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RESUMEN

Desde épocas tan remotas como 1635 y 1699, el dengue ha sido considerado la enfermedad viral transmitida por mosquitos de
mayor importancia médica. Dada la importancia de esta entidad al nivel mundial y particularmente para la region de las
Américas, se hizo necesaria la busqueda de una solucion inmediata para abortar el desarrollo de la forma grave de la enfermedad.
En este estudio se presentd una actualizacion del tema en aspectos tan importantes como: el espectro clinico de la enfermedad,
las caracteristicas del agente etiologico y los mecanismos inmunopatogénicos que tienen lugar en su interaccion con el hospedero.
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INTRODUCCION

El 3 de diciembre se conmemora el natalicio
del sabio cubano Carlos Juan Finlay, descubridor
de la transmision de enfermedades por vectores
bioldgicos y particularmente del agente transmisor
de la fiebre amarilla (FA), el mosquito Aedes
aegypti. Tan temprano como en 1881, Finlay pre-
sento sus evidencias de la transmision de esta en-
fermedad, uno de los principales azotes de la
humanidad en los siglos xvir hasta principios del
xx. A pesar de este gran descubrimiento, no es
hasta 1901 en que la FA es eliminada de La Haba-
na, Cuba y posteriormente de Panama, Veracruz y

otras ciudades y paises del hemisferio, donde esta
entidad era causa importante de morbilidad y
muerte.!

Similar a la FA, el dengue, enfermedad viral
transmitida también por Aedes aegypti, fue reco-
nocida desde épocas tan remotas como 1635y 1699
en el Caribe y Centroamérica, respectivamente.?
El origen del virus ha sido objeto de muchas dis-
cusiones. En un inicio (1883) se especulaba que
habia surgido en Africa y distribuido alrededor del
mundo con la trata de esclavos. Sin embargo,
hacia 1956 se propone que se originan en un ciclo
forestal entre primates y mosquitos en la peninsula
de Malasia. Aedes aegypti, especie del nuevo
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mundo, es considerado el principal vector de los
virus del dengue. De origen africano, se piensa
convivia en un ambiente peridoméstico en las aguas
almacenadas de las aldeas africanas. La especie
se adapto a los humanos y la trata de esclavos que
tuvo lugar durante los siglos xvii, xviil y XIx, contri-
buy6 a la diseminaciéon del mosquito en todo el
mundo, fundamentalmente en las Américas, donde
se adaptd al ambiente urbano.® El virus dengue,
asi transportado, tanto en los esclavos como en su
vector, se asent6 del otro lado del Atlantico. Du-
rante los siglos xvii y xix, pandemias de dengue
fueron reportadas en periodos de 20 a 30 afios,
principalmente en el Caribe y el sur de EE.UU.
Durante la primera mitad del siglo xx las epide-
mias se produjeron en intervalos mas cortos y
sobre todo a partir de los afios 60, el dengue sus-
tituyo a la FA como problema de salud, en la region.*

El dengue, enfermedad viral aguda, puede ser
causada por cualquiera de los 4 serotipos del virus
dengue. Se transmite al hombre principalmente por
Aedes aegypti.* Dada la importancia de esta enti-
dad a escala mundial y en particular para la region
de las Américas, en este estudio se presenta una
actualizacion del tema.

LA ENFERMEDAD

El dengue, al nivel global, es considerado la
enfermedad viral transmitida por mosquitos de
mayor importancia médica. Su espectro clinico
puede variar desde individuos asintomaticos hasta
otros en los que la infeccion tiene un desarrollo
mas severo, con sangramiento y choque. En la
mayoria de los infectados, la infeccion evoluciona
en forma asintomatica, aunque la fiebre indi-
ferenciada es observada con frecuencia en nifios
pequenos. El periodo de incubacion después de la
picadura del mosquito se ha estimado en 3 a 8 d
como promedio. Dos cuadros clinicos principales
se reconocen, la fiebre del dengue (FD), y su for-
ma severa, la fiebre hemorragica del dengue/sin-
drome de choque del dengue (FHD/SCD). Ambas
formas clinicas se presentan en nifios mayorcitos
y adultos aunque la enfermedad severa se ha aso-
ciado principalmente a la nifiez, sobre todo en el
Sudeste asiatico y Pacifico occidental.’ En areas
donde circulan virus de mas de un serotipo, o en

las que tienen lugar infecciones secuenciales cau-
sadas por virus de diferentes serotipos, puede te-
ner lugar la forma mas severa de la infeccion,
caracterizada por hemorragia y choque, este ulti-
mo, resultado de la pérdida del volumen intra-
vascular por la salida de plasma.

La FD se caracteriza por fiebre elevada
(= 38 °C), frecuentemente bifésica, de comienzo
abrupto, acompanada de cefalea intensa, mialgia,
artralgia, erupcién maculopapular y leucopenia. En
algunos casos se presentan sangramientos meno-
res como petequias, epistaxis y gingivorragia. Su
prondstico es en general benigno, y su convale-
cencia puede acompaiarse de fatiga prolongada
durante varios dias sobre todo en los adultos.

La extravasacion de liquidos caracteriza a la
FHD/SCD.

De comienzo similar a la FD, al tercer o cuarto
dia de evoluciodn, coincidiendo con la caida de la
fiebre, se produce un agravamiento de la enfer-
medad; puede observarse sangramiento y tenden-
cia al desarrollo de choque. Segiin la OMS, la
fiebre, algun sangramiento (al menos una prueba
de torniquete positiva), la trombocitopenia de me-
nos de 100 000 plaquetas/mm?® y un aumento del
hematocrito en 20 % o mas, o algun signo clinico
de extravasacion de liquidos, como derrame pleural
y ascitis, caracterizan al dengue hemorragico (DH).
Las petequias, epistaxis, sangramiento gingival y
por venipuntura, hematemesis y sangramiento
vaginal pueden observarse. Algunos pacientes evo-
lucionan al choque presentando sudoracion profu-
sa, pulso rapido y débil, estrechamiento de la presion
arterial o hipotension, y piel fria y sudorosa.>¢ La
evolucion hacia la fiebre hemorragica en general
es precedida por los llamados signos de alarma;
entre ellos se identifican los vomitos frecuentes, el
dolor abdominal persistente, cambios en el nivel de
conciencia, caida brusca de las plaquetas e incre-
mento rapido del hematocrito.>® La FHD/SCD
puede presentarse en cuatro grados de severidad,
el choque caracteriza los grados 111 y IV.

El tratamiento del dengue es de sostén. El
paciente con la forma grave de la enfermedad
requiere de un diagnostico clinico temprano, y de
la restitucion temprana y adecuada de los liquidos.
En los casos muy severos, pueden observarse
trastornos metabodlicos que hacen mas dificil el
manejo clinico del paciente. A diferencia de la FD,
el paciente de FHD/SCD se recupera rapido en
2a3d.



Cada vez con mayor frecuencia se reportan
las 1llamadas manifestaciones inusuales, en el
desarrollo del dengue. El fallo hepatico fulminante,
la miocardiopatia, y los trastornos neurologicos
(encefalitis y encefalopatia) son las observadas con
mayor frecuencia. La hipotension, el edema cere-
bral, las hemorragias focales y el fallo hepatico
fulminante pueden ser la causa de la encefa-
lopatia.” El incremento en las enzimas hepaticas
(aspartatoaminotransferasa y alanina aminotrans-
ferasa) ha sido reportado en el DH con bastante
frecuencia.!® Aunque el virus dengue se ha detec-
tado en cerebro, higado y miocardio, no esta bien
definido si alguna de estas manifestaciones son
producto de la accion directa del agente en el
tejido o de una respuesta de hipersensibilidad o de
tipo autoinmune, o ambas. Recién se ha reportado
en pacientes de FD trastornos visuales en el de-
sarrollo de la enfermedad y en particular la pre-
sencia de hemorragias en la retina.''

Aunque el dengue en cualquiera de sus formas
clinicas es una enfermedad de evolucion rapida,
existen pocos estudios que presentan un seguimiento
clinico de los pacientes una vez concluida la fase
aguda. Gonzalez y otros reportaron la presencia
de cefalea, astenia y artralgia en 76 pacientes adul-
tos que desarrollaron FHD/SCD por Den 3, aun
después de 6 meses de la enfermedad.'

La clasificacion clinica de la FHD/SCD segun
la OMS ha sido de gran utilidad para el manejo
clinico de los casos, sin embargo, cada vez con
mayor frecuencia se observan enfermos que no
cumplen totalmente los criterios establecidos en la
clasificacion. Harris y otros, en 2000, en el trans-
curso de una epidemia de dengue en Nicaragua
reportaron casos de SCD en ausencia de sangra-
miento y trombocitopenia. Existen numerosos
reportes de enfermos graves que no cumplen con
todos los criterios establecidos.

Lareduccion del impacto de la enfermedad es
un aspecto fundamental en el control y la preven-
cion del dengue y se estima que la aplicacion de
protocolos clinicos estandarizados para la clasifi-
cacion y el manejo terapéutico de los enfermos
debe permitir la reduccion de la mortalidad y la
letalidad. La expansion del dengue hacia nuevas
areas geograficas ha conllevado a nuevas expe-
riencias en el manejo terapéutico, asi como una
mayor riqueza en la observacion de la clinica de la

entidad. La evaluacion de la clasificacion actual
de la FHD/SCD aplicando protocolos clinicos
estandarizados en diferentes condiciones epide-
mioldgicas es una prioridad de investigacion. La
determinacion de los signos de alarma clinicos y
de laboratorio como marcadores de pronostico de
DH, la utilidad y significado del ultrasonido y la
comparacion del cuadro clinico del DH en nifios y
adultos y en pacientes del sudeste asiatico y de las
Américas son aspectos de importancia que deben
ser estudiados.'*

AGENTE ETIOLOGICO

El virus del dengue es un virus ARN de simple
cadena polaridad positiva de aproximadamente
11 kb. Pertenece a la familia Flaviviridae, genero
Flavivirus y existe como un complejo formado por
4 serotipos (Den 1 al Den 4) para los cuales se ha
descrito una homologia de secuencia de 70 %
aproximadamente. Esta homologia, mayor entre
los serotipos 1-3 y 2-4, parece diferir en su origen
evolutivo."

El genoma viral codifica para 3 proteinas
estructurales, la capside (C) que rodea y protege
al acido nucleico, la proteina de membrana (M)
y la envoltura (E). La glicoproteina E es la prin-
cipal en relacion con la biologia del virus y la in-
munidad humoral. Ella media la fusién de
membrana, induce la formacion de anticuerpos
neutralizantes, inhibidores de la hemaglutinacion
y anticuerpos imunoamplificadores, ademas en ella
se localiza el receptor viral. La utilizacién de
anticuerpos monoclonales, ha permitido identificar
3 dominios antigénicos en la proteina E que
correlacionan adecuadamente con los 3 dominios
definidos en su estructura molecular (dominios I,
[Ty II). La proteina prM (precursor de la proteina
M) protege a la proteina E del pH acido del medio,
durante la maduracion viral que evita su cambio
conformacional irreversible.'

El genoma de este agente también codifica
para 7 proteinas no estructurales 5°-C-prM-E-NS1-
-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5-3°. Se ha
sugerido que la proteina NS1 participa en la madu-
racion viral. La proteina NS3 tiene funcion helicasa
y proteasa 'y en la NS5 radica la funciéon polimerasa
del virus.'*



Los 4 serotipos del dengue son filogenética-
mente diferentes y se agrupan junto a los flavivirus
transmitidos por mosquitos. Aunque no se conoce
su origen exacto, estudios actuales sugieren que
se origind de un virus de primate no humano hace
casi 1 000 afios, y la transmision al hombre ocurrid
en un periodo entre 320 a 125 afios. Su origen pue-
de ser situado en el continente africano o asiatico.
El pequefio nlimero de cepas selvaticas existentes
no permite obtener datos filogenéticos mas preci-
sos. No se conoce con exactitud por qué ni como
surgieron los 4 serotipos, aunque pudieran haber
surgido a partir de poblaciones de primates se-
paradas desde el punto de vista geografico o
ecologico, que permitiera la evolucion independiente
de los serotipos. Se estima que la diversidad
genética del virus dengue debe haber ocurrido casi
de manera simultdnea para los 4 virus y quiza
durante el siglo pasado.’

La variacién genética observada en cada
serotipo ha permitido su integracion en genotipos.
El estudio del gen que codifica para la proteina E
ha sido el mas utilizado para la clasificacion. Las
cepas de Den 2 y de Den 3 de origen asidtico se
han asociado al desarrollo de epidemias de FHD/
/SCD. Por otra parte, los llamados genotipos
americanos de estos 2 tipos virales no se han
relacionado hasta el momento con la forma se-
vera de la enfermedad.'® Los estudios realizados
por Leitmeyer y otros, han demostrado la presen-
cia de determinantes de virulencia localizados en
la proteina E y en el extremo 3’ no codificante."
Cepas que contienen estos cambios muestran
una mayor capacidad de replicacién en monocitos,
cultivos de células endoteliales y en mosquitos
A. aegypti, lo que sugiere una mayor virulencia.?

Estudios actuales han demostrado la presen-
cia de varias poblaciones virales en un mismo hués-
ped (quasispecies) asi como la recombinacion entre
cepas de un mismo serotipo. El significado de es-
tos hallazgos y particularmente, la diversidad
genética de los virus del dengue, pueden tener
implicaciones en la emergencia de estos agentes
con la produccion de cepas productoras de una
mayor viremia, severidad clinica y mayor capaci-
dad de transmision; aunque también pudiera aso-
ciarse a la aparicion de virus de antigenicidad
alterada o a cambios de tropismo.

INMUNOPATOGENESIS. EVIDENCIAS
E HIPOTESIS

El conocimiento de las interacciones hospedero-
-parasito que se desarrollan en una infeccion, fa-
cilita el entendimiento de los mecanismos inmuno-
patogénicos que tienen lugar en algunas de estas,
por ejemplo, el dengue. Ello, ademas, hace expedi-
to el camino al hallazgo de inmundgenos que esti-
mulen respuestas protectoras que, a la vez que
controlarian la infeccion, evitarian el desarrollo de
mecanismos deletéreos de naturaleza inmune.

La patobiologia de los Flavivirus ha sido re-
visada por varios autores.”>?* El primer foco de
infeccion en el hospedero, después de la inocula-
cion del virus por el vector apropiado, es la piel.
Desde alli, la infeccion se disemina a los nodulos
linfaticos regionales, dando lugar a la viremia
primaria. La progenie viral es vertida hacia el
plasma y toma diferentes 6rganos, en dependencia
de la afinidad por los tejidos. El virus dengue parece
tener mayor afinidad por las células del sistema
fagocito mononuclear.

Entre el tercer y séptimo dias de la infeccion
tiene lugar la pérdida de plasma que caracteriza a
la FHD, periodo en que ocurre la recuperacion de
los pacientes con fiebre dengue. En casos fatales,
el examen histologico de los vasos sanguineos no
evidencia destruccion del endotelio. Esta ausencia
de causas anatdmicas ha conducido a considerar
que la rapida pérdida de plasma es causada por
fenomenos funcionales.”

Existen muchas hipotesis que tratan de expli-
car el incremento de la incidencia de la forma se-
vera de la enfermedad después de la infeccion
heterotipica por virus dengue. El primer indicio de
una base inmunologica para el desarrollo de la FHD
fue la observacion, en 1960, de que mas de 85 %
de los nifios que en Bangkok desarrollaron este
cuadro, habian tenido altos titulos de anticuerpos
de reactividad cruzada, lo cual sugeria una infec-
cion previa con el virus.?® Esto sent6 las bases para
plantear que la FHD es mas comtn en las infec-
ciones secundarias que en las primarias. La hip6-
tesis fue confirmada tiempo después en estudios
prospectivos hechos en Tailandia.?” Estas obser-
vaciones se sustentaron, ademas, en las caracte-
risticas de las epidemias que tuvieron lugar en
Cuba,”® donde en la infeccion por virus dengue 2,



en 1981, se reportaron muchos casos de FHD en
pacientes que habian padecido la infeccion por
virus dengue 1 en 1977.

La respuesta inmune humoral a una infeccion
primaria por un determinado serotipo origina
anticuerpos neutralizantes capaces de proteger al
individuo contra el virus homologo y, en menor
medida, contra los heter6logos. Frente a variantes
de estos ultimos, pueden desarrollarse anticuerpos
subneutralizantes o no neutralizantes. Estos
anticuerpos se consideran relacionados con los
fendmenos inmunopatogénicos que caracterizan las
formas graves de esta infeccion. En ese sentido,
se ha descrito el llamado efecto de amplificacion
dependiente de anticuerpos (ADA)* que trans-
curriria de la manera siguiente: durante una in-
feccion secundaria con serotipo heterdlogo se
formarian inmunocomplejos (I-C) cuyos anti-
cuerpos serian menos eficientes en la neutraliza-
cion de la particula viral. Estos I-C, como
regularmente ocurre en otras interacciones
antigeno-anticuerpo, serian internalizados por las
células del sistema fagocitico mononuclear
(monocitos y macréfagos), al interactuar con los
receptores Fc-ytipo [ (CD64) y I1 (CD32) en ellas
presentes. Se favoreceria de esta manera la
diseminacion viral, porque estos I-C entran a las
células hospederas. Otras células contribuirian a
la extension de la infeccion, entre ellas otros
fagocitos ampliamente distribuidos en los tejidos.
Por ultimo, como consecuencia de la lisis por efecto
citopatico del virus, o por interaccion de las células
infectadas con mecanismos efectores del sistema
inmune, factores flogisticos son liberados al
medio extracelular, los cuales estan implicados en
el desencadenamiento de la forma grave de la
enfermedad.*

La FHD/SCD detectada en algunos nifios
menores de 1 afio, sin antecedentes de exposicion
al virus, es otra importante evidencia epidemiologica
en favor de la infeccion secuencial como factor de
riesgo. En ellos, probablemente, el cuadro grave
era causado por los anticuerpos maternos.’!

El estudio de los factores flogisticos antes
mencionados asi como de otros mediadores solu-
bles, ha evidenciado que la coagulopatia intra-
vascular, la efusion pleural y el aumento de la
permeabilidad vascular con pérdida de plasma,
observadas en la forma severa de la enfermedad,

podrian estar atribuidas, al menos en parte, a los
efectos de citoquinas como IL-8, IL-18 e IFN-y,
detectadas en el suero y células mononucleares
de sangre periférica (CMSP) y asociadas con la
severidad de la FHD.*>* Otros, en cambio, se han
visto relacionados con la clarificacion viral, la re-
cuperacion del hospedero y la proteccion. Tal es el
caso de laIL-12, que se ha encontrado elevada en
pacientes que sufren la forma clésica y ausentes
en aquellos con FHD.*

Los dafios inmunologicos por reactividad
cruzada son, con frecuencia, rasgos de la enfer-
medad por Flavivirus.*? El estudio de la respuesta
de células T al virus dengue ha mostrado eviden-
cias de la participacion, no menos importante, de
estas en la induccion del cuadro severo de la en-
fermedad.*® Se ha corroborado la existencia de
clones de células T virus especificos, capaces de
responder solo al serotipo homologo. Otros, en
cambio, presentan reactividad cruzada con 1,2 o
los 3 serotipos heterologos restantes, asi como con-
tra otros flavivirus.* El reconocimiento de estas
células de reactividad cruzada esta dirigido, con
mas frecuencia, a los epitopes sobre las proteinas
no estructurales mas conservadas. Entre ellas, la
NS3 parece ser el blanco principal de linfocitos
T CD4+ y CD8+.%

Varios estudios avalan la hipdtesis sobre la
activacion de linfocitos T y la producciéon de
citoquinas como factores importantes en la
patogénesis de la FHD. Diferentes autores han
encontrado altos niveles de TNFo, IFNy e IL-2
asociadas a cuadros de FHD,*** asi como altos
niveles de receptores CDS soluble, CD4 solubles
y receptores de IL-2 en nifios con FHD.3¢

(Coémo pueden relacionarse la reactividad
cruzada, la accion citotdxica y la produccion de
citoquinas de las células T CD4+ para producir el
fendomeno inmunopatologico? Después de la infec-
cién primaria, existen clones de memoria de
linfocitos T CD4+ y T CD8+ cuyos niveles de ac-
tivacion se han visto aumentados en individuos con
FHD durante el transcurso de la infeccion secun-
daria. Las células TCD4+ pueden inducir el feno-
meno inmunopatoldgico a través de 2 mecanismos:
la citotoxicidad o la liberacion de citoquinas, o am-
bas. La activacion del primero de ellos puede, a su
vez, cursar en 2 caminos: la liberacion de perforinas
y granzimas de las células citotoxicas sobre la
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célula infectada o la interaccion del ligando FAS
(FAS-L) sobre la célula T con la molécula FAS
sobre la célula blanco. Estudios in vitro muestran
que, cuando se activa la via FAS/FAS-L, la lisis
tiene lugar no solo sobre las células infectadas, sino
también sobre las células vecinas que no han esta-
do atin expuestas al virus y que en sus membranas
expresan la molécula de FAS, que contribuye con
la amplificacion de la enfermedad. De ocurrir este
mecanismo de destruccion celular in vivo, pudiese
conducir al desarrollo de diferentes enfermedades
que tienen lugar durante la FHD. Como conse-
cuencia de la activacion con serotipos heterologos,
los linfocitos de memoria T CD4+ con reactividad
cruzada secretan citoquinas como las ya mencio-
nadas (IFNy, TNFo y TNFP), las cuales han sido
detectadas en altas concentraciones en el plasma
de individuos con FHD.*’

Los intervalos entre infecciones es otro as-
pecto que se ha relacionado con la ocurrencia de
la FHD. Estudios epidemiologicos iniciales reali-
zados en el sudeste asiatico predecian que la FHD/
/SCD ocurriria solo en un intervalo de 5 afos, sin
embargo, los reportes cubanos demostraron un
incremento de la severidad marcado, con interva-
los mayores (20 afios) entre una infeccion prima-
ria por Den | y una secundaria por Den 2. Al
comparar las epidemias de 1981 y 1997 reporta-
das en Cuba (con la misma secuencia de infec-
cion), se observo que la tasa de muerte por 10 000
infecciones secundarias de Den 2 fue 38,5 veces
mayor, 20 afios después, que a los 4 afios.3® Estas
evidencias se sustentan en la demostracion de
respuestas de linfocitos de memoria celular de
reactividad cruzada para virus dengue, detectados
20 afios después de la infeccion primaria.®

Las evidencias cubanas, una vez mas, fueron
corroboradas en un brote de dengue 3 que tuvo
lugar entre 2001 y 2002. En esta ocasion solo ocu-
rrieron casos de FHD en adultos con infeccion
secundaria, los que, como ya se referi6, poseian
anticuerpos contra Den 1 de mas de 20 afos.*
Se reafirma entonces que la infeccion por virus
Den 1 lleva consigo un tiempo de vida media de
sensibilizacion para que se produzca la forma se-
vera de la enfermedad, si la infeccion subsiguiente
es con un virus DEN-2 o DEN-3, genotipo asia-
tico.* Estos hallazgos constituyen nuevos retos a
afrontar en el desarrollo de vacunas que ofrezcan
una proteccion de larga duracion.

Otro factor importante, al parecer, es la acti-
vacion del sistema de complemento. Numerosos
estudios sugieren que este sistema proteico esta
asociado a la pérdida de plasma, pues niveles
elevados de C3 y Clq han sido detectados en
pacientes que sufren la forma severa de la enfer-
medad.*! Se plantea que la cascada del comple-
mento podria ser activada por los I-C circulantes.
Los niveles de anticuerpos se elevan con mayor
rapidez en infecciones secundarias por virus
dengue y de esta forma, los altos titulos de
anticuerpos son alcanzables antes de la desapa-
ricion de la viremia, que aumenta el potencial para
la formacion del complejo inmune.?

Las evidencias experimentales ya citadas
contribuyeron a la elaboracion de un modelo para
explicar las bases inmunoldgicas del sindrome de
pérdida capilar en la FHD.?33¢ Este plantea que, la
pérdida de plasma en infecciones secundarias por
virus dengue es por causa de un efecto sinergistico
entre el IFNy, TNFa y proteinas activadoras del
complemento en las células endoteliales unidas a
un mecanismo de regulacion positivo, donde el
fenomeno de ADA incrementa el nimero de célu-
las presentadoras de antigeno que estimulan a los
linfocitos de memoria de reactividad cruzada
CD4+ y CD8+. La activacion de macrofagos y
linfocitos induce la produccion de citoquinas y
mediadores quimicos los cuales ocasionan el
choque por pérdida de la capilaridad.?>*

En otra hipotesis se relaciona el fenomeno de
reactividad cruzada entre proteinas del virus y
aquellas pertenecientes a la cascada de la coagu-
lacion. Se plantea la existencia de una homologia
estructural entre una secuencia conservada de la
proteina de envoltura de los Flavivirus y ciertas
secuencias de factores de la cascada de la coagu-
lacion, especificamente el plasminogeno y su
activador, que pudieran estar vinculadas con la
aparicion del cuadro hemorragico.*

La actividad de la plasmina, forma activa del
plasminogeno, esta modulada fisiologicamente por
un antagonista, a 2 antiplasmina, que se une a la
serina del sitio activo en el complejo plasmindgeno/
/plasmina. Se plantea que los anticuerpos produci-
dos ante la infeccion por virus Den 4, especificos
a la proteina E, reconocen una secuencia similar
en el plasminogeno, que provoca un impedimento
estérico el cual bloquea la union del antagonista,



esto constituye una hipotesis posible de la alteracion
hemostatica en pacientes con anticuerpos de
reactividad cruzada.®

Otros autores, en cambio, han analizado las
formas virulentas de ciertas variantes virales y
plantean que las formas graves de la enfermedad
por Flavivirus pudieran estar ligadas ademas, a
un determinismo genético de la virulencia. Se
asocia, de esta forma, la aparicion de cuadros
graves de la enfermedad a determinadas cepas
virales o mutantes de estas.** Se especula que, tras
una infeccion primaria (por ejemplo al serotipo 1),
el repertorio de anticuerpos neutralizantes genera-
dos es capaz de eliminar la infeccion causada por
un serotipo viral diferente (por ejemplo, al serotipo 2)
antes que, en los individuos por segunda vez infec-
tados, tenga lugar el desarrollo de la respuesta
inmune adaptativa especifica contra el agente viral.
Esto se explica porque, como consecuencia del
proceso de maduracion de la afinidad, los
anticuerpos generados en la primoinfeccion son
capaces de reconocer determinantes antigénicos
mayoritarios comunes en la superficie de la par-
ticula viral del serotipo 2. De esta forma son elimi-
nadas, en sumayoria, las particulas virales durante
la segunda infeccion y, en consecuencia, los indivi-
duos desarrollan un cuadro clinico benigno o, en
muchos casos, asintomatico. Sin embargo, en otros
casos, particulas virales escapan a la neutraliza-
cion, pues en el proceso de sintesis de sus protei-
nas estructurales no son expresados aquellos
determinantes comunes al serotipo causal de la
primoinfeccion. Cuando son transmitidas y, de
forma mayoritaria se multiplican en otros indivi-
duos con igual historia primaria de infeccion y
por tanto con igual repertorio de anticuerpos
neutralizantes, son capaces de desarrollar en es-
tos el cuadro mas severo de la enfermedad. Los
anticuerpos predominantes en estos individuos son,
por tanto, anticuerpos que al no poder neutralizar
la infeccion, por medio de su porcidon Fc se unen a
diferentes tipos celulares donde encuentran los
receptores correspondientes y tiene lugar el pro-
ceso de inmunoamplificacion dependiente de
anticuerpos.*

Estudios de epidemiologia molecular sugieren
que, diferencias entre las cepas virales son impor-
tantes en determinar la incidencia de FHD.'
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Otros elementos importantes son los factores
del hospedero como: edad, estado nutricional,
factores genéticos e inmunoldgicos,** los cuales
contribuyen al desarrollo de las formas graves de
la enfermedad.

Por lo tanto, se podria concluir que, para la
comprension de los fenomenos inmunopatologicos
desencadenados como consecuencia de la infec-
cion por virus dengue, deben ser integrados multi-
ples factores: factores de riesgo individuales
(presencia de anticuerpos antidengue, edad, sexo,
raza, portador de enfermedades cronicas), epide-
mioldgicos (vector e intervalo entre infecciones)
y factores relacionados con el virus (serotipo y
virulencia de la cepa),* los que, como consecuen-
cia de su interaccion, ocasionan el desarrollo de la
forma grave de esta enfermedad.

EL DIAGNOSTICO

La infeccion por virus dengue es una infec-
cién aguda, con un desenvolvimiento abrupto,
por lo tanto, el conocimiento de la cinética de los
diferentes marcadores en su evolucion, es de vital
importancia en el enfrentamiento de su diagnos-
tico ;cudles son estos marcadores y como abor-
darlos?

La deteccion del virus constituye la primera
de las evidencias y, por tanto, la prueba fehaciente
de la ocurrencia de la infeccion. Durante los 3
primeros dias, antes del comienzo de la fiebre y
de 4 a 5 d después de esta, el virus puede ser
detectado en sangre.

Los anticuerpos, en la infeccion por dengue,
describen una cinética que varia entre una infec-
cion primaria y una infecciéon secundaria, por lo
que, su deteccion en el suero es diferente entre
ambas. En la infeccion primaria tiene lugar un
aumento lento y gradual de los anticuerpos IgM,
los que pueden ser detectados en mas de 95 % de
los casos a partir del quinto dia de la enfermedad.
Los anticuerpos IgG en cambio, se elevan hacia el
séptimo a décimo dia de la fiebre. A diferencia de
la infeccion primaria, en los casos con una in-
feccion secundaria se produce un incremento muy
temprano de los anticuerpos, y pueden detectarse
elevados titulos a partir del segundo dia. En un
pequefio numero de enfermos con infeccion
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secundaria, los anticuerpos IgM pueden no ser
detectados.>*’

El estudio de los anticuerpos IgM antidengue
no permite determinar con certeza el serotipo
infectante, sin embargo, recientemente, Vazquez
y otros demostraron que los niveles de densidad
oOptica a los 4 serotipos del virus tanto en muestras
de pacientes con una infeccion primaria o secun-
daria, eran mas elevados al serotipo infectante.*®
Aungque los anticuerpos IgG pueden mostrar algin
grado de especificidad de serotipo en pacientes
con infeccion primaria, en general se considera que
la respuesta de anticuerpos es serotipo cruzada
por lo que el estudio de estas inmunoglobulinas, al
menos mediante las técnicas de ELISA e inhibi-
cion de la hemaglutinacion (IH), no permite definir
el serotipo infectante.

Los anticuerpos neutralizantes antidengue son
los de mayor especificidad que permiten en un gran
nimero de casos determinar el serotipo que in-
fect6 al individuo, principalmente si se estudian
muestras de suero colectadas con posterioridad a
la etapa aguda de la enfermedad, procedentes de
pacientes con una infeccion primaria o secun-
daria.¥’

Reportes recientes demuestran la elevacion de
los anticuerpos IgA e IgE durante la infeccion aguda
por dengue. Los primeros han sido propuestos como
marcadores de infeccion reciente y los segundos
como posibles marcadores de prondstico.*> Se
requieren de estudios mas profundos que permitan
definir exactamente el significado y papel de estos
anticuerpos, desde el punto de vista de la respuesta
inmune y la patogenia de la enfermedad asi como
su valor diagnostico y pronostico.

La deteccion de anticuerpos IgM a dengue
permite el diagnostico de una infeccion reciente.
Estas inmunoglobulinas pueden detectarse en
sangre hasta 3 meses después del comienzo de la
fiebre. Diferentes formatos de ensayos inmuno-
enzimaticos y principalmente el ELISA de captura
de IgM, las tiras reactivas y el sistema ultra-
microELISA (UMELISA/Dengue) son amplia-
mente empleados en el diagnostico de rutina como
apoyo a la vigilancia de laboratorio. Estos sistemas
muestran cifras de sensibilidad y especificidad
mayores a 95 % en dependencia del método, fuente
de antigeno viral y del conjugado empleado.>>

Un paciente al cual se le detecte la presencia
de anticuerpos IgM a dengue debe considerarse
como un caso probable y debe ser notificado a las
autoridades de salud. De demostrarse serocon-
version en la presencia de anticuerpos IgM en 2
muestras de suero, una tomada en etapa aguda de
la enfermedad y la segunda 7 a 10 d después, o
seroconversion de anticuerpos IgG o incremento
de 4 veces o mas en el titulo de estos demostrado
mediante ELISA de IgG o IH, debe considerarse
como un caso con infeccion confirmada por den-
gue. Logicamente, los antecedentes clinicos y
epidemioldgicos que acompaiian al paciente son
de la mayor importancia para la evaluacion final
del diagnostico.’

El serotipo infectante puede detectarse me-
diante el aislamiento viral, la deteccion de su
genoma o de algun antigeno viral. Los cultivos de
mosquitos y principalmente de células de linea
Aedes albopictus, C636 son los mas empleados
en la practica diaria. Otros cultivos como células
de Aedes pseudoscutellaris, (AP61), cultivos de
células de mamifero y la inoculacion intracerebral
en ratones lactantes también se han empleado,
aunque con menor sensibilidad. La inoculacion
intratoracica de mosquitos y en particular de
Toxorhynchites amboinensis es el método de
mayor sensibilidad para el aislamiento de estos
agentes. La inmunofluorescencia indirecta utilizan-
do anticuerpos monoclonales especificos a los
4 serotipos permite la identificacion viral. La
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, del
inglés polimerase chain reaction) y el ELISA
de deteccion de antigeno también han sido em-
pleados.>%5!

La PCR ha revolucionado el diagnostico
viroldgico. Se han empleado diferentes protocolos,
de los cuales se destacan aquellos que detectan la
presencia del gen que codifica la envoltura viral o
alguno de los genes que codifican las proteinas no
estructurales. La PCR anidada (nested/PCR), de
mayor sensibilidad es ampliamente utilizada.*-?

Recientemente, se han impuesto sistemas mas
sensibles que permiten detectar y cuantificar el
acido nucleico viral presente en el suero aun en
presencia de un bajo nimero de copias. La PCR
en tiempo real ha sido aplicada con éxito en la
deteccion y cuantificacion de dengue en muestras
de suero y linfocitos de sangre periférica. El ensa-



yo se realiza en un solo vial lo que disminuye las
posibilidades de contaminacion, la sefial que se pro-
duce en las muestras positivas se monitorea en
tiempo real, esto permite a su vez la cuantificacion
del acido nucleico.*

Varios autores han reportado la deteccion de
la envoltura viral como un método de diagnostico
temprano, sin embargo la baja sensibilidad obtenida
principalmente en los pacientes con una infeccion
secundaria no ha permitido su aplicacion en la ru-
tina diagnodstica.** La deteccion de la proteina NS1
pudiera convertirse en el método diagnostico
temprano de eleccion si se demuestran niveles de
sensibilidad y especificidad adecuados, tanto en
pacientes con una infeccioén primaria como secun-
daria. Se ha demostrado la circulacion en sangre
de esta proteina desde etapas muy tempranas de
la enfermedad lo que sugiere su posible aplicacion
en el diagnostico. La NS1 ademas induce la for-
macion de anticuerpos IgM e IgG cuya deteccion
pudiera apoyar y completar el diagndstico.™

El diagnostico del dengue es importante tanto
para la identificacién y manejo clinico de los en-
fermos como en la vigilancia epidemioldgica. Hoy
dia, su principal aplicacion es en la vigilancia esta-
blecida en los paises endémicos o en riesgo de in-
troduccion de la enfermedad. La deteccion de
anticuerpos IgM es la metodologia de eleccion en
la vigilancia serologica, que permite detectar tem-
prano el incremento en la circulacion viral en un
area determinada. La vigilancia viroloégica y
molecular permite identificar el(los) serotipo(s) y
genotipo circulante.’

Aunque la PCR puede brindar un diagndstico
temprano, en la rutina diagnostica, no cumple este
objetivo. La no disponibilidad de este sistema en
areas endémicas o en los hospitales e instituciones
de salud que reciben pacientes, unido a su costo,
hace que todavia se necesiten sistemas que per-
mitan un diagnostico temprano durante la fase agu-
da de la enfermedad y que, a su vez, sean de
manipulacion sencilla y baratos.

Actualmente existen en el mercado mas de 50
estuches comerciales sobre todo dirigidos al diag-
nostico serologico. Estos utilizan diferentes
formatos que permiten la deteccion de anticuerpos
IgM e IgG

En estos momentos el Programa Especial para
la Investigacion y Entrenamiento en Enfermedades
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Tropicales (TDR), la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) y la Iniciativa para la Vacuna de
Dengue Pediatrica (PDVI) estan liderando un pro-
yecto de evaluacion de los estuches diagnosticos
existentes. Laboratorios de las Américas y del
Sudeste asidtico han sido invitados a participar de
esta investigacion, la cual permitird definir los me-
jores sistemas diagndsticos en términos de sensi-
bilidad, especificidad y facilidad de ejecucion.

EPIDEMIOLOGIA Y CONTROL

La incidencia de las epidemias de dengue se
ha incrementado exponencialmente en los tltimos
30 a 40 afios. Aunque el peso real de la enfermedad
no ha sido determinado, se estima que cada afio
ocurren entre 50 a 100 millones de casos, de ellos
mas de 500 000 de DH y que 2,5 billones de personas
viven en dreas de riesgo de transmision. La letalidad
puede ser mayor que 5 %.2

El dengue es endémico en mas de 100 paises
localizados en el Sudeste asiatico, Pacifico occi-
dental, Américas, Africa y el Medio Oriente. Du-
rante las epidemias de dengue las tasas de ataque
pueden ser tan elevadas como de 80 a 90 % en
individuos susceptibles, la infeccion subclinica
se observa en mas de la mitad de los individuos
infectados.”’

En la década de los 50 se reconoce a la FHD
cuando se reportan las epidemias de una fiebre
hemorragica viral en Manila, Filipinas y en Tailandia.
A partir de este momento la forma severa de la
enfermedad se ha extendido primero a otros
paises del Sudeste asiatico y posteriormente al
Pacifico occidental y las Américas. Antes de 1970,
solo 9 paises habian reportado DH. En la actuali-
dad mas de 30 paises lo reportan por lo que se
considera un problema creciente de salud.’

Los factores involucrados en la emergencia
del DH y la reemergencia del dengue son complejos
y no bien estudiados, aunque posiblemente se rela-
cionan a los profundos cambios demograficos y
sociales ocurridos durante y después de la Segunda
Guerra Mundial. Durante la guerra, tanto los virus
como el vector se expandieron por varios paises
del Sudeste asiatico. Mas tarde, el crecimiento
sin precedentes de la poblacion, la urbanizacion
masiva no planificada, el insuficiente abasto de
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agua, el rapido y masivo movimiento de personal,
el deterioro de los programas de control y de los
sistemas de salud y la pobreza, han contribuido a
la situacion actual. La interaccion del virus, el
vector y el huésped son, en ultima instancia, los
factores que determinan la dindmica de transmi-
sion. La aparicion de cepas de mayor virulencia y/o
con mayor capacidad de transmision asi como la
cocirculacion de varios serotipos e incluso genotipos
es también de importancia. Recién se ha demos-
trado la influencia de los cambios climaticos en la
transmision viral >

El virus dengue se mantiene en la naturaleza
en 2 ciclos de transmision, el urbano (de mayor
importancia epidemioldgica) que involucra al
hombre y al mosquito, como Aedes aegypti (su
principal vector) y Aedes albopictus y el selvatico,
demostrado en Asia y en Africa, en el que partici-
pan mosquitos selvaticos como Aedes furcifer y
Aedes luteocephalus y primates no humanos.®

El ciclo de transmision peridoméstico, se
favorece de la ecologia de Aedes aegypti. La
hembra del mosquito pone sus huevos en conte-
nedores de agua limpia, vive junto al hombre y
durante cada ciclo reproductivo puede alimentarse
varias veces. El periodo de incubacion extrinseca
varia entre 7 a 10 d después de la infeccion, a
partir de este momento permanece infectado de
por vida y puede transmitir el virus a muchos
individuos.

No hay dudas de la necesidad de una vacuna
para dengue. Esta debe brindar inmunidad protec-
tora de larga duracion a los 4 serotipos del virus
para evitar el fenomeno de inmunoamplificacion
viral. La ausencia de modelo animal que reproduz-
ca la enfermedad, el incompleto conocimiento de
su patogenia y el insuficiente financiamiento que
han tenido las investigaciones en dengue, son
varios de los retos que ha tenido el desarrollo de
una vacuna.’'

Entre las estrategias principales para lograrla
se encuentran las vacunas convencionales de vi-
rus vivo atenuado y virus inactivado, la expresion
de proteinas de interés por via recombinante, las
vacunas quiméricas basadas en la preparacion de
clonos infecciosos y las vacunas de ADN.®! En
estos momentos se cuenta con varios candidatos
vacunales en diferentes etapas de su desarrollo
clinico y preclinico.

Hasta tanto se cuente con una vacuna ade-
cuada, el control del vector sera la inica forma de
controlar la enfermedad.

ENFOQUES FUTUROS

El fendomeno desencadenado tras la infeccion
por virus dengue es, como ya se referia, eminen-
temente un fendémeno inmunopatogénico. Para
abordarlo deben ser integrados multiples factores.
El primero de estos factores tiene lugar una vez
que se produce la picadura del mosquito: se pro-
pone hoy dia que son las células dendriticas,
monocitos y macrofagos las que principalmente
soportan la infeccion viral, sin embargo; a) ;como
ocurre la diseminacion viral y qué 6rganos o célu-
las contribuyen a la viremia? b) ;son las células
endoteliales infectadas in vivo? Son preguntas a
responder en este contexto. Se conoce la impor-
tancia que reviste la respuesta de anticuerpos
neutralizantes en la infeccion asi como la respues-
ta de células T. Se proponen, incluso, modelos que
tratan de explicar, a la luz de los conocimientos
actuales, el fenomeno inmunopatogénico. Sin
embargo existen lagunas que impiden determinar
qué tipo de respuesta debe ser favorecida en la
infeccion por virus dengue para evitar su progre-
sion a FH y obtener un candidato vacunal efectivo.
La virulencia de las diferentes cepas virales y su
evolucion son aspectos que deben ser definidos
previo a la obtencion de un posible inmunogeno.

Muchas interrogantes quedan para ser acla-
radas en estudios futuros: a) ;esta el mayor o me-
nor grado de virulencia de una cepa cuando es
mas citopatica o cuando induce una mayor pro-
duccion de citoquinas? b) jexiste relacion entre el
grado de severidad y el tipo de cepa o serotipo?
(cual o cuales son los receptores virales? ;cuales
citoquinas estan involucradas en el desarrollo del
cuadro hemorragico y cuales vinculadas a la pro-
teccion? /cudles son los factores genéticos del
individuo que determinan una susceptibilidad a
sufrir la forma grave de esta enfermedad?

Las respuestas a todas estas interrogantes
permitiran encausar el desarrollo de estrategias
encaminadas a la atenuacion del dafio y a la
proteccion.



Dengue and dengue hemorrhagic fever: a worldwide
health problem

ABSTRACT

Since remote times as early as 1635 and 1699, dengue has been
considered as the most important mosquito-borne viral disease.
Given the significance of this disease worldwide, particularly in
the Americas, it was necessary to look for an immediate solution
to hinder the development of the most serious dengue variant.
This study covered a review about some important aspects like
clinical spectrum of the disease, the characteristics of the etiologic
agent, and the immunopathogenic mechanisms that interact
with the host.

Key words: Dengue, disease, pathogenesis, remission.
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