se utiliza para la determinacion de los
anticuerpos IgG contra el dengue. Esta prueba seroldgica es util para diferenciar
infecciones primarias y secundarias del dengue.

Los anticuerpos IgG en el suero, cuando estan presentes, se combinan con una mezcla de
antigenos de los cuatro serotipos del dengue acoplados a los pocillos de la microplaca,
después de la incubacion el suero residual es removido por lavado y se le agrega a la
reaccién una anti 1IgG humana marcada con peroxidasa HRP, después de la incubacion

los pocillos son lavados y se le agrega el sustrato TMB, este es hidrolizado por la enzima.
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Después de que se detiene la reaccion con acido se observa un cambio de color indicativo
de la presencia de anticuerpos IgG en la muestra de estudio. Se procede a la lectura de la
absorbancia a 450 nm con un filtro de referencia de 600-650 nm. Un resultado positivo es

indicativo de la presencia de anticuerpos IgG.

C. Prueba inmunoenzimatica 1gG de Captura. Se utiliza para la determinacion de
niveles altos de anticuerpos IgG contra el virus del dengue, caracteristico en infecciones

secundarias.

El suero del paciente, si contiene anticuerpos IgG contra los antigenos de dengue, se
combina con anti IgG humana adherida a la superficie de la microplaca, después de una
incubacion y lavado se hacen reaccionar con una mezcla de los cuatro antigenos
recombinantes de dengue, posteriormente se adiciona el conjugado que consiste en
anticuerpos monoclonales anti-dengue marcados con la enzima HRP. Después del lavado
se adiciona el sustrato TMB cuya reaccion es interrumpida con &cido, un cambio de color
indica la presencia de anticuerpos IgG contra dengue en la muestra. Se procede a leer la
absorbancia de los pocillos a 450 nm con un filtro de referencia de 600-650 nm. Un
resultado positivo (mayor de 22 unidades PanBio) es indicativo de una infeccién

secundaria de dengue.

d. Prueba Inhibicién de la Hemaglutinacion (IHA): Para realizar la prueba de
Inhibicién de la Hemaglutinacién, se deben de preparar los glébulos rojos obtenidos del
ganso, tratar las muestras a analizar y titular el antigeno de dengue previamente para

realizar la prueba de IHA.
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Para la preparacion de los eritrocitos se obtienen asépticamente 5ml de eritrocitos de
ganso los cuales se depositan en un frasco estéril que contenga 15 ml de Alsever’s
(proporcion 1:4), se guardan durante 24 horas para que se estabilicen. Luego se
centrifugan para eliminar el Alsever’s, se lavan tres veces los con PBS 1X a 1500 rpm
por 10 minutos. Después del dltimo lavado se preparan los eritrocitos en PBS al 50% vy
8%. Para la prueba de Hemaglutinacion e Inhibicion de Hemaglutinacion se hace una
dilucion 1:24 de los eritrocitos al 8%, usando solucién reguladora para suspensiones de
eritrocitos a pH 6.0, 6.2, 6.4, 6.6. Esta suspension leida a 490 nm contra un blanco de

buffer pH 7.0 debe dar una densidad 6ptica (0.D) de 0.75.

Para el tratamiento de las muestras por el método de Kaolin con el fin de eliminar los
inhibidores inespecificos de la hemaglutinacién que pueden estar presentes en los sueros
humanos. A 0.1 ml de suero se le agrega 0.4ml de solucién salina boratada pH 9.0 y 1 ml
de Kaolin al 25%. Se incuba a temperatura ambiente por 30 minutos agitando
vigorosamente cada 10 minutos. Se centrifuga a 3000 rpm durante 10 minutos, luego se
trasvasa el sobrenadante a nuevos tubos colocandolos en hielo y se agregan 50 ul de
eritrocitos de ganso al 50% en PBS. Se incuban por 20 minutos con agitacion ocasional.
Nuevamente se centrifugan a 1500 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente. El
sobrenadante obtenido se coloca en viales, se rotula y guarda a -20°C hasta el momento
de su uso. Para eliminar las aglutininas inespecificas se absorben los sueros con

eritrocitos de ganso.
Para la titulacion del antigeno (hemaglutinacion) Se rehidrata el antigeno liofilizado de

dengue en 0.5ml de agua destilada estéril, se mezcla y guarda a 4°C durante la noche.

Luego se prepara una dilucion 1:10 en solucién salina boratada con albdmina 0.4%
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(BABS 0.4%), se mezcla. El antigeno rehidratado se guarda a 4°C si se va a usar
inmediatamente, en caso contrario a -70°C.

Para determinar el pH optimo del antigenos se prueba con soluciones pH 6.0, 6.2, 6.4,
6.6. En placas de microtitulacion fondo en “U”, hacer diluciones dobles consecutivas
partiendo de 1:10 hasta 1:2560, utilizando BABS 0.4%. Se colocan 50 ul de BABS 0.4%
del segundo pocito en adelante, se colocan 100 ul de antigeno en el primer pocito y se
realizan las diluciones pasando 50 ul del antigeno al segundo pocito y asi sucesivamente.
Luego se agregan 50 ul de eritrocitos de ganso 1:24 en los pH 6.0, 6.2, 6.4, 6.6, a todos
los pocitos mientras se agita en un vibrador. Se incluye un control de eritrocitos para
cada pH que lleve 50 ul de BABS 0.4% y 50 ul de eritrocitos de ganso 1:24. Todo se
incubar a temperatura ambiente por 30-45 minutos después de lo cual se leen los
resultados.

Para realizar la Prueba de inhibicion de la hemaglutinacion, se agregan 25 ul de
BABS 0.4% del pocitos 2 al 12. Luego se agregan 50 ul de los sueros tratados (dilucion
1:10), al primer pocito de cada placa, también se agregan 25 ul del mismo suero al Gltimo
pocito de cada linea para el control de suero.

Se procede a hacer diluciones dobles consecutivas de cada suero, y se agregan 25 ul de
antigeno (conteniendo 4-8 unidades hemaglutinantes) a cada pocito que contenga el suero
diluido. No se le agrega antigeno al control de suero.

Para hacer el control de antigeno, se colocan 50 ul de BABS 0.4% del pocito 2 al 12.
Dispensar en el primer pocito 50 ul de la dilucion de antigeno que contiene 4-8
unidades/25 ul. En el segundo pocito dispensar 50 ul de antigeno y hacer diluciones

dobles consecutivas hasta el pocito 12. A continuacion se cubre la placa para incubar una
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hora a temperatura ambiente. Después se Afiaden 50 ul de la suspension de eritrocitos
1:24 en el pH Optimo a todos los pocitos. Para hacer el control de células o eritrocitos
agregar a una linea de pocitos 50 ul de BABS 0.4% + 50 ul de eritrocitos. Se deja
incubando a temperatura ambiente de 30-45 minutos y se leen los resultados. La dilucion
maés alta del suero que muestra completa inhibicién de la Hemaglutinacion (formacion de

un boton de células) se interpreta como el titulo de la inhibicion de la hemaglutinacion.

Un caso de Dengue con una muestra tomada en periodo convaleciente (7 o mas dias
después de iniciado los sintomas) y con un titulo igual o mayor a 2560 se considera como
un caso secundario de Dengue.

Un caso de Dengue que se encuentre en los 5 primeros dias de la enfermedad y presente
algun titulo de anticuerpo se considera como un caso secundario de Dengue.

Para determinar el estatus inmunoldgico de los participantes, las infecciones primarias y
secundarias se realizd la prueba de ELISA 1gG indirecta, en el suero de los participantes
en fase convaleciente o en aquellos que se captaron de forma retrospectiva. De acuerdo
con las instrucciones del fabricante, todas aquellas muestras que presenten >40 unidades
PanBio (UP) nos indican una infeccion secundaria, las que presentan de 11-40 unidades
son identificadas como infecciones primarias, entre 9-11 se consideran indeterminadas. A
las muestras > 40 UP se les realizd la prueba de 1gG de captura para corroborar por otro
método alterno las infecciones secundarias. Aquellas muestran que presentaban 9-11 UP

para IgG indirecta se les realizé una prueba Inhibicién de la hemaglutinacion.
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3.5.2 Identificacion y tipificacion del virus de Dengue.

Se realiz6 por medio de un RT-PCR, el método utilizado, es el desarrollado por Lanciotti
[Lanciotti et al., 1992] modificado por Rosario [Rosario et al., 1998] y actualmente
estandarizado en el laboratorio de Virologia de la UNAH. Este método se desarrollo para
aquellos pacientes que fueron captados en los primeros 5 dias de inicio de los sintomas,

con el fin de confirmar el diagndstico.

a. Extraccion de ARN de plasma sanguineo. Se llevo a cabo la extraccion de ARN
mediante el método QIAmp RNA Blood mini kit (QIAGEN®, Santa Clarita, California,

EUA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Este ARN se utilizo para el RT-PCR.

b. RT-PCR. (Reaccidon en cadena de la polimerasa con transcripcién reversa) Este método
es un PCR anidado multiplex, se agregan 10 ul del ARN extraido a 90 ul de una mezcla
con los siguientes componentes: solucion amortiguadora 5X de la enzima AMV RT,
25mM dNTPs, 100 mM de ditiotreitol (DTT), 1.5 mM MgCl,, 100 pmoles de cada uno
de los iniciadores D1(5’TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACC G3’) y D2
(5TTG CAC CAA CAG TCA ATG TCT TCA GGT TC3")(Invitrogen®, CA), 10 U de
la enzima transcriptasa reversa AMV (Promega® Corporation, EUA), y 5 U de Taq
polimerasa  (Promega® Corporation, EUA), se colocan las reacciones en un
termociclador (GeneAmp®PCR System 9700, Applied Biosystem®, California, EUA)
programado para una incubacién de 40 minutos a 42 °C y 94°C por 5 minutos seguida de
35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos, anidamiento a 55 °C durante
1 minuto y extension a 72 °C durante 2 minutos con una extension final de 10 minutos a
72°C.
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Se inicia una segunda reaccién de amplificacion con 1 ul del producto de la primera
amplificacion. La mezcla usada para la segunda reaccion tiene todos los componentes
usados en la primera, con las siguientes excepciones: se reemplaza el iniciador D2 con
iniciadores para los serotipos especificos TS1 (5°CGT CTC AGT GAT CCG GGG G3),
TS2 (5°CGC CAC AAG GGC CAT GAA CAG3’), TS3 (5" TAA CAT CAT CAT GAG
ACA GAG C3) y TS4 (5°CTC TGT TGT CTT AAA CAA GAG A3") y se eliminan de
la mezcla de reaccion el DTT y la AMV. Las muestras se someten a 95°C durante 5
minutos seguido por 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos,
anidamiento con el iniciador a 55 °C durante 1 minuto y extensién a 72°C por 2 minutos,
con una extension final de 7 minutos a 72°C.

Los productos amplificados se visualizan por electroforesis en gel de agarosa al 2%,
teflida con bromuro de etidio. Debido a la posicién en que actia cada uno de los
iniciadores para los distintos serotipos de virus del dengue, el tamafio de la banda de
ADN obtenida es distintivo para cada serotipo de virus. DEN-1: 482 pb, DEN-2: 119 pb,

DEN-3: 290 pb, DEN-4: 392 pb.

3.5.3 Marcadores genéticos

Los polimorfismos fueron determinados a través MassArrays con la plataforma del
SEQUENOM {PLEX assay process, y esta se comparé con la metodologia de PCR-
RFLP. Para la realizacion del PCR-RFLP, se hizo una extraccion de ADN a partir de
Linfocitos de sangre periférica, con el cual se procedio a realizar el PCR convencional y
luego la digestion con enzimas de restriccion. Para dos de los tres polimorfismos se hizo

una purificacion de los productos de PCR para luego proceder a la digestion.
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a. Extraccion de ADN de linfocitos de sangre periférica

Las extracciones de ADN se realizaron mediante el método QIAmp DNA Blood mini kit
(QIAGEN®, Santa Clarita, California, EUA) a partir de los linfocitos obtenidos de los

participantes, de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

b. Medicion de la concentracion de ADN

La concentracion de ADN fue medida por espectrofotometria (NanoDrop 2000, Thermo
Scientific®, EUA), para asegurarse de poseer la concentracion de ADN (100 ng)

requerido para los analisis.

c. Determinacion de los SNPs por medio de MassArrays

Las 200 muestras de ADN fueron enviadas al Centro de Tecnologia de Genética Analitica
(AGTC) en Toronto, Canada, para determinar el genotipo en los SNPs de interés, este
sistema combina la extension con iniciadores especificos de PCR con la
espectrofotometria de masas, resultando en una diferenciacion alelo-especifica,
visualizados en tiempo real, estos resultados fueron automéaticamente enviados a una base

de datos para su analisis [Gabriel et al., 2009].

d. Determinacién de los SNPs por medio de PCR-RFLP

Se procedid a realizar la técnica de PCR-RFLP en el laboratorio de Virologia de la
UNAMH. Primero se ajustaron las concentraciones de los reactivos y enzimas a utilizar asi

como de los iniciadores para el PCR con el objetivo de amplificar el area gendmica de
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interés, los productos amplificados se visualizaron en un gel de agarosa para verificar la
amplificacion. En los casos requeridos se procedid a purificar el producto de
amplificacion del PCR, para luego someterlo a digestion con las enzimas de restriccion y
los polimorfismos fueron visualizados en bandas de diferentes tamafios por medio de

electroforesis en geles de agarosa.

Polimorfismos del DC-SIGN 1-336. Se utilizé como base el método descrito por Selvaraj
[Selvaraj et al., 2009] al cual se le realizaron algunas modificaciones que después de
varias pruebas y comunicaciones con el autor del articulo en mencién, se realizd de

acuerdo a como se describe a continuacion.

Para el PCR, una region de 150 pb fue amplificada en 25ul de reaccion conteniendo 100
ng de ADN, solucion amortiguadora 1X conteniendo 20 mM de Tris-Hcl, 50 mM de KCI
y 1.5 mM de MgCI; adicionalmente 10 pmoles de cada iniciador (5’GGA TGG TCT
GGG GTT GAC AG-3’ y 5’-ACT GGG GGT GCT ACC TGG C-3’), 200 uM de dNTPs
y 1U de Taq polimerasa (Promega® Corporation, EUA). Las condiciones de reaccion del
PCR fueron a 95°C por 5 minutos seguido por 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por
30 segundos, un anidamiento a 59°C por 30 segundos, extension a 72°C por 1 minuto y
una extension final a 72°C por 2 minutos. Los productos amplificados fueron
visualizados después de una electroforesis corrida por 45 minutos a 80 voltios en geles
de agarosa al 2.5%. Luego de la amplificacion se purificaron los productos con un kit de
purificacion comercial, GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (illustra™, GE

Healthcare, UK) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
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Para el RFLP, en una reaccion de 20 ul, se tomaron 10 ul de los productos amplificados y
se sometieron a digestion con 5 U de la enzima de restriccion Mscl (BioLabs® Inc.
E.U.A)), solucién amortiguadora de la enzima 1X y BSA al 0.1ug/ul (este fue agregado
posterior a revision bibliografica y mostro una mejora de los resultados esperados), por 3
horas a 37°C. El producto de la digestion fue visualizado por electroforesis después de 55
min a 80 voltios en gel de agarosa al 3%, en donde se observaron bandas de diferentes
tamarios. El alelo G conteniendo el sitio de restriccién debié mostrar 2 bandas de 131 pb

y 19 pb. La forma alelica A que carece del sitio de restriccion dara una sola banda de 150

pb.

Polimorfismos en el receptor FcyRIIA. Se utilizo el método descrito por Jiang [Jiang et

al., 1996] con algunas modificaciones como se describe a continuacion.

Después de la extraccion de ADN una region de 366 pb fue amplificada por medio de un
PCR, al cual se le ajustaron las concentraciones de sus componentes de reaccion, en 100
ul de reaccion con 100 ng de ADN, se colocaron 2 pmol de cada iniciador (5’-GGA AAA
TCC CAG AAATTCTCG C-3’y 5" CAA CAG CCT GAC TAC CTA TTA CGC GGG-
3’) 100 uM de cada dNTP, solucién amortiguadora (150 mM de MgCl2, 50 mM de KClI,
10mM de Tris-HCI (pH 9), 0.1% Tritén X-100) y 1 U de Taq polimerasa (Promega®
Corporation, EUA.), se colocd en un termociclador (Applied Biosystem®, California,
EUA) a 95°C por 5 minutos seguido por 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 15
segundos, un anidamiento a 55°C por 30 segundos y una extension a 72°C por 40
segundos. Los productos amplificados fueron visualizados por medio de electroforesis en
gel de agarosa al 3% tefiido con bromuro de etidio por 1 hora a 100voltios. Luego de la

amplificacion se purificaron los productos como se describio previamente.
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Para el RFLP, 20ul del producto amplificado fue sometido a digestion con 20 U de
enzima de restriccion BstUl (BioLabs® Inc. E.U.A) a 60°C toda la noche, el producto
digerido se sometid a electroforesis en gel de agarosa al 3%, por 80 min a 100 voltios, en
donde se observo mejor la separacion de las bandas y por ende mejores resultados, tefiido
con bromuro de etidio y revelado con luz ultravioleta. El alelo C (R) fue visualizado con

una banda de 322 pb, y el alelo T (H) con una banda de 343pb.

Polimorfismos en el Receptor de la vitamina D. Se utiliz6 el método descrito por Dilmec
[Dilmec et al., 2010], se ajustaron las concentraciones de los componentes del PCR y se
realizaron algunas modificaciones. Para este NSP, no se requirio el paso de purificacion

como en los anteriores.

Para el PCR, después de la extraccion de ADN fue amplificada una region de 745 pb en
20 ul de reaccion conteniendo 20-100 ng ADN, 0.2mM dNTPs, 2 pmol de cada iniciador
(5°-CAG AGC ATG GAC AGG GAG CAA G-3’ y 5'-GCA ACT CCT CAT GGC TGA
GGT CTC A-3”), 2 mM MgCI2, 1X solucién amortiguadora con sulfato de amonio y 0.3
U de Taq polimerasa (Promega® Corporation, EUA), la reaccion se colocé en un
termociclador (Applied Biosystem® , California, EUA) a 94°C por 3 minutos seguido
por 10 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30segundos, un anidamiento de 72-62 °C
por 30 segundos (decreciendo 2°C por ciclo) y una extension a 72°C por 30 segundos,
luego 20 ciclos a 94°C por 30segundos, 62 °C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos,
con una extension final de 72°C por 5 minutos. Los productos fueron visualizados en
electroforesis después de 45 min a 100 voltios en gel de agarosa al 2%, tefiido con

bromuro de etidio.
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Para el RFLP, 5ul del producto amplificado fueron sometidos a digestion con la enzima

de restriccion Tagl (BioLabs® Inc. E.U.A) a 65°C durante 2 horas, el producto digerido

se sometio a electroforesis en gel de agarosa al 3%, tefiido con bromuro de etidio y

revelado con luz ultravioleta. El alelo T se visualizd con dos bandas de 494 y 251 pb; el

alelo C, con tres bandas de 293, 251 y 201 pb.
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Figura 1. Flujograma de trabajo para Factores Genéticos e Inmunoldgicos en el Huésped,

Asociados con Dengue en Tegucigalpa, Honduras.
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3.5.4 Analisis de datos
a. Determinacion de la frecuencia de casos primarios y secundarios de DC y

DH, definidos por métodos serologicos.

b. Analisis de los polimorfismos en los casos y controles obtenidos por la
genotipificacion de los polimorfismos por MassArrays, a través de la
prueba de chi cuadrado (X?), el valor P, y la razén de probabilidades (OR)

con un 95% de confianza, utilizando el programa SPSS(version 11.5.1)

c. Analisis de la concordancia de los resultados obtenidos por medio de la
técnica de la plataforma del SEQUENOM PLEX assay process y el PCR-

RFLP a un 10% de la poblacion en estudio.

3.5.5 Condiciones de bioseguridad
Se tomaron las precauciones para el trabajo con el virus dengue de acuerdo a las normas

internacionales de bioseguridad que se requiere para un laboratorio nivel Il. Todas las

muestras han sido almacenadas en recipientes sellados debidamente etiquetados.

Todos los procedimientos operativos estandar se encuentran debidamente documentados

para el desarrollo de esta investigacion en los Apéndices de este documento.

3.5.6 Consideraciones Eticas
Este estudio fue sometido al comité de ética de investigaciones biomédicas de la unidad

de investigacion cientifica (CEIB-UIC) de la UNAH para su aprobacién. En el protocolo
aprobado (Apéndice E) se incluyo la realizacion de las pruebas de genotipificacion por
medio de la plataforma del SEQUENOM jPLEX assay process a todas las 200 muestras

(100 casos y 100 controles), la parte adicional fue hacer los estudios serologicos y las
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pruebas moleculares de PCR y RFLP, por lo cual la aprobacion cubre estos aspectos pues

se trata de los mismos propositos de estudio.

Todos los participantes en este estudio fueron informados sobre los objetivos de esta
investigacion y se les leyd una carta de invitacion (Apéndice B), se obtuvo la firma de un
consentimiento/asentimiento informado (Apéndice C y D) del cual el participante recibio
una copia firmada después que habian aceptado participar de forma voluntaria. En caso
de nifios entre 8-17 afios ademas del consentimiento informado de los padres o tutores se
obtuvo un asentimiento y luego se procedio a tomar la muestra de sangre, se le explicé al
participante que iba a sentir un poco de dolor al momento de la extraccion de la muestra
de sangre debido a la aguja que penetra su piel. Se le explicé al participante que el Gnico
beneficio de este estudio es ayudar a entender un poco mas aspectos sobre la
enfermedad. Las muestras de los participantes fueron identificadas por cddigos y sus
datos colectados en la ficha epidemioldgica (Apéndice A). Toda esta informacién se
mantiene en forma confidencial, guardados cuidadosamente en archivo bajo llave en el
laboratorio de Virologia de la UNAH y sera usada solamente para fines de esta

investigacion.
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Capitulo 4. Resultados

4.1 Generalidades de la poblacion en estudio
Se incluyeron en el anélisis a cien participantes con infeccion por dengue pasada o actual,

definiéndose estas como dengue clésico (asintomaticos o sintomaticos) utilizados como

controles y cien participantes certificados de haber padecido dengue hemorragico grado |

y 11, estos considerados los casos, todos ellos fueron recolectados entre 2008 y 2009 en la

ciudad Capital Tegucigalpa, Honduras. Los participantes estuvieron comprendidos entre

las edades de 1 a 73 afios, de estos el 62% eran jovenes entre 11 a 30 afios de edad

(figura 9), el 60% de los participantes pertenecen al género femenino y el resto al

masculino.

No se cuenta con informacion exacta de los serotipos virales que afectaron a la poblacion

del estudio, los serotipos circulantes reportados por la Secretaria de Salud durante ese

periodo, fueron el DEN-1, DEN-2 y DEN- 4.

Distribucion por grupo etario de la infeccion
por dengue en la poblacion en estudio n=200

34%

1020

7% 8% 6% 50 100
u B L i H =

las Galo 11a20 21a30 3la40 4l1as50 5lac0
Edad en aiios

6la73

Figura 9.

Distribucion de la infeccion (DC y DH) por edad en la poblacién en estudio (n=200).
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4.2 Clasificacion de la infeccion por Dengue
Las infecciones por dengue fueron clasificadas en primarias y secundarias por la

deteccion de niveles de anticuerpos 1gG por medio de ELISAs comerciales: IgG de
captura e IgG indirecta (PanBio®, Brisbane, Australia), adicionalmente se hizo la prueba
de Inhibicion de la Hemaglutinaciéon (IHA) que igualmente determina por otra
metodologia Anticuerpos IgG, para tratar de clasificar aquellas muestras que por los otros
métodos resultaron indeterminadas. De acuerdo con el perfil seroldgico se encontro
globalmente que un 78% de las infecciones eran secundarias (cuadro 3). No se observd
diferencia significativa de las infecciones primarias y secundarias entre el dengue clasico
y dengue hemorragico, encontrandose frecuencias similares (figura 9). Se logré clasificar

el 100% de las infecciones en primarias y secundarias.

Cuadro 3. Clasificacion de las infecciones primarias y secundarias por dengue en los casos y controles.

Infecciones No. Porcentaje
Primarias 43 21.5
Secundarias 157 78.5
Total 200 100

Clasificacion de las infecciones 1rias vrs 2rias
en DC v DH

EInfecciones Priunmarias mInfecciones Secundarias

77 80

23 20

DC DH

Figura 9. Distribucion de las infecciones primarias y secundarias entre dengue clésico y dengue
hemorragico.
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4.3 Determinacion de los polimorfismos con la plataforma del SEQUENOM
iPLEX assay process

Para el andlisis de los polimorfismos por el método de jPLEX las muestras fueron
enviadas al Centro de Tecnologia de Genética Analitica (AGTC) en Toronto, Canada.
Luego se procedio al andlisis de los resultados en una tabla 2x2 para chi cuadrado, valor
p y OR utilizando el programa SPSS (version 11.5.1) al realizar la comparacion entre los

casos Yy los controles, se obtuvieron los resultados que se muestran en el cuadro 4.
4.3.1 DC-SIGN1-336

Se hizo el andlisis de polimorfismo en DC-SIGN1-336 comparando los diferentes alelos
entre los casos y los controles, se hizo el anélisis estadistico de los genotipos GG més
GA con AA, como ha sido descrito en estudios previos [Sakuntabhai et al., 2005], no se
encontraron diferencias significativas entre los casos y controles (X?=0.82, p=0.36). Asi
mismo también se compararon los genotipos GG con AA y GA con AA (X*= 0.86,

p=0.35 y X?=0.02, p=0.88) sin ninguna asociacion.
4.3.2 FcyRIIA-131

En el caso del polimorfismo de FcyRIIA-131, al comparar los genotipos, se observo un
aumento significativo de mayor riesgo de desarrollar dengue hemorragico (casos) en los
portadores de los genotipos TC en relacién al genotipo CC (Chi® = 5.29, p = 0.02, OR =

2.22).
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4.3.3 VDR-352

En el analisis del polimorfismo de la variante VDR-352, se observa que el genotipo CC
en comparacion con el genotipo TC muestra una tendencia a aumentar en las formas

severas respecto a las formas leves de la enfermedad (Chi® = 3.36, p = 0.06, OR = 0.35).

Cuadro 4. Frecuencia de los polimorfismos en los genotipos del DC-SIGN1-336, FcyRIIA-131 H/R y

VDR-352, en los casos y los controles.

No. Frecuencia de los polimorfismos DC vs. DH X2 OR (95% IC) valor p
DC-SIGN
1 (AIG) GG GA AA Genotipo GG+GA AA 0.82 0.76 (0.42-1.37) 0.36
DC 3 32 62 DC 35 62
DH 3 27 70 DH 30 70
Genotipo GA AA 086 0.75(0.41-1.38) 0.35
DC 32 62
DH 27 70
Genotipo GG AA  0.02 0.89(0.19-4.05) 0.88
DC 3 62
DH 3 70
2 FoyRIA(T/IC) TT TC cc Genotipo  TC CC 529 222(1.12-437) 0.2
DC 16 39 33 DC 39 33
DH 17 55 21 DH 55 21
Genotipo TT CC 1.33 1.67 (0.70-3.96) 0.24
DC 16 33
DH 17 21
3 VDR (T/C) TT TC CcC Genotipo TT CC 205 0.45(0.15-1.32) 0.15
DC 50 40 5 DC 50 5
DH 54 34 12 DH 54 12
Genotipo TC CC 336 0.35(0.12-1.06) 0.06
DC 40 5
DH 34 12
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4.4 Determinacion de los polimorfismos por PCR-RFLP
Uno de los objetivos del estudio era determinar los polimorfismos por PCR-RFLP, para

compararlo con la técnica de jPLEX. Para ello se implementd la técnica para cada una de

las variantes polimorficas a investigar.

4.4.1 Variante DC-SIGN1-336.

Después de la obtencion del fragmento de interés de 150pb, se procedio a la purificacion
de los productos con un kit de purificacion comercial, GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (illustra™, GE Healthcare, UK) y luego se determinaron los genotipos
por medio de la digestion con la enzima de restriccion Mscl (cuadro 5) a través de una
electroforesis en geles de agarosa obteniéndose las diferentes bandas como se muestra en
la figura 3. La resolucion de los resultados por PCR-RFLP fue bastante alta. Se encontrd

una concordancia del 100% entre las dos técnicas.

Cuadro 5. Pesos moleculares esperados en la genotipificacion de la variante DC-SIGN1-336.

Genotipos Resultados esperados
G/G 2 bandas de 131 y 19pb
G/A 3 bandas de 150, 131y 19pb
A/A 1 banda de 150pb

Debido al pequefio peso molecular de la Gltima banda de 19 pb, ésta no se visualiza, sin

embargo se logro identificar perfectamente los tres genotipos.
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200pb

100pb

AA AG AA GG CC i

Figura 10. Polimorfismo de la variante DC-SIGN1-336, con la enzima de restriccion Mscl. A:

amplificacion por PCR 150pb. B: genotipo GG; 1 bandas de 131, genotipo GA, 2 bandas de 150, 131,

genotipo AA; 1 banda de 150pb.

4.4.2 Variante FcyRITA-131 HIR
Después de obtenido el fragmento de 366 pb, se procedio a realizar el corte con la enzima
de restriccion obteniéndose el patron mostrado en el cuadro 6. Los resultados de la

electroforesis después de la digestion con BstUI se observan en la figura 11.

Cuadro 6. Pesos moleculares esperados en la genotipificacion de la variante FcyRITA-131 H/R.

Genotipo Resultados esperados
(CO)R/R 1 banda de 322pb
(TC) HIR 2 bandas de 322 y 343pb
(TT) HH 1 banda de 343pb
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Figura 11. Polimorfismo de la variante FcyRIIA-131 H/R con la enzima de restriccion BstUI. A:
amplificacion por PCR 366pb. B Genotipo RR (CC); 1 banda de 322pb, genotipo RH (TC); 2 bandas de

322 y 343pbh, genotipo HH (TT); 1 banda de 343pb.

Para este polimorfismo se repitio el analisis en varias ocasiones sin éxito, se hizo revisién
bibliografica en el que se revela que la “pureza y concentracion del ADN” es un factor
importante en la técnica de RFLP, no fue hasta después del proceso de purificacién de los
productos de amplificacion del PCR con un kit de purificacion comercial, GFX™ PCR
DNA and Gel Band Purification Kit (illustra™, GE Healthcare, UK) que se pudieron
observar los resultados esperados. Se observé una concordancia del 93% en los resultados
entre las dos técnicas. De acuerdo con los andlisis por MassArrays en todas las muestras
en las que no se encontrd concordancia pertenecen al genotipo CC, pero en el RFLP se

observaron como TC o TT.
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4.4.3 Para la variante VDR-352

Para la variante VDR-352 el producto de amplificacion esperado fue de 745pb, el cual
fue digerido con la enzima de restriccion Taqg®l (cuadro 7), el patron de restriccion se

observa en la figura 12.

Cuadro 7. Pesos moleculares esperados en la genotipificacion de la variante VDR-352.

Genotipos Resultados esperados
TIT 2 bandas 494 y 251pb
T/C 4 bandas 494, 293, 251, 201pb.
CiC 3 bandas 293, 251, 201pb.

Figura 12. Polimorfismo de la variante VDR-352, con la enzima de restriccion Tagl. A: amplificacion por
PCR 745pb. B: Genotipo TT 2 bandas 494 y 251pb, TC 4 bandas 494, 293, 251, 201pb, CC 3 bandas 293,

251, 201pb.

Para este polimorfismo se encontr6 concordancia del 100% en los resultados de las dos
técnicas obteniéndose bandas de alta resolucién para la diferenciacion de los genotipos
resultantes. Estas bandas son claramente distinguibles por medio de la técnica de RFLP

implementada.
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Capitulo 5. Discusion

Existen algunas hipotesis que se han propuesto para dilucidar la patogenia del dengue,
entre ellas, la amplificacion dependiente de anticuerpos (ADA), propone que las
manifestaciones severas del dengue ocurren sobretodo en pacientes que cursan una
infeccion secundaria por un serotipo de dengue diferente al de la primera infeccion
[Halstead, 1970]. Otra hipdtesis se relaciona con la capacidad antigénica del virus, y mas
recientemente aquella que propone que factores genéticos en el huésped predisponen o
protegen del dengue severo [LaFleur et al., 2002; Loke et al., 2002; Sierra et al., 20073].

Como primer objetivo era de nuestro interés evaluar la proporcion de infecciones
secundarias de nuestro estudio por considerarse a Honduras como un pais endémico por
dengue desde hace casi dos décadas de reporte continuo del mismo. La frecuencia global
de infecciones secundarias en el estudio fue de un 78% (n=200), encontrando una
frecuencia de infecciones primarias y secundarias (20-23 % y 80-77 %) en casos de DH y
DC respectivamente (las cuales son muy similares). Nos orienta a pensar que no podemos
atribuir los casos de DH a una mayor ocurrencia de infecciones secundarias como ha sido

propuesto [Guzman et al., 1990]

Para poder tener un panorama mas amplio y cumplir con el segundo objetivo, estudiamos
algunos polimorfismos genéticos que previamente se han relacionado con el dengue. Uno
de ellos fue el receptor DC-SING1-336 presente en células dendriticas. Estas células que
son las primeras células expuestas al virus del dengue por ser residentes normales de la
piel y ademas susceptibles a la infeccion por el virus del dengue [Marovich et al., 2001].

El receptor DC-SIGN puede conferir susceptibilidad al dengue en células que son
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permisivas a la infeccion tales como células dendriticas y de Langerhans [Wu et al.,
2000]. Este receptor interactta con fracciones de glicanos de la proteina E del virus del
dengue [Pokidysheva et al., 2006] y media la entrada de los cuatro serotipos. En nuestro
estudio, el alelo G de la variante del DC-SIGN1-336 no se asocié con el dengue
hemorragico, esto concuerda con otro estudio realizado en Brasil, en donde no se
encontro asociacion de este SNP con el dengue hemorrégico [Silva et al., 2010]. Estos
datos difieren con un estudio Tailandés [Sakuntabhai et al., 2005] en donde al alelo G se
le asocid significativamente con mayor riesgo de dengue hemorrdgico cuando fue

comparado con el dengue clésico (OR 5.88, IC 95%: 2.56 a 15.33, P = 1.4 X 10 7).

En el caso del receptor Fcyll, es un receptor ampliamente distribuido en todas las
subclases de 1gG. Este puede mediar la ADA in vitro mediante la unién a los complejos
virus-1gG [Halstead, 1970; Littaua et al., 1990]. En nuestro estudio hemos encontrado un
mayor riesgo, que es estadisticamente significativo, a padecer DH en los portadores de
los genotipos TC en comparacion con los otros genotipos TT y CC. En un estudio
realizado en Cuba [Garcia et al., 2010] se observa que portadores del genotipo TT se
encuentran en mayor frecuencia en DH (51.5%) y DC (39.4%) comparado con individuos
asintomaticos portadores del genotipo CC (9.1%). Esto nos conduce a pensar que poseer
al menos un alelo T pudiera conferir un grado de susceptibilidad a padecer DH, en

concordancia parcial con nuestro estudio.

El otro marcador analizado en nuestro estudio fue el receptor de la vitamina D (VDR). El
VDR interviene en los efectos inmunoregulatorios de 1,25-hidroxivitamina D3 (1,25

D3), que activa los monocitos, estimulando la respuesta inmune celular, la produccion de
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inmunoglobulinas y la supresion de la proliferacion de linfocitos [Loke et al., 2002]. La
expresion de VDR puede afectar la susceptibilidad al dengue hemorragico ya que activa
los linfocitos B 'y T que expresen VDR vy la 1,25 D3 afecta a los monocitos, el sitio
principal de infeccion y replicacion del dengue [Halstead et al., 1977]. En nuestro
estudio, encontramos que al comparar las frecuencias de los genotipos CC versus TC se
observa una tendencia al aumento en DH comparado con DC (X*=3.36, p = 0.06 y OR =

0.35).

Siendo que una de las limitantes de este tipo de estudios en paises en via de desarrollo ha
sido la implementacion de técnicas sostenibles para la investigacion y el diagnostico de
las enfermedades, en especial de aquellas que colapsan el sistema de salud en épocas
epidémicas, se plante6 como tercer objetivo comparar una técnica de referencia
(Massarray) con la técnica de PCR-RFLP, con el fin de determinar la concordancia entre
estas dos técnicas. La tecnologia para el desarrollo del Massarray es sumamente costosa,
ademas requiere de equipo especializado y sofisticado. En cambio la PCR-RFLP, ha sido
una de las primeras técnicas utilizadas para determinar huellas génicas, mucho tiempo
antes que las técnicas de genotipificacion, y a pesar de ser una técnica bastante laboriosa,
es mucho menos costosa y puede ser por ende mas accesible, ademas posee una alta
reproducibilidad, obteniéndose buenos resultados en la comparacion con otras
tecnologias de punta. En este estudio se obtuvo una concordancia global de los tres
polimorfismos del 97.6%, posicionandola como un excelente candidato para su uso e
implementaciéon en laboratorios con requerimientos de tecnologia basicos para hacer

PCR.
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Capitulo 6. Conclusiones

Se observé un alto porcentaje de infecciones secundarias (78%), como era de esperarse
en zonas endémicas. Se encontrd la frecuencia de infecciones secundarias en dengue
clasico (controles) y hemorrégico (casos), practicamente en las mismas proporciones.

De los tres marcadores analizados en este estudio se encontré una fuerte asociacion con
FcyRIIA-131 donde el genotipo TC se asocié con la severidad de la enfermedad. En
VDR-352, el genotipo CC muestra una tendencia de susceptibilidad al dengue
hemorragico en la poblacion de estudio. Este hallazgo debe ser estudiado mas
ampliamente y analizado en otras poblaciones ya que podria resultar ser util como

marcador de severidad y proporcionar informacion sobre grupos de riesgo.

La técnica de PCR-RFLP resultd ser una herramienta accesible y util para la
determinacion de los polimorfismos de nucleétido simple, debido a su alto grado de
concordancia con la prueba MassArray (97.6%). Representando una avance tecnoldgico
puesto que no contdbamos con esta técnica, la cual ha sido estandarizada y validada en

nuestro laboratorio.
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Capitulo 7. Recomendaciones

En estudios anteriores se ha reportado que la asociacion de variantes en genes humanos y
la susceptibilidad al dengue varia entre grupos étnicos [Lehrnbecher et al., 1999a]. Siendo
que las etnias revelan variaciones en la frecuencia de los polimorfismos dentro y entre
poblaciones, seria de interés estudiar sus frecuencias en poblacion sana (no haber
padecido dengue). En este estudio solo fue evaluada la poblacion mestiza que es la etnia
predominante en Honduras.

Es necesario explorar nuevas tecnologias que ayuden a fortalecer la investigacién de las
enfermedades infecciosas y que sean una alternativa para paises en desarrollo. Estos
esfuerzos se veran reflejados en una mejora en el abordaje de los problemas de salud que
afectan afio con afio a la poblacion causando incluso pérdidas de vidas humanas. Esta
investigacion es pionera a nivel nacional al ser los primeros en estudiar sobre marcadores
genéticos en el hospedero y su asociacion con el dengue severo. Adicionalmente se
implement6 tecnologia al alcance de nuestras posibilidades, que resulto ser una excelente

opcidn para este tipo de estudios.
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Apéndice A Ficha epidemiologia del dengue
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Apéndice B

CARTADE INVITACION PARA PARTICIPAR EN EL ESTUDIO DE
INVESTIGACION
Infeccion con el virus del Dengue y su asociacion con factores genéticos del huésped

Investigadores Principales:

Dr. Filemoén Bucardo; Departamento de Microbiologia, Universidad de Ledn, Nicaragua

Dra. Ivette Lorenzana de Rivera; Departamento de Microbiologia, Universidad Nacional
Auténoma de Honduras.

Profesor Lennart Svensson; Laboratorio de Virologia Molecular de la Universidad de
LinkOping, Suecia.

Colaboradores:

Dra. Cynthia Rodriguez, Departamento de Microbiologia, UNAH. Tegucigalpa, Honduras.

Dr. Armando Matute. Hospital de Le6n. Nicaragua.

Dr. Walter Moncada. Instituto Hondurefio de Seguridad Social. IHSS. Tegucigalpa, Honduras.

PARA PROTEGER LOS DERECHOS Y EL BIENESTAR DE LAS PERSONAS
QUE PODRIAN PARTICIPAR, ESTE ESTUDIO DE INVESTIGACION HA SIDO
APROBADO POR LOS COMITES REVISORES PARA LA ETICA EN LA
INVESTIGACION DE LAS UNIVERSIDADES DE LEON EN NICARAGUA Y
LA UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE HONDURAS.

El estudio de investigacién llamado “Infeccion con el virus del Dengue y su asociacion
con factores genéticos del huésped” es un pequefio proyecto de investigacion que se
esta haciendo entre dos universidades: en Nicaragua, y en Honduras. Investigadores de
estas instituciones estan muy interesados en ayudar a tener un mejor entendimiento y
tomar acciones que puedan beneficiar tanto al mundo como a paises Centroamericanos, a
abordar sus problemas de salud.

¢ QUE ES DENGUE?

Dengue es una infeccién causada por un virus y existe en muchos paises localizados en
las regiones tropicales y sub-tropicales del mundo. Dengue abunda en areas urbanas y
semi-urbanas. En los paises donde hay Dengue, por ejemplo Honduras, el virus del
Dengue causa infecciones que muchas veces pueden ser silenciosas (sin sintomas). Otras
veces la infeccion pueden ser muy suave, solo con fiebre y algunos otros sintomas, y a
veces puede ser muy seria con hemorragia y a veces puede ser fatal.

No se entiende muy bien por qué a algunas personas solo les da fiebre de Dengue
mientras que a otras les da Dengue Hemorragico. EI Dengue es transmitido por
mosquitos que se crian dentro y alrededor de los hogares. Si un mosquito pica a una
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persona que tenga el virus del Dengue en su sangre, el mosquito se infecta y puede
transmitir el virus de Dengue a otra persona cuando vuelva a picar.

Hay cuatro tipos del virus del Dengue. A una persona le puede dar Dengue cada vez que
le pica un mosquito que porta un diferente tipo de virus.

¢ CUAL ES EL PROPOSITO DE ESTE ESTUDIO DE INVESTIGACION?

El proposito de este estudio de investigacion es ayudar a los investigadores a tener un
mejor conocimiento del Dengue.

¢COMO FUI SELECCIONADO PARA ESTE ESTUDIO?

A través de la informacion provista por su médico tratante en el que indica que Ud.
presenta o presento sintomas relacionados con el dengue clasico y/o hemorréagico fue
seleccionado para participar en este estudio. Las personas que accedan a participar van a
hacer lo siguiente: Primero van a responder verbalmente a preguntas sobre su interés de
participar en el estudio, luego obtendremos con su consentimiento una copia de la ficha
de Dengue (Apeéndice 1)

En caso de un menor de edad en cuyo caso va a ser el padre o guardian quien va a dar
respuestas por €l o por ella.

Ademas cada participante va a dejarse sacar una pequefia muestra de sangre de la vena
del brazo, la cual vamos a recolectar en un tubo de ensayo usando equipo completamente
nuevo Yy estéril. Una muestra de una cucharadita y media (7 ml) de sangre de los adultos y
de los nifios menores de 2 afios, 1/3 de cucharadita (3.5 ml) de sangre para las pruebas
seroldgicas en los momentos de muestreo.

ESTE ESTUDIO DE INVESTIGACION CONLLEVA UN “RIESGO MINIMO”

Ya que necesitamos tomar muestras de sangre de usted, este estudio se llama de “Riesgo
Minimo” (o sea de riesgo fisico muy pequefio) porque usted puede sentirse nervioso
debido a la extraccién de la sangre y porque le va a doler un poco cuando se le saque la
sangre debido a la aguja que penetra su piel. Una vez que se le tome la sangre, usted
puede tener un poco de incomodidad, enrojecimiento, o tal vez un morete en el sitio
donde se le sacd la sangre. También, muy raramente se puede producir una pequefia
infeccion en el sitio donde se le sacé la sangre. Todos estos riesgos son muy minimos o
son muy remotos y nosotros vamos a tomar todos los pasos necesarios para que usted
sepa qué hacer antes, durante, y después de que le extraigamos la muestra de sangre. El
personal que va extraer las muestras de sangre tiene amplia experiencia en hacer este
procedimiento. Ademas usted no debe preocuparse de que se le puede causar una
infeccion porque todo los materiales y equipo que usemos son nuevos Yy totalmente

estériles, sin ninguna contaminacion.
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¢ QUE SE LE VA A HACER A LAS MUESTRAS DE SANGRE?

Su sangre va a ser usada para estudiar Dengue y nada mas que Dengue. Estas pequefias
cantidades de sangre no tienen ningun valor comercial y no pueden ser vendidas, ni
pueden ser usadas para nada mas que para estudios de laboratorio. Su sangre va a ser
tratada con todo respeto y confidencialidad y cuando se terminen de hacer las pruebas, va
a ser descartada en el laboratorio de una manera muy apropiada y respetuosa.

PROTECCION DE LA CONFIDENCIALIDAD DE LA INFORMACION, MUESTRAS DE SANGRE Y
ANALISIS DE LABORATORIO

Toda informacién personal y médica que se obtenga o produzca en este estudio de
investigacion es estrictamente confidencial. Se va a respetar su privacidad y en todo
momento y su identidad nunca va a ser revelada o compartida con personas ajenas al
estudio a menos que usted haya dado su autorizacion de compartirla con su médico. Toda
su informacién, sus muestras y sus analisis estaran guardados en lugares seguros y
protegidos de personas no autorizadas.

El estudio requiere de algunas pruebas de laboratorio que se llevaran a cabo fuera del
pais en etapas subsiguientes de la investigacion.

MUCHAS GRACIAS POR SU TIEMPO!

Nota para el Comité de Etica:

La informacion escrita en esta carta de invitacion va a ser discutida y explicada
verbalmente nivel en un lenguaje sencillo y apropiado a la escolaridad y edad del
participante. A cada participante o sus encargados en caso de ser menores de edad que
aun no sepan leer se le dara una copia de esta carta.
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Apéndice C

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PATICIPAR COMO VOLUNTARIO
EN EL ESTUDIO DE INVESTIGACION

Infeccidn con el virus del Dengue y su asociacion con factores genéticos del huésped

Investigadores Principales:

Dr. Filemon Burcado; Departamento de Microbiologia, Universidad de Leon,
Nicaragua

Dra. lvette Lorenzana de Rivera; Departamento de Microbiologia, Universidad
Nacional Autdnoma de Honduras.

Profesor Lennart Svensson; Laboratorio de Virologia Molecular de la Universidad de
Linkdping, Suecia.

Colaboradores:

Dra. Cynthia Rodriguez, Departamento de Microbiologia, UNAH. Tegucigalpa,
Honduras.

Dr. Armando Matute. Hospital de Ledn. Nicaragua.

Dr. Walter Moncada. Instituto Hondurefio de Seguridad Social. IHSS. Tegucigalpa,
Honduras.

PARA PROTEGER LOS DERECHOS Y EL BIENESTAR DE LAS PERSONAS QUE PODRIAN
PARTICIPAR, ESTE ESTUDIO HA SIDO APROBADO POR LOS COMITES REVISORES PARA LA
ETICA EN LA INVESTIGACION DE LAS UNIVERSIDADES DE LEON EN NICARAGUA LA
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE HONDURAS

Nombre del Participante:
Cadigo:

Entiendo que yo y/o mi hijo(a) menor de edad hemos sido invitados a participar en el
estudio de investigacion titulado “Infeccion con el virus del Dengue y su asociacion
con factores genéticos del huésped”. Yo doy testimonio que los entrevistadores que
estan visitando mi casa me han explicado en detalle todos los aspectos del estudio en
forma verbal y escrita en la carta de invitacion del estudio arriba mencionado.

Yo aqui doy testimonio que he aceptado esta invitacion a participar en el estudio y/o he
aceptado en nombre de mi hijo(a) menor, quien también ha expresado su deseo de
participar en el estudio. Yo he tomado esta decision basado en la informacién que he
recibido y/o leido. Yo he tenido la oportunidad de recibir los detalles adicionales que he
querido sobre el estudio y entiendo que puedo hacer preguntas en el futuro.

Yo entiendo que mi participacion es LIBRE Y VOLUNTARIA; yo entiendo que las
muestras de sangre seran tomadas por técnicos de la salud entrenados, con todas las
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precauciones necesarias y que sentiré un dolor pasajero en el sitio donde pincharon mi
brazo.

Yo doy testimonio que estoy informado de la cantidad de sangre que voy a dar es
una cucharadita y media (alrededor de 7 ml): me han mostrado un tubo de ensayo con
similar cantidad de sangre que voy a dar.

Yo entiendo que mis muestras de sangre seran analizadas en Honduras y Nicaragua. y
que estudio requiere de algunas pruebas de laboratorio que se llevaran a cabo fuera del
pais en etapas subsiguientes de la investigacion (Suecia y Canada).

Yo entiendo que toda esta informacién se mantendra confidencial y sera usada solamente
para fines de esta investigacion.

Yo entiendo que si tengo mas preguntas sobre el estudio, puedo contactar en Honduras a
la Dra. lvette Lorenzana de Rivera llamado al numero de teléfono: 232-5836 o
visitdndola en el Departamento de Microbiologia, UNAH localizado en el Edificio CB
4to piso, Boulevard Suyapa, Tegucigalpa.

Yo entiendo que recibiré una copia firmada del formato de consentimiento para mi propio
registro.

Yo aqui autorizo la divulgacion de la informacién de
mis registros médicos a los investigadores que hacen parte del estudio ‘“Factores
genéticos del huésped en casos de dengue” para el proposito de la investigacion.

Yo he leido y entendido la informacion contenida en éste documento.

Yo acepto voluntariamente participar en este estudio de investigacion.

Nombre del Participante Firma del Participante Fecha

Persona Autorizada que Acepta la Firma de la Persona Autorizada que Fecha
Participacion Acepta la Participacion
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Apéndice D
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA
LOS PADRES O GUARDIANES

“Infeccion con el virus del Dengue y su asociacion con factores genéticos del
huésped”

Investigadores Principales:
Dr. Filemo6n Bucardo; Departamento de Microbiologia, Universidad de Leon, Nicaragua
Dra. lIvette Lorenzana de Rivera; Departamento de Microbiologia, Universidad Nacional
Auténoma de Honduras.
Profesor Lennart Svensson; Laboratorio de Virologia Molecular de la Universidad de
LinkOping, Suecia.
Colaboradores:
Dra. Cynthia Rodriguez, Departamento de Microbiologia, UNAH. Tegucigalpa, Honduras.
Dr. Armando Matute. Hospital de Ledn. Nicaragua.
Dr. Walter Moncada. Instituto Hondurefio de Seguridad Social. IHSS. Tegucigalpa,
Honduras.

Yo entiendo que mi hijo(a)/hijos(as) han dado su consentimiento para participar en este
estudio y acepto que mis hijos(a) pueden participar. Yo entiendo que se les tomaréan
muestras de sangre para el estudio de Dengue.

Yo entiendo que recibiré una copia firmada de este documento.

Yo aqui confirmo que mi hijo(a) o mis hijos(as) pueden participar Contestando
preguntas/dando informacién relacionada con el estudio

Nombre del Nifio(a) Edad

1.

2.

Nombre del Padre o Guardian Firma del Padre o Guardian

Fecha: DD/MM/AA
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Apéndice E Aprobacion del comité de ética.

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
HONDURAS
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS

UNIDAD DE INVESTIGACION CIENTIFICA
COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION BIOMEDICA

CONFIDENCIAL
CONSTANCIA

Por esto medwn El Comné de Etica en invesugacion momeacs (L), o ia Unidad de
Investigacion Cientifics (UIC), con Registro N* TRB 00003070 hace CONSTAR que o
proyecto de myvestigacion

“Infeccién con ol virws del deague ¥y su asocacide con factores genéticos del hodsped
oo sicaragitenses y honduredos™,

Presentado por: Dra Ivette Lorenzana de Rivem

Investigndores Principales: Dr Filemon Burcado, Dra Ivete Lorenzasa de Rivem,
Profesor Lennarnt Svensson

Colaboradores: Dra, Cynthin Rodriguez, Dr. Armando Matute, Dr Walter Mancada,

Institucion (es)t Departamento de Microbiologia, Universidad Naciooal Autdnoma de
Hondurus.

Institucion (es) que le brinda(n) spoyo: Deparumentc de Microbwlogls de ln
Universidad de Lotn, Nxangus, Laboratonio de Virologe Molecular de la Umverssdad de
Lmkdpmg, Sesca

Foe somendo & un proceso de revimda y andlmes por of pleoo de los
quedando dicho protocolo en calidad de

APROBADO

-
N T A it v g

Conforme & ks Normas Eticss Nacionales ¢ Internacionales Vigeates.
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