Articulo Original

REV PERU MED EXP SALUD PUBLICA

MODULACION DE LOS NIVELES DE LIPOPROTEINAS DE ALTA
DENSIDAD Y LAS CITOQUINAS IL-1B8 E IL-6 EN PACIENTES
CON DENGUE

Estefania Barrientos-Arenas’22, Vanessa Henao-Garcia'?2, Diana Marcela Giraldo?°, Margarita Maria Cardona®®,
Silvio Urcuqui-Inchima?¢, Jhon Carlos Castafio®¢, Juan C. Hernandez'2f

RESUMEN

Objetivos. Evaluar los niveles de lipoproteinas de alta densidad (HDL) y citoquinas proinflamatorias en pacientes con
dengue clasificados segun la gravedad del cuadro clinico. Materiales y métodos. Se realizé un estudio descriptivo,
incluyendo 70 individuos con dengue, clasificados como: sin signos de alarma (DSSA), con signos de alarma (DCSA) y
dengue grave (DG); 15 donantes sanos fueron incluidos como controles (CS). Los niveles séricos de IL-1( e IL-6 fueron
cuantificados por ELISA, y los de HDL en suero por ensayo colorimétrico; ademas se determiné el recuento de plaquetas
y el porcentaje de hematocrito. Resultados. Los niveles de IL-13 e IL-6 se encontraron aumentados en los pacientes con
DENV respecto a los controles sanos. Dicho aumento fue mas evidente en los pacientes con dengue, de acuerdo con la
gravedad del cuadro clinico. Los niveles de HDL se hallaron disminuidos en los pacientes con dengue comparados con
los controles sanos. Los analisis de correlacién mostraron asociaciones estadisticamente significativas entre HDL y el
numero de plaquetas; asi como entre el porcentaje de hematocrito y los niveles de IL-13. Conclusiones. El aumento de
IL-18 e IL-6 y la disminucién de HDL en los estadios clinicos mas graves sugieren que ambos factores estan implicados
en el desarrollo de la patogénesis y severidad. Las correlaciones permiten observar una posible asociacion entre HDL y el
numero de plaquetas que permite dar una aproximacion al posible papel de las HDL en la patogénesis del dengue, pero
aun es necesario realizar estudios adicionales que permitan elucidar su importancia en el curso de la infeccion por DENV.
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MODULATION OF HIGH-DENSITY LIPOPROTEIN AND CYTOKINE IL-1B
AND IL-6 LEVELS IN PATIENTS WITH DENGUE

ABSTRACT

Objectives. To assess High-Density Lipoprotein (HDL) and pro-inflammatory cytokine levels in patients with dengue
classified according to the severity of the clinical presentation. Materials and Methods. A descriptive study was carried
out with 70 individuals with dengue, classified as no alarm signs (DSSA), with signs of alarm (DCSA), and severe dengue
(DG); 15 healthy donors were included as controls (CS). The serum levels of IL-18 and IL-6 were quantified through ELISA,
and the HDL levels through serum by a colorimetric test. In addition, the platelet count and the hematocrit percentage were
determined. Results. Levels of IL-1p and IL-6 were found to be increased in patients with DENV vs. the healthy controls.
Said increase was more evident in patients with dengue and in line with the severity of the clinical presentation. The
HDL levels were found to be decreased in patients with dengue versus healthy controls. The correlation analysis showed
statistically significant associations between HDL and the platelet number, as well as between the hematocrit percentage
and the levels of IL-1B. Conclusions. The increased IL-1B and IL-6 and the decreased HDL levels in the most severe
clinical stages suggest that both factors are involved in the development of the pathogenesis and severity. The correlations
allow the observation of a potential association between HDL and platelet count, which allows us to provide an approach to
the possible role of HDL in the pathogenesis of dengue, but it is still necessary to perform additional studies that will allow
to state their importance in the course of the DENV infection.
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INTRODUCCION

El virus dengue (DENV) pertenece al género Flavivirus, de
la familia Flaviviridae; hasta la fecha se han descrito cuatro
serotipos (DENV1 a DENV4). El virus es transmitido por la
picadura de mosquitos (hembrasinfectadas), principalmente
Aedes albopictus y Aedes aegypti, los cuales coexisten en
el continente americano, se ha descrito que este ultimo
cobra mayor importancia por su predominio en areas
urbanas . El dengue ha sido considerado un problema
prioritario para la salud publica del mundo, debido al nimero
de casos reportados al afio y la poblacién ubicada en zonas
geograficas de riesgo (principalmente areas tropicales y
subtropicales). Para la semana epidemioldgica 41 de 2017,
la Organizacion Panamericana de la Salud report6 22 476
casos de dengue (6104 confirmados por laboratorio) en
Colombia @. Los pacientes con dengue son clasificado en
tres cuadros clinicos de acuerdo la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) i) dengue sin signos de alarma (DSSA),
donde se presenta un malestar general inespecifico; ii)
dengue con signos de alarma (DCSA), que incluyen dolor
abdominal, hepatomegalia, aumento del hematocrito y
trombocitopenia; y iii) dengue grave (DG), esta ultima
presentacion amenaza incluso la vida del paciente debido
a la posibilidad de desarrollar hemorragias masivas y falla
multiorganica ©.

En el contexto de la infeccion por el DENYV, la respuesta
inflamatoria implica la participacion de células de la
inmunidad innata como monocitos y células dendriticas,
las cuales en respuesta a la infeccién son activadas,
modulando la expresion de receptores innatos, que llevan
a la produccién de citoquinas proinflamatorias como IL-1
e IL-6, entre otras “®. Estas citoquinas son importantes
para contener la diseminacién viral durante los primeros
dias de la infeccion. Sin embargo, la alteracion en el
balance de la produccién de citoquinas proinflamatorias es
uno de los marcadores de la patogénesis en la infeccién
con DENV ©, La falta de regulacién de este proceso, asi
como su prolongacion, puede afectar la homeostasis de
los tejidos, lo cual incrementa la permeabilidad vascular,
induce perdida de fluidos y mayores complicaciones
clinicas ™. La ausencia de tratamientos especificos para
los pacientes con dengue hace necesaria la busqueda de
nuevas estrategias terapéuticas que modulen el proceso
infeccioso. En los ultimos afios se ha sugerido busqueda
de moléculas y sustancias enddgenas que contribuyan a
un mejor pronostico.

Entre estas moléculas, las HDL (lipoproteinas de alta
densidad) han tomado importancia, estas son las
encargadas del transporte reverso del colesterol, es
decir el movimiento de los excesos de colesterol desde
los tejidos periféricos hasta el higado para su posterior
eliminacion. Este proceso implica la transferencia de
colesterol desde las células, en los diferentes tejidos, a
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Motivacion para realizar el estudio. El dengue se caracteriza por la
respuesta inflamatoria, que desencadena las complicaciones clinicas;
y aun no existen terapias que mejoren su desenlace clinico. Las
lipoproteinas de alta densidad (HDL), pueden regular la inflamacién,
lo que podria favorecer en el curso de la enfermedad.

Principales hallazgos. En comparacién con individuos sanos, los
pacientes con dengue presentan menores niveles de HDL y mayores
concentraciones de las citoquinas proinflamatorias IL-1p e IL-6,
especialmente aquellos con los cuadros clinicos més graves.

Implicancias. La modulacion de las HDL podria representar una
nueva alternativa terapéutica en los pacientes con dengue.

las HDL a través de las proteinas ABCA-1 (ATP-binding
cassette transporter G1), la esterificacion de colesterol
mediada por la enzima LCAT (lecitin colesterol acetil
transferase), la transferencia de ésteres de colesterol a
otras lipoproteinas y la eliminacion hepatica a través de
receptores scavenger (SR-B) ® (Anexo 1. Disponible en:
https://goo.gl/2MyDnj)

Por otro lado, se ha descrito que las HDL tienen propiedades
antiinflamatorias, disminuyendo la expresién de citoquinas
proinflamatorias como TNF-a, IL-1B e IL-6 en monocitos
y macréfagos ©. Ademas, pueden modular la expresion
de moléculas de adhesién en las células endoteliales
en respuesta al estimulo de algunos receptores de la
inmunidad innata, como los receptores tipo Toll (TLR) y
tipo NOD (NLR), estando posiblemente relacionados con
el secuestro del colesterol intracelular afectando las balsas
lipidicas y la sefalizacion intracelular ®.

Las HDL han adquirido importancia en el contexto de la
patogénesis del dengue, ya que se han reportado cambios
en el perfil lipidico durante el curso de la infeccion por DENV
(10 los cuales dependen de la severidad de la enfermedad ().
Se ha observado que los niveles de HDL y LDL (lipoproteinas
de baja densidad) se encuentran disminuidas en pacientes
con dengue grave comparado con individuos sanos y en
pacientes con dengue sin signos de alarma (', De acuerdo
con estos hallazgos, se ha postulado que estas lipoproteinas
podrian utilizarse como predictores de la progresion clinica
del dengue . A pesar de estos hallazgos, alin se desconoce
el papel que juegan las HDL en la patogénesis de la infeccién
por DENV, y es poco lo que se conoce sobre la interaccion del
virus con estas lipoproteinas. Se ha demostrado que las HDL
favorecen la entrada del DENV a la célula, mediada por uno
de sus principales componentes, la ApoA-l, (apolipoproteina
Al), la cual se asocia con las particulas virales promoviendo
la infeccion al facilitar la entrada del virus a la célula diana .

Basados en estos antecedentes y teniendo en cuenta
que, tanto las HDL como las citoquinas proinflamatorias
se alteran durante el curso de la infeccién por el DENV, el
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objetivo del presente estudio fue evaluar el comportamiento
de estos componentes en los diferentes estadios clinicos
del dengue y explorar si existe una asociacién de los
niveles séricos de HDL y las citoquinas pro-inflamatorias
IL-1B e IL-6, incluso con parametros clinicos importantes
en el seguimiento de los pacientes con dengue, como el
recuento de plaquetas y el porcentaje de hematocrito.

METODOLOGIA

DISENO Y POBLACION DE ESTUDIO

Se realizé un estudio descriptivo transversal, con un
enfoque cuantitativo y retrospectivo, utilizando muestras
previamente recolectadas en un hospital publico de la
ciudad de Armenia (Colombia), con diagndstico de infeccion
con DENYV, en diferentes estadios clinicos. El diagndstico
de laboratorio fue dado por la deteccion del antigeno viral
NS1 o la deteccion de IgM e IgG especifica en suero,
determinado a través de la prueba rapida SD BIOLINE
DENV Duo (NS1 Ag and IgM/IgG Alere, Australia).

En total se incluyeron 70 muestras de suero (aimacenadas en
alicuotas a -80°C) de pacientes con diagnéstico de dengue
clasificados de acuerdo a los lineamientos de la OMS, como
se describe a continuacion: dengue sin signos de alarma
(n=22), dengue con signos de alarma (n=37) y dengue
grave (n=11) segun los parametros clinicos y de laboratorio
reportados en las historias clinicas de los pacientes
incluyendo: manifestaciones hemorragicas, trombocitopenia,
efusion pleural y cambios en el hematocrito, entre otros.

Ademas, se incluyeron 15 muestras de suero obtenidas
de donantes clinicamente sanos, con prueba rapida para
diagndstico de dengue negativo, y sin antecedentes previos
de enfermedad febril en los ultimos dos meses, y sin
antecedentes de enfermedades metabdlicas (dislipidemias,
diabetes e hipertension arterial) (Tabla 1).

CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

En el estudio se contemplaron como criterios de inclusion
que las muestras fueran provenientes de individuos
de ambos sexos, afiliados a alguno de los regimenes
en salud y que presentaran alguna de las condiciones
clinicas del estudio. No se incluy6 en el estudio pacientes
con diagnéstico de dislipidemias, embarazo, cancer o no
cumplieran con las condiciones preanaliticas.

VARIABLES
Cuantificacion de HDL

Los niveles séricos de HDL fueron cuantificados con un
ensayo colorimétrico, usando el estuche comercial HDL-
precipitante (Biosystems S.A. Barcelona), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Brevemente, las muestras
fueron mezcladas con el reactivo precipitante de HDL, y luego
centrifugadas por 10 minutos a 4000 rpm. Posteriormente,
al sobrenadante se le adiciond el reactivo de colesterol, y
se incubo a temperatura ambiente durante 10 minutos. Los
resultados se leyeron a una longitud de onda de 490 nm 'y
se reportaron en mg/dL.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y demograficas de los participantes del estudio

Caracteristicas cs e DCSA DG
(n=15) (n=22) (n=37) (n=11)

Masculino/Femenino 2/13 15/7 20/17 8/3

Edad (afios)

mediana (RIC) 39 (30-44) 28 (19-52) 27 (12-52) 55 (21-64)

Dias de evolucion _ 6 (5-8) 6 (7-6) 7(6-7)

mediana (RIC)

Plaguetas (plaquetas/mm?g)

mediana (RIC)

Hemoconcentracion® (%)

45 200 (11 000-224 000)

94 000 (7000-278 000)

20 500(9000-63 000)

mediana (RIC) - 3,5(1,7-8,2) 4,7 (2,7-8,3) 5,3 (2,6-11,2)
Hepatomegalia o Esplenomegalia (%) - 0,0 54 27,3
Petequias (%) - 13,6 32,4 27,3
Hemorragias espontéaneas’ (%) - 18,2 54,1 9,1
Edema pulmonar (%) - 0,0 5,4 27,3

DSSA: denguesin signos de alarma, DCSA: dengue con signos de alarma, DG: dengue grave, RIC: Rango intercuartilico, CS: Controles sanos
* Hemoconcentracion: Porcentaje de hemoconcentracidn, al comparar la muestra inicial (dia 0) y la muestra control (dia 3).
t Hemorragias espontaneas definido como presencia de epixtasis, hemoptisis, o equimosis.
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Cuantificacion de IL-18 e IL-6

Los niveles séricos de IL-1B e IL-6 se cuantificaron
por el método Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
(ELISA) usando un estuche comercial especifico para
cada citoquina (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ), y
siguiendo las instrucciones previamente reportadas (. Los
resultados se leyeron a una longitud de onda de 450 nmy
se reportaron en pg/ml.

Asimismo, se incluyd la cuantificacion del hematocrito (%) y
el recuento de plaquetas (mm3).

ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico se utilizé el programa GraphPad
Prism® 5.0 (San Diego, CA, USA). La normalidad y
homocedasticidad fueron evaluadas usando las pruebas de
Shapiro-Wilk y Levene, respectivamente. Para la descripcion
de las variables cuantitativas se calcularon medidas de
resumen (mediana y rangos intercuartilicos) y para las
variables cualitativas frecuencias absolutas y relativas. Las
pruebas U de Mann-Whitney y Kruskal-Wallis fueron usadas
para las comparaciones entre los grupos. En los casos de
significancia estadistica en la prueba de Kruskal-Wallis,
se realiz6 ademas la prueba de Dunn (Post hoc). Para los
anadlisis de correlacion se utilizaron las pruebas de Pearson
0 Spearman (para datos paramétricos o no paramétricos,
respectivamente). En todos los analisis se considerd un
nivel de significacion estadistica (p) menor a 0,05.

ASPECTOS ETICOS

El manejo de la informacién personal de cada paciente
fue de total discrecidon y se us6 exclusivamente para dar
cumplimiento a los objetivos previamente planteados. De
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acuerdo con los lineamientos éticos para investigacion,
todos los participantes firmaron un consentimiento
informado y en el caso de los menores de edad fueron sus
padres los que brindaron el consentimiento para participar
en el estudio. Ademas, todos los procedimientos fueron
realizados de acuerdo con los principios de la declaracion
de Helsinki. El estudio fue aprobado por el comité de ética
de la Universidad Cooperativa de Colombia.

RESULTADOS

Inicialmente se evaluaron los niveles séricos de IL-1B e
IL-6 por ELISA en el grupo control y en el total de pacientes
con dengue (sin tener en cuenta la presentacion clinica).
Como se observa en la Figura 1, los pacientes con dengue
presentaron mayores niveles de IL-1B, diferencias que
fueron significativas comparadas con el control (p=0,032),
con una diferencia total de la mediana en una magnitud de
1,58 pg/ml. El mismo comportamiento fue observado para
IL-6, la cual fue significativamente mayor en los pacientes
con dengue, comparado con los controles (p<0,0001,
tamafio del efecto: 13,38 pg/ml).

El total de pacientes con dengue fueron clasificados segun
las manifestaciones clinicas, los niveles séricos de IL-13
e IL-6 fueron determinados por ELISA para cada grupo
de individuos. Para ambas citoquinas se observé un
aumento estadisticamente significativo en suero (p=0,003
y p<0,0001, respectivamente) segun la severidad clinica,
el cual se mantiene entre el grupo de pacientes con DG
comparado con el control, para ambas citoquinas (Figura 2).

En el presente estudio, se observéd que los niveles séricos
de HDL estaban significativamente disminuidos en los
pacientes con dengue, comparado con los controles sanos
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Figura 1. Niveles séricos de IL-13 e IL-6 (pg/mL) en los participantes del estudio. Los niveles séricos de IL-1B (a) e
IL-6 (b) fueron cuantificados por ELISA en controles (n=15) y en pacientes con dengue (n=70), los resultados fueron
reportados en pg/mL. Se hicieron comparaciones usando la prueba de U de Mann-Whitney.
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Figura 2. Niveles séricos de IL-1B e IL-6 (pg/mL) en controles sanos y pacientes con dengue segun su
clasificacion clinica. Los niveles de IL-18 (a) e IL-6 (b) fueron comparados usando la prueba de Kruskal-

Wallis y el post hoc Dunn.

Controles (n=15), DSSA: dengue sin signos de alarma (n=22), DCSA: dengue con signos de alarma (n=37)

y DG: dengue grave (n=11)

(Figura 3a) (p=0,0032, tamafio del efecto: 13,12 mg/dL). De
igual manera, cuando se realizé el analisis segun la gravedad
de la enfermedad, se observéd una disminucion significativa
en los pacientes con DSSA y DCSA, comparados con los
controles sanos (Figura 3b) (p=0,006). Sin embargo, no
se observaron diferencias estadisticamente significativas
en los niveles de las HDL entre los pacientes con DG y los
controles sanos. No se observo diferencias significativas
en los niveles de HDL entre hombres y mujeres (datos
no mostrados), sugiriendo que el sexo no es un factor
determinante en los resultados reportados. No obstante, se
debe considerar la diferencia en la proporcién de hombres
y mujeres en cada uno de los grupos de estudio (Tabla 1).
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Con los resultados obtenidos sobre la produccion de IL-13
e IL-6 y con los niveles de HDL, se procedio a determinar si
existia una correlacién entre esos valores y otros parametros
clinicos presentes en los pacientes con dengue. Se
realizaron analisis de correlacion entre HDL e IL-13 (Figura
4a)yHDL e IL-6 (Figura 4b) pero no se encontrd significancia
estadistica. Adicionalmente se explor6 la correlacion de los
niveles de HDL con dos parametros clinicos importantes
en el curso de la infeccién por DENV como el porcentaje
de hematocrito y el recuento de plaquetas. Aunque el
porcentaje de hematocrito no se correlacion6 con las HDL
(Figura 4c), el recuento de plaquetas y las HDL (Figura 4d)
presentaron una correlacion positiva baja, estadisticamente
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Figura 3. Niveles séricos de HDL (mg/dL) en los participantes del estudio. Los niveles de HDL fueron comparados
entre el grupo control (n=15) y el total pacientes con dengue (n=70) (a); o cada uno de los grupos de pacientes
segun su clasificacién clinica (b). DSSA: dengue sin signos de alarma (n=22), DCSA: dengue con signos de
alarma (n=37) y DG: dengue grave (n=11). Se hicieron comparaciones usando las pruebas Mann-Whitney U o

Kruskal-Wallis (con el post hoc Dunn), respectivamente.
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Figura 4. Andlisis de correlacion de los niveles de HDL con las variables IL-13, IL-6, hematocrito y recuento de plaquetas.
Los niveles de HDL en suero fueron correlacionados con la concentracién sérica de IL-1, IL-6, el porcentaje de hematocrito
y el recuento de plagquetas en el total de pacientes con dengue. Se realizé una prueba de normalidad a los datos analizados,
para los datos que presentaban una distribucién no normal se aplicé una prueba de correlacién de Spearman; por otro lado,
para los datos que presentaron una distribucion normal se realizé la prueba de correlacién de Pearson.

significativa. Los analisis de correlacion no evidenciaron
resultados significativos cuando se analizaron de acuerdo
con la gravedad del cuadro clinico (DSSA, DCSA y DG)
(datos no mostrados).

Se evalué el porcentaje de hematocrito en cada
grupo clinico, pero no fueron observadas diferencias
significativas entre los grupos (Figura 5a). Igualmente,
se realizaron analisis de correlacion entre el porcentaje
de hematocrito e IL-1B (Figura 5b), IL-6 (Figura 5c) y el
numero de plaquetas (Figura 5d), aunque se observaron
tendencias, s6lo se encontrd correlacion negativa baja,
estadisticamente significativa con IL-1.

DISCUSION

En la dinamica de la respuesta inmune frente a la infeccion
por DENV, la respuesta inflamatoria es la principal
caracteristica de la patogénesis viral. La produccién
exacerbada de citoquinas proinflamatorias, como IL-12,
IL-17, IL-6, TNF-a e IL-1B (') contribuyen de manera
diferencial en el curso de la infeccién por DENV, por un
lado induciendo la diferenciacion y proliferacion de células
plasmaticas y direccionando la respuesta inmune adaptativa
y por otro, favoreciendo el desarrollo de la patogénesis del
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dengue, induciendo la activacion del endotelio vascular
e incrementando la permeabilidad vascular, fenédmenos
claves que contribuyen al desarrollo de una enfermedad
mas grave 7).

Acorde a la literatura previa (®), en este estudio se evidenci
un aumento significativo en las concentraciones séricas de
las citoquinas proinflamatorias IL-6 e IL-1(3 en los pacientes
con dengue cuando se compard con el grupo control.
Este resultado era el esperado ya que el desarrollo de la
patogénesis en la infeccién por DENV se caracteriza por
una alta induccién de citoquinas proinflamatorias. Estas
citoquinas participan en todo el proceso inflamatorio
observado en los pacientes con dengue y en algunos casos,
este proceso no es controlado por el organismo, afectando
el normal funcionamiento de las células endoteliales, lo que
incrementa la permeabilidad endotelial y promueve perdida
de plasma (9. Estos eventos finalmente son los que en gran
medida determinan las diferentes presentaciones clinicas
del dengue: DSSA, DCSA y DG @, En esos pacientes
se observé un aumento en la produccion de IL-1B e IL-6,
especialmente en los que tenian DCSAy DG, tal como fue
reportado previamente (®, lo que indica que un ambiente
proinflamatorio exagerado contribuye a la gravedad de la
patogénesis del dengue.
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Figura 5. Andlisis de correlaciéon del porcentaje de hematocrito con las variables IL-1B, IL-6 y recuento de plaquetas.
El porcentaje de hematocrito fue correlacionado con la concentracion sérica de IL-18, IL-6 y el recuento de plaquetas
en el total de pacientes con dengue. Se realizd una prueba de normalidad a los datos analizados, para los datos que
presentaban una distribucion no normal se aplic6 una prueba de correlacion de Spearman; para los datos que presentaron
una distribucion normal se realizé la prueba de correlacion de Pearson.

El papel biolégico de estas citoquinas y las implicancias
en la severidad de la patogénesis por dengue ha sido
discutido previamente; IL-1f por ejemplo, es el principal
mediador de la activacion de las células endoteliales
inducida por plaquetas y la IL-6 contribuye potenciando
la cascada de coagulacion (®. El incremento de las
citoquinas proinflamatorias se ha mencionado en varios
estudios ©, donde incluso se ha descrito como una
“tormenta de citoquinas”, o sobreproduccion de diversos
mediadores inflamatorios, presentes en la forma clinica
mas grave del dengue @V, La presencia de estas citoquinas
proinflamatorias ocasiona ademas la infiltracion de células
mononucleares en o6rganos como el higado, pulmén y
riién, demostrando el compromiso de estos 6rganos,
lo que puede inducir falla del mismo y ocasionar la
muerte @), Dichos eventos inmunopatoldgicos asociados
con una fuerte respuesta inflamatoria han sido descritos
previamente, incluso para otros agentes virales como el
virus del oeste de Nilo @3, que al igual que DENYV, pertenece
a la familia Flaviviridae.

Las HDL son ampliamente reconocidas, no sélo por el
transporte reverso del colesterol, sino porque cumplen otras
funciones como antioxidantes, antiinflamatorias, e inhibidores

de procesos como la apoptosis o la trombosis, por lo que
se les ha atribuido una funcion ateroprotectora ?*. Incluso
algunos autores han evidenciado la necesidad del aumento
farmacolégico de las HDL ?®, como una estrategia para
contrarrestar el desarrollo de la placa ateromatosa y por
consiguiente, adisminuirla respuesta inflamatoria producida
durante la enfermedad @®. En cuanto a las implicancias
de las HDL en las infecciones virales, previamente se
reportd que la funciéon antioxidante de las HDL de los
pacientes infectados por VIH-1 se encontraba alterada,
en comparacion con los individuos sanos, probablemente
debido a menores niveles de ApoA-I (principal componente
proteico de las HDL) . Esos estudios mostraron como las
HDL eran reguladas en diferentes condiciones patoldgicas.

En el presente estudio se demostré que las HDL estaban
disminuidas significativamente en pacientes con dengue
comparados con el grupo control, y siendo mayor la
diferencia en los pacientes con DG. Estudios previos
realizados, igualmente en pacientes con dengue también
observaron el mismo comportamiento en los niveles de
las HDL, con una disminucién mayor en los individuos
con manifestaciones clinicas mas graves (¥, Si bien,
los diferentes estudios reportan que durante la infeccion
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por DENV, las HDL son moduladas negativamente, el
papel de estas en el curso de la patogénesis permanece
desconocido. Aunque el sexo podria considerarse como
una variable de confusidn en estos analisis, en el presente
estudio no se observaron diferencias significativas entre
hombre y mujeres, en cuanto a los niveles de HDL @7

Con el propésito de profundizar en el conocimiento del papel
de las HDL durante la inmunopatogénesis del dengue, con
los resultados obtenidos se realizaron analisis de correlacién
entre los niveles de HDL y las citoquinas proinflamatorias,
el porcentaje de hematocrito y el recuento de plaquetas.
Se encontré una correlacion positiva baja entre los niveles
de HDL y el recuento de plaquetas, lo que evidencia
que a menor nimero de plaquetas se observa menores
niveles de HDL, panorama caracteristico del desarrollo
de un cuadro clinico mas grave por dengue. Esto toma
importancia ya que se ha descrito que las HDL previenen el
darfio y la muerte de células endoteliales, inhibe activacion
de plaquetas y la cascada de coagulacion @, sugiriendo
que los bajos niveles de HDL y el bajo nimero de plaquetas
conllevan a una presentacién mas grave de la infeccién por
DENV. Esto es muy interesante si se tiene en cuenta que
el dafo endotelial es el principal factor desencadenante
de los eventos hemorragicos observados en las formas
graves de la enfermedad. En conjunto, estos resultados
muestran que la disminucion de HDL se correlaciona con
la gravedad de la enfermedad por dengue, sugiriendo que
las HDL podrian retrasar el desarrollo clinico mas severo de
la infeccién por DENV. Sin embargo, es necesario realizar
estudios longitudinales que permitan conocer la dinamica
del metabolismo de las HDL, en especial en el contexto de
la infeccion por DENV. Ademas, es importante considerar
las caracteristicas propias de la poblacién estudiada
(incluyendo datos sociodemograficos e inmunogenéticos,
entre otros), ya que estas variables podrian influenciar los
resultados, al realizar estudios poblacionales en diferentes
localizaciones geograficas.

El hematocrito es otro parametro modulado en el curso de
la infeccién por DENV, incluso este parametro es utilizado
clinicamente para enmarcar la gravedad de la enfermedad
por dengue, aunque este puede verse afectado por
variables como el sexo y la edad, entre otras ?®. Por lo
tanto, se evalud si el porcentaje de hematocrito se
correlacionaba con las citoquinas proinflamatorias de
interés o con el nUmero de plaquetas. Se encontré una
correlacién negativa baja entre el porcentaje de hematocrito
y los niveles de IL-1B. Esto puede ser contradictorio ya que
en las formas mas severas de dengue, lo esperado es
que haya un mayor porcentaje de hematocrito y mayores
niveles de IL-1B ©%; sin embargo, en la poblacion estudiada
los niveles de hematocrito disminuian a mayor severidad.
Este fendmeno podria explicarse por la necesidad de

22 |

hospitalizacién en algunos pacientes con los cuadros
clinicos mas graves, que ademas requirieron el uso de
liquidos intravenosos durante su estancia.

Tanto el recuento de plaquetas como el porcentaje
de hematocrito han sido previamente reportados como
parametros predictivos de los cuadros clinicos graves en
los pacientes con dengue ©%. Sin embargo, en el presente
estudio no se encontré correlacion significativa entre
estas variables. Estos resultados pueden explicarse por la
presencia de edema pulmonar en algunos pacientes, donde
la pérdida de plasma podria reflejar el aumento de los
niveles de hematocrito. Ademas, la trombocitopenia refleja
la dimension de los diferentes mecanismos inflamatorios
durante la fase aguda y su relacion también se asocia con
la extravasacion del plasma, pero esta correlacion no fue
observada en los pacientes.

Una de las limitaciones del estudio, fue el tamafio de
muestra que incluy6 85 individuos, y aunque los andlisis
estadisticos permiten plantear algunas hipétesis, aumentar
el tamafio de muestra e incluir seguimiento a los pacientes
con mediciones de laboratorio en diferentes tiempos,
podria contribuir al mejor entendimiento de la relacion entre
las HDL y la respuesta inflamatoria en estos pacientes.
Otro aspecto que podria aportar informacion relevante es
la cuantificacion de otras citoquinas proinflamatorias, como
TNF-q, la cual es importante en la inmunopatogénesis de
la infeccién por el virus dengue; sin embargo, las citoquinas
evaluadas IL-1 e IL-6 representan ampliamente el perfil
inflamatorio reportado durante el dengue.

En conclusion, en el presente estudio se muestra que
factores como las HDL y las citoquinas proinflamatorias
evaluadas son moduladas principalmente en los pacientes
que presentan las manifestaciones graves de la enfermedad
y que, junto con otros parametros como trombocitopenia 'y la
hemoconcentracion, son determinantes en el curso clinico
de la infeccion por el DENV. No obstante, alin es necesario
realizar mas estudios que demuestren el papel de las HDL
dentro de la patogénesis del dengue, que permitan conocer
el mecanismo por el cual estas son moduladas y si en
alguna medida influyen en el cambio de otros parametros
bien descritos en el curso de la infeccién por dengue.
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ANEXO 1. METABOLISMO DE LAS HDL

La apolipoproteina Al (apoA-l) es la principal proteina estructural de las HDL, la cual capta colesterol libre de los tejidos
periféricos a través de la proteina transportadora dependiente de ATP 1 (ABCA1), dando lugar a la HDL naciente. Estas
HDL nacientes maduran a las formas esféricas mediante la obtencion de colesterol libre y fosfolipidos a través de la proteina
ABCG1 (ATP binding cassette transporter G1), la esterificacion del colesterol por la enzima Lecitin colesterol acil transferasa
(LCAT) y el intercambio de ésteres de colesterol por triglicéridos con otras lipoproteinas. El proceso finaliza por medio de dos
vias: i) Las HDL maduras ingresan al higado a través del receptor scavenger clase B tipo 1 (SR-B1) o/ii) transfiere el colesterol
a las apoproteinas B-100 (ApoB), transformandose en lipoproteinas de muy baja densidad/ lipoproteinas de baja densidad
(VLDL/LDL), que a su vez se unen a los receptores de LDL (LDL-R) presentes en el higado



