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ARTICULO ORIGINAL

Niveles séricos de factor de necrosis tumoral-a e interferén- y en
pacientes con dengue febril

Serum levels of tumor necrosis factor- a and interferon — y in patients
with dengue

*Picagua E, Rovira C, Giménez V, Guillén I, Carpinelli MM, Ferreira L

Departamento de Inmunologia. Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud.
Universidad Nacional de Asuncién (UNA). Paraguay

RESUMEN

Los monocitos/macroéfagos constituyen las células diana para el virus dengue, activando
linfocitos T, liberando citoquinas proinflamatorias como el Factor de Necrosis Tumoral alfa
e Interferdn gamma. El objetivo del estudio fue determinar TNF-a e IFN-y en suero de
pacientes dengue IgM positivo e IgM negativo, que concurrieron al Instituto de
Investigaciones en Ciencias de la Salud, de febrero a abril 2007. Se realizé un estudio
analitico en 163 sueros de pacientes con dengue, 143 IgM positivo y 20 IgM negativo, de
ambos sexos con edad promedio de 30 y rango entre 18 a 70 afios. El anticuerpo IgM
para dengue y las citoquinas fueron determinados por ELISA de captura. En los 143
sueros dengue IgM positivo, el IFN-y se detecté en 73% (104/143) con valores entre 558
y superiores a 2000 pg/mly en el 27% (39/143) valores por debajo del punto de corte.
Se encontré una diferencia estadisticamente significativa comparado con sueros dengue
IgM negativo (p = < 0.005). El TNF-a se detecté en 24% (35/143) sueros IgM positivo,
de los cuales 33 presentaron valores entre 45 a 176 pg/ml y 2 con valores superiores a
2000 pg/ml. No hubo significancia estadistica comparando con sueros dengue IgM
negativo (p = 0.26). Niveles elevados de IFN-y y TNF-a podrian ser considerados
marcadores de prondstico para la progresion al dengue hemorragico. Se deberia tener en
cuenta la potencial significancia terapéutica de estas citoquinas que podrian ayudar en las
estrategias de inhibir o inducir perfiles de citoquinas adecuadas en respuesta al dengue.
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ABSTRACT

Monocytes/macrophages are target cells for dengue virus, taking part in the activation
of T lymphocytes, releasing proinflammatory cytokines such as tumor necrosis factor
alpha (TNF-a) and interferon gamma (IFN- y). The objective of this study was to
determine TNF-a and IFN-y in sera of dengue patients with IgM positive and negative who
attended the Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud from February to April
2007. An analytical study was performed in 163 sera of dengue patients, 143 IgM positive
and 20 IgM negative, men and women with an mean age of 30 years and a range from 18
to 70 years. The IgM antibody for dengue and the serum levels of cytokines were
performed by capture ELISA. Serum levels of IFN-y were detected in 73% (104/143) of
the patients with dengue IgM positive, with values between 558 and higher than 2000
pg/ml, and in 27% (39/143) were below the cut-off value. A statistically significative
difference was found when they were compared with dengue IgM negative sera
(p=<0.005). TNF-a serum levels were detected in 24% (35/143) of the dengue IgM
positive patients, 33 patients presented values between 45 and 176 pg/ml and 2 had
values above 2000 pg/ml. No statistical significance was found when these values were
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compared with those of dengue IgM negative sera (p=0.26). IFN-y and TNF-a high levels
could be considered prognostic markers for progression to hemorrhagic dengue. The
potential therapeutic significance of these cytokines should be considered as they could
help in the strategies to inhibit or induce appropriate cytokine profiles in response to
dengue virus.
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INTRODUCCION

El dengue es una enfermedad aguda infecciosa producida por arbovirus y trasmitida por
el mosquito Aedes aegypti (1-3). El virus pertenece a la familia Flaviviridae. Se han
identificado cuatro serotipos de virus dengue (DEN1, DEN 2, DEN 3, DEN 4). El Dengue es
una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en las regiones tropicales y
subtropicales del mundo. No se dispone actualmente de vacuna eficaz contra el dengue y
ademas no hay drogas antivirales para tratar la infeccién (1-3).

El virus dengue presenta un marcado tropismo por los drganos del sistema
reticuloendotelial como son médula dsea, bazo, higado y ndédulos linfaticos, en los que
puede realizarse la detecciéon intracelular de antigeno viral por varios métodos
inmunoldgicos (1,2). El dengue es una enfermedad aguda infecciosa que por lo general
adopta dos formas, el dengue febril (DF) o clasico con manifestaciones clinicas benignas y
el dengue hemorragico (DHF) que produce un cuadro mas severo y se encuentra asociado
a un riesgo muy alto de mortalidad (1,2).

El DF esta caracterizado por una variedad de manifestaciones clinicas, tales como fiebre
elevada, dolor de cabeza, dolor retroocular, malestar general, mialgias, artralgias y a
menudo exantema (1,5).

Los monocitos/macréfagos pueden actuar como células presentadoras de antigenos y
secretar monoquinas, que participan en la activacién de las células T produciendo en
plasma, elevados niveles de factores proinflamatorios durante la infeccion aguda del
dengue (6-9). La infeccién por el virus del dengue induce a monocitos infectados,
linfocitos B y mastocitos a la produccién de varias citoquinas (10). Un aspecto de la
patogénesis del dengue es la marcada activacién de las células T y la induccién de
reactividad cruzada a células TCD4+ y células TCD8+, que reconocen a los antigenos
virales del virus del dengue en monocitos infectados (11). El resultado de este proceso
puede traer consecuencias patofisioldgicas en los pacientes, debido a la liberacién de
citoquinas con propiedades vasoactivas y procoagulantes como Interleuquinas, factor de
necrosis tumoral (TNF-a), factor activante de plaquetas y uroquinasas; la activacién del
complemento y la liberacién de Interferén - gamma (IFN-y), produciendo alteracion de la
permeablidad vascular (8,9,12-14).

Se ha demostrado que después de una infeccién por dengue se producen linfocitos T de
memoria serotipo-especifico y serotipo-cruzado y se presume que durante una infeccion
secundaria se produce una activacion de células T en su interaccidon con los monocitos
infectados (5, 15, 16). Observaciones recientes indican una activacion masiva de las
células T en el curso del dengue hemorragico, fendmeno que pudiera explicar total o
parcialmente el mecanismo de permeabilidad vascular y extravasacion del plasma, debido
a la liberacién de citoquinas y mediadores quimicos por lisis de las células infectadas
(17,18).

Varios autores han planteado que la transicidon de una respuesta Th1l a Th2 caracteriza
la forma severa de la enfermedad. A su vez, los niveles elevados de TNF-a (inducido por
los monocitos infectados y la activacion de las células T o ambos) pudieran ser
responsables en parte del dafio vascular transitorio (19, 20). El papel de TNF- a en la
patogénesis de la enfermedad es critico y probablemente inicia una serie de procesos que
llevan al incremento de la permeabilidad vascular y la hemorragia (20-27). La produccion
de IFN-y por los linfocitos T después de la estimulacion por el virus dengue puede



Mem. Inst. Investig. Cienc. Salud, Vol. 8(2) Diciembre 2010: 22-26 22

contribuir a la patogénesis de DHF porque aumenta los receptores Fcy en los monocitos y
esto aumenta el nimero de monocitos infectados por el virus en presencia de anticuerpos
anti-dengue durante la infeccién secundaria activando los macrofagos para liberar los
componentes vasoactivos (8).

El 2 al 4% de los individuos con infeccidn secundaria con un serotipo diferente de
dengue, pueden progresar de una enfermedad aguda febril a una forma mas severa de la
enfermedad como el DHF, que se caracteriza por aumento de la permeabilidad vascular,
manifestaciones hemorragicas (1-3). Muchos autores discuten la significancia del
componente inmunopatoldgico que lleva a la severidad de la enfermedad y la forma en
gue las células T, citoquinas y la reaccion cruzada de anticuerpos, se combinan para
contribuir a la progresion a dengue hemorragico (5,6).

En Paraguay se registraron dos grandes epidemias de fiebre de dengue, atribuida al
serotipo DEN-1, en los afios 1988-1989 (40.000 casos) y 1999-2000 (25.000 casos). A
partir del afio 2001 hasta el 2005, se registraron anualmente pequefios brotes
epidémicos, que no sobrepasaron 150 casos por afio. No obstante, durante el mismo
periodo, circularon varios serotipos (Den-1, 2, 3), en algunos afios en forma
concomitante, lo cual ubicaba al pais con alto riesgo para la ocurrencia de dengue
hemorragico. En marzo de 2006 se inicié un brote importante con mas de 1994 casos en
forma sostenida hasta el 2007, siendo el serotipo circulando DEN-3, originandose una
nueva epidemia. En el 2007 se registraron mas de 28.000 casos de dengue clasico y 54
de dengue hemorragico; fallecieron 17 personas (6 por dengue hemorragico, 7 por
dengue clasico con compromiso visceral severo y 4 sin determinacion) (28,29).

El objetivo de este estudio preliminar fue determinar el nivel de las citoquinas
proinflamatorias, TNF-a e IFN-y, en suero de pacientes con anticuerpo IgM positivo para
dengue y compararlo con sueros de pacientes IgM negativo, que concurrieron al Instituto
de Investigaciones en Ciencias de la Salud, desde febrero a abril durante la epidemia de
dengue del 2007, considerando que niveles séricos elevados de estas citoquinas estan
relacionados con las formas severas de la enfermedad, como la hemorragica.

MATERIALES Y METODOS

Poblacidon estudiada: Se realiz6 un estudio analitico para comparar los niveles séricos
de TNF-a e IFN-y en sueros de pacientes con anticuerpos IgM positivo para dengue e IgM
negativo, debidamente codificados pertenecientes a una seroteca del Departamento de
Inmunologia-IICS, conservados a -80°C. El total de individuos estudiados fue de 163, de
los cuales 143 fueron pacientes con dengue IgM positivo y 20 controles dengue IgM
negativo, de ambos sexos, con una edad promedio de 30 afios comprendida entre 18 a
70 afos, que habian concurrido al Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud,
dependiente de la Universidad Nacional de Asuncién, durante la epidemia de dengue
entre febrero y abril de 2007 en Paraguay. Los pacientes con IgM positivo fueron 143 y
20 con IgM negativo.

Determinacion del anticuerpo IgM para el virus dengue: Se realizé por el método
ELISA de captura (Focus, USA) en sueros de pacientes con pedido médico (que
presentaban dos o mas sintomas caracteristicos de la enfermedad como: fiebre, cefalea,
dolor retroocular, dolor articular u otros).

Deteccidn de citoquinas: Los niveles séricos de TNF- a e IFN-y fueron detectados por
ELISA de captura (PeproTech, México) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
realizaron diluciones del estandar a diferentes concentraciones (0-2000 pg/ml). Se
graficod la curva con la densidad dptica (DO) correspondiente a la concentracion de cada
dilucién del estdndar. El valor de cada una de las muestras fue definido como la media de
dos determinaciones. Las DO fueron leidas en un lector de ELISA (Awareness technology,
USA) a 405 nm.
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Punto de corte: La media de los valores del nivel sérico de las citoquinas de los
individuos IgM negativo para dengue, mas 1 desviacion estandar fue utilizada como
punto de corte.

Anadlisis de datos: Los datos obtenidos se analizaron mediante la prueba de Chi
cuadrado, tomando como significativo valor de p <0.05.

Consideraciones éticps: El presente estudio fue aprobado para su realizacién por los
Comités Cientifico y de Etica en Investigacion del Instituto de Investigaciones en Ciencias
de la Salud, dependiente de la Universidad Nacional de Asuncidon. Se guard6 la
confidencialidad de los datos personales y resultados en todo momento.

RESULTADOS

Los sintomas y signos mas comunes observados en nuestros pacientes infectados fueron
fiebre (100%), dolor de cabeza (90%), mialgias/artralgias (79.5%), 58%
nauseas/vomitos y dolor retroocular.

La media de los valores séricos de las citoquinas de los individuos IgM negativo para
dengue mas una desviacidn estandar fue utilizada como punto de corte.

Para establecer el punto de corte para IFN-y, la media fue de 399, y 157 la desviacion
estandar. El valor del punto de corte fue de 556 pg/ml. Se detectaron niveles séricos de
IFN-y superiores al punto de corte en 73% (104/143) pacientes IgM positivo para dengue,
con un rango de valores entre 558 a mas de 2000 pg/mly en el 27% (39/143) restante,
los valores encontrados estuvieron por debajo del valor del punto de corte (tabla 1).

Comparando los niveles de IFN-y de los pacientes IgM positivos e IgM negativos para
dengue, se encontr6 una diferencia estadisticamente significativa utilizando la prueba de
Chi cuadrado (p = < 0.005).

Para establecer el punto de corte para TNF-o, la media fue de 33 y 11 la desviacion
estandar. El valor del punto de corte fue de 44 pg/ml. Se detectaron niveles séricos de
TNF-a, superiores al punto de corte en 24% (35/143) pacientes IgM positivo para
dengue, de los cuales 33 pacientes presentaron valores entre 45 a 176 pg/ml y 2 con
valores superiores a 2000 pg/ml. En el 76% (108/143) de los pacientes restantes, los
valores encontrados estuvieron por debajo del valor del punto de corte (tabla 2).

Comparando los niveles de TNF-a de los pacientes IgM positivos e IgM-negativos para
dengue, no hubo significancia estadistica, utilizando la prueba de Chi cuadrado (p =
0.26).

La media y la desviacién estédndar de los niveles séricos de las citoquinas en pacientes
con dengue IgM (+) se presentan en la tabla 3.

Tabla 1. Niveles séricos de IFN-y en pacientes IgM positivos con
relacion al punto corte (n: 143)

Punto de corte: IFN-y: 556
pg/ml
n %
Superior al punto de corte 104 73
Inferior al punto de corte 39 27

Valores de IFN-y
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Tabla 2. Niveles séricos de TNF-a en pacientes IgM positivos con
relacion al punto corte (n: 143)

Punto de corte: TNF-a: 44

Valores de TNF-a pg/ml
n %
Superior al punto de corte 35 24
Inferior al punto de corte 108 76

Tabla 3. Nivel sérico de IFN- y y TNF-a en pacientes con dengue IgM (+)

Citoquinas (pg/ml) X+ DE
IFN- y 915 + 301
TNF-a 53 + 10.6

X': Media, DE: desviacién estandar

DISCUSION

En nuestros pacientes IgM positivos para dengue, los sintomas y signos clinicos mas
comunes observados fueron fiebre, dolor de cabeza, mialgias/artralgias, nausea /vémito y
dolor retroocular como lo observado en otros estudios (30).

Al evaluar los valores de IFN-y, se detectaron niveles séricos superiores al punto de
corte en 73% de los pacientes IgM positivo para dengue. Estos valores fueron semejantes
a estudios realizados en la India en el 2003 durante un brote epidémico (26) y en Recife-
Brasil en donde el 33% de 54 pacientes dengue IgM positivos, presentaron valores
superiores al de su punto de corte (25).

Con respecto a los niveles séricos de TNF-a, el 24% de los pacientes IgM positivos para
dengue de nuestro estudio presentaron niveles superiores al punto de corte, valores
similares a lo reportado por Braga et al 2001(25), donde se encontrd valores de TNF-a
superiores al punto de corte en 25% de los pacientes dengue IgM positivos estudiados.

Lyngkaran N, Yadav M, 1995 (31), reportan que durante el seguimiento de un nifio con
dengue, demostraron que un aumento de la severidad de la infeccion fue seguida por una
elevacion de valores séricos de TNF-a. En Rio de Janeiro-Brasil fue observado un caso
fatal con niveles séricos de TNF-a de 900 pg/ml (32). En nuestro estudio se observaron
valores de TNF-a superiores a 2000 pg/ml en dos pacientes mayores de edad, pero al
momento de la realizacidon del presente estudio no fueron localizados para verificar si
tenian o habian desarrollado un cuadro de DHF.

Nuestro estudio ha proveido un panorama de las respuestas de citoquinas en casos de
dengue en la poblaciéon estudiada. Niveles elevados de IFN-y y TNF-a podrian ser
considerados marcadores de prondstico para la progresion al dengue hemorragico, pues
segun varios investigadores (25,30) estas citoquinas aparentan jugar un rol en la
patogénesis de la enfermedad.

Se deberia tener en cuenta la potencial significancia terapéutica de estas citoquinas que
podrian ayudar en las estrategias de inhibir o inducir perfiles de citoquinas adecuadas en
respuesta al virus dengue.
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