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RESUMEN

El dengue es una enfermedad aguda febril causada por cuatro serotipos del virus dengue (DENV) cuya prevalencia en las
Américas se ha quintuplicado entre 2003 y 2013. La respuesta inmune contra la infeccion del virus del dengue involucra
la participacion de factores celulares y humorales. Se realizd una investigacion de corte transversal observacional para
evaluar los niveles de interleucinas de la respuesta inmune innata (IL-8, TNFa), de respuesta TH; (IFNy), TH, (IL-13) y
regulatoria (IL-10) en suero de pacientes durante la fase aguda de infeccion por los serotipos DENV1, DENV3 y DENV4.
Se incluyeron cuarenta pacientes con una edad promedio de 8,74 + 1,11 afios. No hubo diferencias significativas en los
niveles de las interleucinas evaluadas entre pacientes con infeccién por diferentes serotipos sin embargo se observa una
tendencia a una mayor concentracién de éstas en pacientes infectados con DENV1. Las concentraciones de IL-8, TNFa,
IL-10 e 1L-13 fueron descendiendo progresivamente a lo largo de la etapa aguda de la infeccién, no obstante, desde el
inicio, los niveles de IFNy mostraron niveles comparativamente mas bajos. Para evaluar la presencia de polarizacion
THy/TH, se determin6 el cociente IFNy/IL-13 no observandose diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos, a pesar de evidenciarse una tendencia a una respuesta tipo TH; en pacientes infectados con DENV1. En
conclusién, en pacientes infectados con el virus dengue, los niveles séricos de IL-8, IL-10, IL-13, IFNy y TNFo. parecieran
ser independientes del serotipo viral.
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SERUM LEVELS OF IL-8, IL-10, IL-13, IFNy AND TNF¢ IN PEDIATRIC PATIENTS WITH
ACUTE INFECTION WITH DIFFERENT DENGUE VIRUS SEROTYPES

ABSTRACT

Dengue is an acute febrile disease caused by four dengue virus (DENV) serotypes whose prevalence in the Americas has
quintupled between 2003 and 2013. The immune response against the infection with dengue virus involves cellular and
humoral factors. We performed an observational and cross-sectional study to evaluate the levels of interleukins of the
innate immune response (IL-8, TNFa), TH; response (IFNy), TH, (IL-13) and regulatory (IL-10) in serum of patients
during the acute phase of infection with the DENV1, DENV3 and DENV4 serotypes. Forty patients with an average age
of 8,74 + 1,11 were included. There was no significant difference between the levels of interleukins among patients
infected with different viral serotypes, however a tendency of higher concentrations of all interleukins in patients infected
with the DENV1 serotype was observed. The concentrations of 1L-8, TNFa, IL-10 and IL-13 descended during the acute
phase of the infection, although from the beginning the levels of IFNy were comparatively lower. To evaluate the presence
of polarization THy/TH, we determined the IFNy/IL-13 ratio not finding statistical differences between groups however a
tendency towards a TH; response was observed in patients infected with DENV1. In conclusion, in patients infected with
dengue virus, serum levels of IL-8, IL-10, IL-13, IFNy and TNFo seem to be independent of viral serotype.
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INTRODUCCION

El dengue es la enfermedad arboviral mas frecuente
en humanos la cual es producida por la infeccion con
alguno de los cuatro serotipos del virus dengue
(DENV) que circulan de forma endémica en éreas
tropicales y subtropicales. En las Américas, cerca de
500 millones de personas estan en riesgo de contraer
dengue y su incidencia ha ido en aumento pasando de
16.4 casos por 100.000 habitantes en la década de los
ochenta a 218.3 casos por cada 100 mil habitantes
durante la década 2000-2010. La infeccién puede
presentarse como un abanico de formas clinicas no
severas (asintomatica, fiebre leve por dengue) y
severas (fiebre de dengue hemorragico y sindrome de
shock por dengue) los cuales pueden llevar a la muerte
sin tratamiento de soporte adecuado.

La patogénesis de la infeccion por el DENV incluye la
participacion de factores virales, humorales,
autoinmunes y factores propios del hospedero. Por
ejemplo, diversos estudios asocian el serotipo asi
como la cantidad de ARN del virus dengue con la
severidad de la presentacion clinica de la
enfermedad®®. La importancia de los factores
humorales es fundamental en la infeccion secundaria
por el DENV. La generacién de anticuerpos contra la
proteina de envoltura E y la proteina precursora de
membrana prM es indispensable para la defensa del
huésped, sin embargo dichas respuestas pueden
aumentar el riesgo de desarrollar formas clinicas mas
severas de la enfermedad durante la reinfeccion®. Los
factores propios del hospedero incluyen una serie de
respuestas inmunes donde intervienen la liberacion de
interleucinas tales como IL-14, IL-2, IL-6, IL-10, IL-
13, IL-18, TGFp, factor inhibitorio de la migracion de
macro6fagos y quimocinas tales como IL-8 y MCP-1
asi como la activacion de complemento, produccion
de mediadores inflamatorios y fendmenos de
autoinmunidad®. En relacion a este Gltimo aspecto, es
sabido que durante la infeccion por DENV se
producen anticuerpos que reaccionan cruzadamente
con plaquetas y células endoteliales. La mayor parte
de estos autoanticuerpos son resultado de un
mimetismo molecular de la glicoproteina viral no
estructural NS1°,

El presente trabajo de investigacion fue realizado con
la finalidad de evaluar los niveles de algunas
interleucinas de la respuesta inmune innata (IL-8,
TNFa), de respuesta TH; (IFNy), TH, (IL-13) y
regulatoria (IL-10) en pacientes con infeccion aguda
por diferentes serotipos del virus dengue.
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MATERIALES Y METODOS

Previa firma de consentimiento informado revisado y
aprobado por el Comité de Bioética del Decanato de
Ciencias de la Salud de la Universidad
Centroccidental “Lisandro Alvarado” y del Hospital
Universitario de Pediatria “Dr. Agustin Zubillaga” se
recolectaron 52 muestras de sangre de pacientes
pediatricos con sintomas sugestivos de dengue
provenientes de diversos centros de atencion de salud
publicos y privados de las ciudades de Barquisimeto y
Cabudare, estado Lara (Agosto-Septiembre, 2010).

Extraccion de ARN viral y deteccion de DENV
mediante la Reaccion en Cadena de Polimerasa en
Tiempo Real (PCR-TR)

Durante la fase febril de la enfermedad, se extrajeron
4 ml de sangre por venopuncion los cuales fueron
recolectados en tubos con anticoagulante (EDTA) y
se procedi6 a su centrifugacion a 1500 rpm durante
10 minutos para la obtencién del suero. Se realizaron
las extracciones de ARN viral mediante el uso del
estuche de extraccion de ARN QlAamp QIAGEN®
(QIAGEN Inc, CA, USA) siguiendo las
instrucciones del fabricante. El producto de la
extraccion se diluyd en 50 pL de agua libre de
nucleasas. Se analizaron los ARN correspondientes a
los cultivos celulares de las cepas control para cada
serotipo y de las muestras de pacientes de acuerdo a
la  metodologia descrita por Lanciotti vy
colaboradores®. Los productos de la reaccién se
analizaron en geles de agarosa al 2% y fueron
comparados con el marcador de peso molecular (100
pb DNA StepLadder, Axygen, MA, USA). El tamafio
final esperado para los productos fue de 482 pb
(DENV1), 119 pb (DENV2), 290 pb (DENV3) y 392
pb (DENV4).

Determinacion de las interleucinas IL-8, IL-10, IL-
13, IFNy y TNFa en suero por el método de ELISA
Los niveles séricos de interleucinas IL-8, 1L-10, IL-
13, TNFa e IFNy fueron determinados a través del
método de ELISA segun las recomendaciones del
fabricante (ThermoScientific, IL, USA). Las muestras
fueron evaluadas en duplicados y las concentraciones
de las diferentes interleucinas se determinaron a
través de una curva estandar. El limite inferior de
deteccion para las interleucinas IL-8 y TNFa fue de 2
pg/ml y para la IL-10, IL-13 e IFNa fue de 3 pg/ml, 7
pg/mly 12,5 pg/ml, respectivamente.

Andlisis estadistico
El analisis estadistico se llevd a cabo utilizando el
paquete estadistico SPSS version 20 para Windows.
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La comparacion entre muestras independientes se
realizd utilizando la prueba de Kruskal-Wallis.
Diferencias entre grupos con una p < 0,05 fueron
consideradas estadisticamente significativas.

RESULTADOS

Se procesaron 52 muestras de sangre de pacientes con
sospecha clinica de dengue de las cuales se incluyeron
para el analisis 40 muestras positivas para los
serotipos DENV1, DENV3 y DENV4 detectados a
través de PCR-TR. No se aislé ninguna muestra
positiva para DENV2. La edad de los pacientes
incluidos en el estudio fue de 8,74 + 1,11 afios. Otras
caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio
se observan en el Cuadro 1.

Las concentraciones séricas de IL-8, IL-10, IL-13,
IFNy y TNFo fueron medidas durante la fase febril de
la infeccién aguda (Cuadro 2). No hubo diferencias
significativas en los niveles de las interleucinas
evaluadas entre pacientes con infeccién por diferentes
serotipos de virus dengue sin embargo se observa una
tendencia al incremento en la concentracion de todas
las interleucinas en pacientes infectados DENV1 con
respecto a los pacientes infectados con DENV3 y
DENV4. Las concentraciones de IL-8, TNFa, IL-10 e
IL-13 fueron altas y progresivamente descendieron a
lo largo de los primeros dias de la infeccién (Figura
1). En general, los niveles méas elevados se detectaron
en el segundo dia de fiebre y los niveles mas bajos
ocurrieron en el quinto dia de la infeccién. Los niveles
de IFNy fueron comparativamente mas bajos con
respecto a las otras interleucinas evaluadas en este
mismo periodo de tiempo.

Independientemente del serotipo viral, hay una
correlacion positiva entre los niveles de IL-13 y los
niveles de I1L-10 e 1L-8 (Figura 2) asi como entre las
concentraciones de TNFa y las de IL-8 e IL-13
(r=0.357, p=0.02 para ambas asociaciones) lo cual
sugiere que pacientes que presentaron concentraciones
altas de IL-13 tenian més probabilidad de mostrar
elevadas concentraciones de IL-8 y IL-10, asi como
pacientes con niveles altos de TNFo tenian mas
probabilidad de tener niveles méas elevados de IL-8 e
IL-13.

El balance entre las interleucinas pro y anti-
inflamatorias es importante en el desenvolvimiento de
la respuesta inmune en muchas enfermedades. Para
evaluar la presencia de polarizacion THy/TH, en la
respuesta humoral contra el virus DENV, se
determind el cociente IFNy/IL-13 no observandose
diferencias significativas (p=0,36) en cuanto al valor
de este cociente entre pacientes infectados con
diferentes serotipos sin embargo se observd una
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tendencia hacia una respuesta tipo TH; en pacientes
infectados con DENV1 (2,03 + 0,75) con respecto a
pacientes infectados con los serotipos DENV3 y
DENV4 (0,86 + 0,28 y 0,59 + 0,19, respectivamente).

DISCUSION

La inmunopatogénesis de la infeccion por el virus
dengue comprende la activacion del sistema de
complemento, produccion de mediadores
inflamatorios, participacion de respuestas inmunes
celulares, liberacion de interleucinas/quimoquinas y
fendbmenos de autoinmunidad. Las diferentes
manifestaciones de severidad de la respuesta inmune
contra el virus dengue se han asociado a propiedades
intrinsecas del virus. En este trabajo, pacientes
infectados con los serotipos DENV 1, 3 y 4 mostraron
niveles similares de las interleucinas IL-8, IL-10, IL-
13, IFNy y TNFa. Estos resultados concuerdan con los
de Yohan y colaboradores’ quienes observaron niveles
similares de otras interleucinas tales como eotaxina,
G-CSF, IFNo2, IP-10, IL-6, IL-8 e IL-15 en los
sobrenadantes de lineas celulares infectadas con los
cuatro serotipos de DENV. Jain y colaboradores®
evidenciaron niveles mas elevados de IL-17 en
pacientes infectados con DENV2 en comparacion con
casos infectados por DENV1 y DENV3, sin embargo
esta diferencia no fue significativa. En general, éstos y
otros estudios no han podido mostrar una asociacion
entre serotipo viral y perfil de produccién de
interleucinas. Nuestros resultados coinciden con estos
estudios. Sin embargo, es de acotar que los pacientes
infectados con DENV1 mostraron concentraciones
més elevadas de todas las interleucinas evaluadas en
este estudio en comparacion con los pacientes
infectados con DENV3 y DENV4. En Venezuela, un
pais en donde el dengue es una enfermedad endémica
y en el cual circulan simultaneamente los cuatro
serotipos del virus no es extrafio suponer que un grupo
de la poblacion pudiera presentar infecciones
secuenciales con diferentes serotipos DENV y sean
estas respuestas inmunes secundarias las responsables
de una mayor produccién de ciertas interleucinas
como asf lo evidencian estudios anteriores®.

Los linfocitos T ejercen un papel fundamental en la
regulacion de la respuesta inmune. Los linfocitos T
CD4* ayudadores (TH), cuya principal funcion es
producir interleucinas que permitan la proliferacion y
activacion de las células efectoras, pueden
diferenciarse en tres subtipos denominados linfocitos
THy, TH, y THy4, existiendo una regulacion cruzada
entre los linfocitos TH; y TH,. En el caso de la
infeccion por dengue, diversos estudios han
demostrado una relacion entre severidad y tipo de
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respuesta en la cual las formas clinicamente mas
severas estan asociadas a respuestas inmunes de tipo
TH,™8. Estudios in vitro afirman que el virus dengue
induce una respuesta de tipo predominantemente TH;
en los primeros tres dias de la infeccion de cultivos de
linfocitos de sangre periférica, respuesta que es
reemplazada posteriormente por una de tipo TH,*. En
este trabajo se observa una tendencia a una respuesta
predominantemente de tipo TH; en pacientes
infectados con el serotipo DENV1. Aun cuando
podria inferirse que esta tendencia pudiera ser un
efecto intrinseco del serotipo sobre la respuesta
inmune, esta asociacion no ha sido demostrada en
estudios previos. Tal como fue previamente
mencionado, es importante recordar el efecto que
tienen las infecciones previas sobre la respuesta
inmune secundaria. Por ejemplo, en un ensayo clinico
para evaluar la inmunogenicidad y efectividad de una
vacuna tetravalente contra el dengue, se observo una
mayor respuesta CD8" y TH; en pacientes
previamente vacunados o en pacientes que habian
estado expuestos al virus de forma natural
demostrando que la existencia de una inmunidad
previa contra el virus dengue, lo cual podria suponerse
es comun en nuestra poblacion, favorece una
respuesta inmune de tipo TH,?*%.

Un factor limitante en esta investigacion fue el tamafio
de la muestra y la imposibilidad de realizar
seguimiento a los pacientes para constatar el grado de
severidad de la enfermedad durante la evolucién de la
misma. Es sabido que la relacién entre la severidad
clinica de la infecciébn por virus dengue y la
desregulacion en la produccién de interleucinas es
compleja y dependiente del tipo de interleucina. Por
ejemplo, Kuno y colaboradores®, utilizando la variable
presencia de manifestaciones hemorrdgicas vy
hospitalizacion como indicadores de severidad,
demostraron que los niveles de IL-6 y TNFa fueron
significativamente més elevados en infantes y adultos
hospitalizados comparados con los tratados de forma
ambulatoria; sin embargo no observaron diferencias
en los niveles de TNFa, IL-6 e IL-1B en pacientes
con/sin  manifestaciones hemorragicas.  Niveles
elevados de IL-8, MCP-1, IL-10 e IP-10 han sido
reportados en pacientes infectados con DENV,
especialmente en los casos més severos™*4. Debido a
la compleja interaccion entre las diversas interleucinas
entre si y con otras moléculas de la respuesta inmune,
es muy dificil atribuir la severidad de la infeccion por
dengue a sélo un factor. La acumulacién de data en
relacion al rol de las interleucinas facilitard en el
futuro la compresion de los complejos mecanismos
involucrados en la respuesta inmune contra la
infeccidn por el virus dengue.
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CUADRO 1. CARACTERIZACION DE LOS PACIENTES
CON INFECCION POR VIRUS DENGUE

Variables N° de pacientes %
Sexo
Masculino 26 65
Femenino 14 35
Serotipo DENV
DENV1 23 57.5
DENV3 9 22,5
DENV4 8 20.0
Total 40 100
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CUADRO 2. NIVELES PLASMATICOS DE INTERLEUCINAS EN PACIENTES
INFECTADOS CON DIFERENTES SEROTIPOS DE VIRUS DENGUE

DENV1 DENVS DENV4 P

IL-8 288.8 + 108.9 187.8+77.8 181.1 = 52,9 0.89
(pg/ml)

IL-10 203.7 + 66.3 181.9 + 43.5 149 :+ 31.4 0.91
(pg/ml)

IL-13 | 2924 + 110,2 190.,1 = 78.8 183.4 = 53,6 0.89
(pg/ml)

IFNy 140.8 + 46 56,9 = 12,2 64,9 + 19,2 0.81
(pg/ml)

TNFa 182,1 = 29,7 177.8 + 64,5 151,68 + 36,4 0.79
(pg/ml)

Los resultados se expresan en promedio + ESM

FIGURA 1. NIVELES PLASMATICOS DE INTERLEUCINAS EN FPACIENTES DURANTE
LA FASE AGUDA DE LA INFECCION POR VIRUS DENGUE

700,0 -~

600,0 -

o IL-B
M IL-10
. IL-13
N TNFa
- IFNy
Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia s
Dias de flebre
FIGURA 2. CORRELACIONES ENTRE NIVELES PLASMATICOS DE INTERLEUCINAS EN
PACIENTES DURANTE LA FASE AGUDA DE LA INFECCION POR VIRUS DENGUE
e r’=1 & — r*=0,852
p=0,000 p=0,001
2000 00 o
V500 oy
| £
1000 0
o pr— 2
- ® =
° Cl
s0n.00]
50000 & ! <
‘df Che g co
- 4 o] WS> o ° o
000 so0.00 00000 150000 2000.00 0000 [ sodon 100b 00 160600 00500 2605,00
=13 (pgimi) IL-13 (pg/mi)
200000+ r3=1
P=0,000
160020 °
B1000p0
e
=
°
s 0]
e o
Chd s %o
. %@ o ° o
-
000 =06 05 1000.00 120,00 2000 00 2900,
IL-8 (pg/mil)

32



