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1. RESUMEN

Existen varias formas clinicas del dengue, asi esta la forma benigna o dengue clasico el
cual puede evolucionar a dengue hemorragico o a sindrome de choque del dengue; se ha
propuesto que mediadores quimicos y citoquinas como FNT-alfa, IFN-gama, e IL-6
podrian estar relacionados en la respuesta inmune al virus y podrian ser la explicacion
basica de la patogénesis del dengue hemorragico y del sindrome de choque del dengue.
El objetivo de este estudio fue comparar los niveles de FNT-alfa, IFN-gamma, e IL-6 en
los pacientes con las diferentes forman clinicas de dengue. Se incluyeron pacientes con
diagnodstico de dengue por deteccidn de anticuerpos IgM, en total fueron 32 pacientes a
los cuales se les midié por 5 dias los niveles de citoquinas en suero, se encontré que los
niveles de FNT-alfa fueron mayores en pacientes con dengue hemorragico excepto en el
dia 1, los niveles de IFN-gama fueron mas bajos en pacientes con dengue hemorragico, y
la IL-6 fue mayor en dengue hemorragico pero sin una diferencia estadisticamente
significativa. Asi se demostré que estas citoquinas estan involucradas en la fase inicial y
de efervescencia de la enfermedad pero ninguna fué predictor de infeccion severa.

Palabras clave
DC dengue clasico, DC+H dengue clasico mas hemorragias, DH dengue hemorragico,
SCD sindrome de choque por dengue, FNT-alfa factor de necrosis tumoral alfa, IFN-gama

interferén gama, IL-6 interleuquina 6



2. FORMULACION DEL PROBLEMA

2.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las formas severas del dengue dependen de varios factores, no todos bien esclarecidos.

Uno de ellos es la infeccion secuencial por mas de un serotipo viral.

Se ha demostrado que los anticuerpos adquiridos contra un serotipo pueden formar
complejos inmunes virus-anticuerpo los cuales permiten la infeccion de los monocitos y
macrofagos, estimulando en estas células la produccion de citoquinas como el Factor de
necrosis Tumoral-alfa (TNF-alfa) y las interleukinas (IL), IL-2 e IL-6, los cuales han sido
involucrados en el aumento de la permeabilidad vascular responsable de los sintomas del
dengue hemorragico. lguales hallazgos se han demostrado para IFN-gama.

El Dengue es una enfermedad febril aguda producida por el virus del dengue, el cual
pertenece al género Flavivirus, familia Flaviviridae, con cuatro serotipos, los cuales son
transmitidos por mosquitos del género Aedes. Se caracteriza por presentar fiebre, cefalea,
dolor retroocular, mialgias, artralgias y erupcion que corresponde a la forma benigna
denominado dengue clasico (DC) o puede evolucionar a dengue hemorragico (DH) la
forma grave de la enfermedad, o desarrollar el sindrome del choque del dengue (SCD) el
cual puede ser fatal (1). Estas dos ultimas formas de presentacion clinica se caracterizan
por trombocitopenia, fendmenos hemorragicos y extravasacion del plasma. En Colombia
la incidencia de dengue ha aumentado, pasando de 17.389 casos de DC en 1990 a
76.579 en el afio 2002. Igualmente DH pasé de una tasa de incidencia de 1.4 casos por
100.000 habitantes en 1990 a 14.3 por 100.000 habitantes en 2002 (2). Los serotipos
circulantes han sido 1, 2 y 4 y desde el afio 2001 circula el serotipo 3 (3). En el
departamento de Antioquia, el promedio anual de casos de DC en los ultimos 5 afios
(1998-2002) ha sido de 3.357 (4).Los factores que predisponen la presentacion de formas



severas del dengue han sido objeto de muchos estudios y considerables debates. Uno de
estos aspectos es la infeccion secuencial por mas de un serotipo. Halstead y Kurane y
Ennis (5,6) han postulado que la presencia de anticuerpos IgG contra el virus del dengue
forman con el nuevo virus un complejo virus-anticuerpo, el cual se une a los

monocitos/macréfagos resultando en un aumento de la infeccion viral.

Se ha propuesto que citoquinas y mediadores quimicos producidos por los
monocitos/macréfagos podrian estar relacionados en la respuesta inmune al virus y
podrian ser la explicacion basica de la patogénesis del DH/SCD. Algunas citoquinas
implicadas son el factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-alfa), interleukina -1 (IL-1), IL-2 e
IL-6. Hay mediadores quimicos que también pueden inducir sintomas similares a los
observados en DH/SCD. Estos incluyen fracciones del complemento como C3a y C5a e
histamina. TNF-alfa es un producto de los monocitos/macrofagos y de las células T, y es
directamente toxico de las células del endotelio vascular incrementando la permeabilidad
vascular (6). IL-6 puede ser producida por monocitos/macroéfagos y células T, e in vitro se
ha demostrado que puede producir aumento de la permeabilidad endotelial. IFN-gamma
es una citoquina producida por linfocitos T y se ha demostrado in vitro que puede producir
aumento de la permeabilidad endotelial y activar la expresién de receptores Fcy en los
monocitos/macréfagos (6). Los estudios sobre estas citoquinas han detectado que los
niveles de TNF-alfa estan mas aumentados en los pacientes con dengue comparados con
controles sanos (7,8,9,10). Los niveles de IL-6 estan mas elevados en pacientes con DH
que con DC y mas elevados en pacientes con dengue que sin dengue (9,11,12). El IFN-
gamma aunque no induce directamente la extravasacion del plasma en modelos
animales, aumenta la produccion de TNF-alfa por los monocitos activados e interactua

con el TNF-alfa para activar las células endoteliales in vitro (13,14).

En este estudio se propone comparar los niveles séricos de TNF-alfa, IFN-gama e IL-6
entre pacientes con dengue clasico sin hemorragias, Dengue clasico con hemorragias y
dengue hemorragico con el fin de identificar los diferentes comportamientos de las
interleukinas segun la sintomatologia del paciente, lo cual seria un aporte al conocimiento

de aspectos inmunoldégicos de la enfermedad.



2.2. PREGUNTA DE INVESTIGACION

.,Como es el comportamiento de IFN-gama, IL-6 y FNT-alfa en el suero de pacientes
mayores de 18 afios con las diferentes formas clinicas del dengue?



3. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

El dengue es una enfermedad febril aguda caracterizada clinicamente por la presencia de
fiebre, cefalea, malestar general severo, dolores musculares, articulares y 0Oseos
generalizados, es producida por 4 serotipos de virus RNA: Den-1, Den-2, Den-3, Den-4,
clasificados como arbovirus, de la familia Flaviviridae, género Flavivirus,. Es trasmitido por
mosquitos vectores del género Aedes (Aedes aegypti). Los cuadros mas leves se
presentan como un sindrome viral, caracterizado por una fiebre indiferenciada, y el
sindrome de fiebre del dengue (FD), conocido también como dengue clasico (DC), en el
cual es inusual la hemorragia. La forma mas severa de la enfermedad es la Fiebre
Hemorragica del Dengue (FHD) donde hay un aumento de la permeabilidad vascular, que

puede progresar a un Sindrome de choque por dengue (SCD), a menudo fatal.

En Colombia la incidencia de dengue ha aumentado, pasando de 17.389 casos de DC en
1990 a 76.579 en el afio 2002. Igualmente DH pas6 de una tasa de incidencia de 1.4
casos por 100,000 habitantes en 1990 a 14.3 por 100.000 habitantes en 2002, con 50.245
casos (2). En todo el territorio colombiano han circulado los 4 serotipos. En 1971 se aislé
el Den-2. Den-1 ha circulado desde conjuntamente con el Den-2. El Den-3 circulé por un
periodo corto a mediados de los 70 y en 2001 se aislé en el municipio de Floridablanca,
Santander. El Den-4 ha circulado desde 1984. En el 2002 circularon el Den-1, Den-3 y
Den-4 (3). En Antioquia, la situacion del dengue ha aumentado en nimero de casos y en
nuamero de lugares afectados. De 47 municipios que reportaron casos en 1997 se pasé a
79 en 2002. El promedio anual de casos de DC en los ultimos 5 afios (1998-2002) fue de
3.357, siendo el ano de 1998 en el que se reportd el mayor nimero de enfermos con
9.746, para una proporcion de incidencia de 187 por 100.000 habitantes (4). En 1989 la
incidencia de DH fue de 0.02 casos por 100.000 habitantes y en 1998 de 4.25 por 100.000
habitantes (4).En Medellin y en Bello municipios del Valle del Aburra en el 2002 fueron
notificados 1849 casos de DC.



3.1. ASPECTOS INMUNOLOGICOS DE LA INFECCION POR EL VIRUS DEL DENGUE

Durante la infeccion por el virus del dengue, se activan dos mecanismos de la respuesta
inmune: la respuesta inmune humoral con produccién de anticuerpos y la respuesta
inmune de tipo celular en gran medida dependiente de las células T con produccion de

citoquinas y otros mediadores quimicos.

Respuesta de anticuerpos: los anticuerpos antivirus median tres funciones fundamentales
en la eliminaciéon de las particulas virales infectantes: la neutralizacién del virus, la
histolisis mediada por el complemento y la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos. Las células B. en la medida que se activan y proliferan, son capaces de
capturar y procesar antigenos virales para presentarlos a las células T auxiliadoras,

incrementando el numero de estas células activadas

Los individuos residentes en zonas endémicas frecuentemente sufren infecciones
secuenciales por distintos serotipos del virus. La infeccidn secuencial o secundaria, es
muy diferente desde el punto de vista inmunolégico a la infeccion primaria. En la infeccion
primaria, la IgM especifica del virus es la primera inmunoglobulina en aparecer,
aproximadamente entre el tercero y el quinto dia del periodo febril alcanzando su pico
maximo a las dos semanas. Estos niveles caen rapidamente hacia la cuarta semana, y
luego mas lentamente llegando a ser no detectables entre 2 y 3 meses después de la
infeccion. La IgG se presenta a bajos niveles durante la fase febril o convaleciente
temprana. Los anticuerpos neutralizantes generados son serotipo especificos, y esta
especificidad aumenta con el tiempo (18). En la infeccién secundaria, la IgM aparece
tardiamente durante la fase febril de la enfermedad precedida por la IgG, y cae a niveles
no detectables hacia los 30 dias. Los niveles de IgG son altos y se detectan aun en la
fase aguda de la enfermedad, aumentando considerablemente en las 2 semanas

siguientes (18).

Estos anticuerpos son serotipo-especificos; después de un corto periodo de proteccion
cruzada, los individuos infectados con un serotipo son completamente susceptibles a la
infeccion por otros serotipos, quedando una inmunidad duradera de por vida a la

reinfeccion por serotipos homdélogos (18,5). Los fagocitos mononucleares son



probablemente las células blanco de la infeccion (5,11), y se sabe que los anticuerpos
anti-dengue, a través de la porcién Fc de la IgG, especialmente de los subtipos IgG1 e
IgG3, aumentan la infeccién por el virus porque dichas células poseen receptores Fc (5).
Este fendmeno es llamado aumento de la infeccion dependiente de anticuerpos (ADE) y
se refiere especificamente al proceso por el cual el complejo virus-anticuerpo se une en
mayor proporcion a la superficie celular de los monocitos, llevando a una mayor
internalizacion del virus y por consiguiente a la infecciéon de las células que poseen
receptores Fcy; esto se observa a altas diluciones del suero, cuando se ha perdido la

actividad neutralizante (18,19).
3.2. INMUNOPATOGENESIS

Kurane y Ennis (6) han planteado un modelo hipotético de la base inmunopatoldgica del
DH. Este modelo postula que los anticuerpos contra el virus del dengue forman complejo
virus-anticuerpo aumentando por este mecanismo la infeccibn de monocitos vy
macrofagos. Los linfocitos T CD4+ especificos del virus se estimulan y producen IL-2 e
INF-gamma. Este ultimo activa la expresion de receptores Fc-gamma aumentando la
infeccion por el virus dependiente de anticuerpos. El incremento en el nimero de
monocitos infectados por el virus y de la expresion de antigenos HLA de clase | y I,
facilita el reconocimiento de los epitopes del dengue sobre las células infectadas por parte
de los linfocitos T especificos del virus, lo que resulta en un alto nivel de activacion de los
linfocitos T, Esto lleva a un incremento en la produccidon de citoquinas. Después de la
infeccidén por el virus del dengue, los monocitos activados por el IFN-gama pueden
producir altos niveles de TNF-alfa e IL-1 o también los monocitos infectados podrian
liberar altos niveles de estas citoquinas y mediadores quimicos como resultado de la lisis
por parte de los linfocitos T citotoxicos, CD4+ y CD8+ especificos del virus, y/o como
resultado del contacto celular con linfocitos T especificos. Se podrian generar altos
niveles de anafilotoxinas como C3a y C5a, debido a la activacion de dos cascadas del
complemento (9). Ademas, la produccion de citoquinas y mediadores quimicos es también
inducida por otras citoquinas, por ejemplo TNF-alfa que induce la produccién de TNF-alfa,
IL-1 e IL-6. IL-1 induce la produccién de TNF-alfa, IL-1 e IL-6. Por lo tanto, un a vez se
producen varias citoquinas se incrementa gradualmente sus niveles por un fendmeno en

red o cascada. Esto podria llevar a altos niveles de citoquinas en cortos periodos de
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tiempo (18). Se ha propuesto que algunas citoquinas podrian estar relacionadas con la
respuesta inmune al virus y podrian ser la explicacion basica de la patogénesis del
DH/SCD como TNF-alfa, IFN-gama, IL-1, IL-2 e IL-6. Igualmente varios mediadores
quimicos también pueden inducir sintomas similares a los observados en DH/SCD. Estos
incluyen el factor activador de plaquetas (PAF), fracciones del complemento (C3a y C5a)
e histamina. TNF-alfa es un producto de los monocitos/macréfagos y de las células T, y es
directamente toxico de las células del endotelio vascular incrementando la permeabilidad
vascular, (6). Los lipopolisacaridos de la superficie de los microorganismos constituyen
uno de los inductores mas potentes de la secrecidén de esta citoquina Las interleuquinas,
IL-1alfa e IL-1beta son producidas por monocitos/macréfagos. Ha sido demostrado que IL-
1 puede aumentar la permeabilidad celular y puede inducir la produccién de
prostaglandinas. IL-6 puede ser producida por monocitos/macrofagos y células T, e in
vitro se ha demostrado que puede producir aumento de la permeabilidad endotelial. IFN-
gamma es una citoquina producida por células T, in vitro se ha demostrado que puede
producir aumento de la permeabilidad endotelial y activar la expresion de receptores Fcy
en los monocitos/macrofagos (6). Estas citoquinas y mediadores quimicos tienen efectos
sinérgicos. Ademas la produccién de citoquinas y mediadores quimicos puede ser
inducida por otras citoquinas: TNF-alfa induce produccion de IL-1, IL-6 e IL-8 y PAF e IL-1
induce la produccién de TNF-alfa, IL-1 e IL-6. Estos ciclos dan como resultados altos
niveles de citoquinas y mediadores quimicos con efectos sinérgicos sobre la

permeabilidad vascular en un corto periodo de tiempo (6).

Estudios previos de citoquinas han mostrado lo siguiente. Vitarana y col (7) encontraron
niveles significativamente mas elevados de TNF-alfa en 4 casos de DH comparados 5
casos de DC. Yadav y col 1991, (8) reportaron niveles de TNF-alfa significativamente
mas elevados en 16 casos de DF/SCD que en 8 casos de DC. Hober y col 1993 (11) en
Tahiti, estudiaron los niveles de IL-6, TNF-alfa e IL-1beta en 47 nifios y 18 adultos con
dengue hemorragico. El suero fue obtenido diariamente del dia 1 al dia 10 del inicio de la
enfermedad. Los hallazgos mostraron altos niveles de TNF-alfa y de IL- 6 en nifos vy
adultos con grados Ill y IV de DH. Kuno y Bailey (20) en Puerto Rico, 1994, estudiaron
233 personas con diagnéstico confirmado de dengue, los cuales fueron clasificados en 6
grupos segun ser adulto o nifio, hospitalizado o no como indicador de severidad y tener o

no presencia de hemorragia. La muestra de sangre fue obtenida a los 7 dias del inicio de
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la enfermedad. . Los resultados mostraron que la proporcion de nifios hospitalizados con
niveles de TNF-alfa elevados, fué significativamente mayor que en los no hospitalizados
(73% vs. 36%) (p<0.001). Tanto en niflos como en adultos, fue mayor la proporcion de
pacientes con IL-6 detectable en los que estaban hospitalizados con respecto a los no
hospitalizados (En nifios, 48% vs. 23%; p<0.01 y en adultos 48% vs. 9%; p<0.001). No
hubo correlacion entre manifestaciones hemorragicas y niveles de citoquinas. Bethell y col
(12) en Vietnam, 1998, estudiaron los niveles de IL-6 en 443 nifios con diagnéstico de DH,
los cuales fueron divididos en 4 grupos, 184 sin choque, 71 en prechoque, 182 con
diagnoéstico de SCD no fatal y 6 con SCD fatal. Los niveles de TNF-alfa fueron mas altos a
mayor severidad de la enfermedad, pero no fue significativa esta tendencia. En el caso de
la IL-6, el resultado obtenido fue paraddjico con una tendencia negativa, es decir, los
nifios con choque tienden a tener bajos niveles que aquellos sin choque. Laur y col (10)
en Tahiti, 1998, hicieron un estudio de seguimiento de niveles de TNF-alfa en 52 nifios, de
los cuales 33 tenian DC, 14 tenian DH grados | 6 Il y 5 nifios con DH grados Ill o IV. Las
edades estaban comprendidas entre 1 mes y los 15 afios. No hubo casos fatales. Fueron
escogidos como controles 8 niflos sanos. Los niveles de citoquinas fueron determinados
en 4 muestras tomadas entre los dias 1 a 10 después del inicio de la enfermedad. Los
resultados mostraron niveles de TNF-alfa bajos, casi indetectables, en los controles.
También fueron bajos los niveles de los nifios con dengue, y aunque eran mayores que
los del grupo control, estas diferencias no fueron significativas. Los niveles de TNF-alfa
tuvieron un incremento linear en todos los pacientes de todos los grados de severidad,
pero no hubo diferencias estadisticamente significativas entre los casos de DC y DH
(p=0.07). Pinto y col (9) encontraron que TNF-alfa e IL-6 fueron significativamente mas
altos en pacientes con dengue que en sujetos controles. La Braga y col (21) en Brasil,
2001, estudiaron TNF-alfa, IFN-gama, IL-6 e IL-1beta, en 24 individuos con dengue y 15
controles aparentemente sanos. De los 24 pacientes, 16 tenian DC, 5 dengue clasico con
manifestaciones hemorragicas y 3 DH. Los resultados fueron los siguientes: IL-6 e IL-
1beta no fueron detectadas en ningun paciente (segun limite referencial de la prueba de
ELISA utilizada). IL-12, fue detectada en el 33% de los pacientes. TNF-R75 se detectd en
73% de los pacientes. Se encontré que los pacientes con DH mostraron un aumento
significativo para TNF-alfa cuando se compararon con pacientes con DC sin hemorragia
(Prueba exacta de Fisher, p=0.0069). Diamond y col (22) en estudios in vitro demostraron

que el IFN—alfa y beta protegen las células contra la infeccion del virus del dengue. En
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cuanto al IFN-gama, su efecto ha sido mas variable dependiendo del tipo de célula y
curso de la enfermedad.

Anita Chakravarti & Ranji Kumaria (23) encontraron que los niveles de FNT-alfa e IFN-
gama fueron superiores en los pacientes con serologia positiva para dengue con DC y DH
que en los grupos control. Niveles significativamente altos de FNT-alfa; 258.02 pg/ml
(p<0.005) fueron vistos en pacientes con infeccién secundaria, mientras que los pacientes
con infeccion primaria tuvieron niveles elevados de IFN-gama; 29.47 pg/ml (p<0.005). El
TNF-alfa estuvo elevado en la fase tardia de la enfermedad, mientras el IFN-gama se
encontrd elevado ademas en la fase temprana. No hubo diferencias significativas entre
pacientes con DC y DH, pero si entre estos con respecto al grupo control

Trai-Ming Yeh y cols (24) midieron niveles en suero de IFN-gama y FNT- alfa los cuales
no mostraron diferencias en pacientes con DH que murieron y entre los que no.

Se investigo la presencia de TNF-alfa en suero de 4 pacientes con dengue (25), lo cual
mostrdé una gran activacion de los efectos de las células endoteliales y aumento en los
niveles de TNF-alfa, en los controles no se detectd el TNF-alfa

Pretratamiento con antagonistas mAb contra TNF- alfa inhibié mas del 70% la activacion
celular endotelial, asi como los efectos en el suero producidos por estas, estos resultados
sugieren que el TNF-alfa es un factor critico para la activaciéon y efectos de las células

endoteliales producido en suero de pacientes con dengue.
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4. HIPOTESIS
Ho: El promedio de los niveles de TNF-alfa, IL-6 e IFN- gama es igual en pacientes con
dengue clasico sin hemorragia, dengue clasico con hemorragia y dengue hemorragico.
Ha: El promedio de los niveles de TNF-alfa, IL-6 e IFN-gama es diferente en pacientes

con dengue clasico sin hemorragia, dengue clasico con hemorragia y dengue

hemorragico.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

e Comparar los niveles de TNF-alfa, IL-6 e IFN-gama en pacientes con dengue
clasico sin hemorragias, dengue clasico con hemorragias y dengue

hemorragico.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar los niveles en suero de TNF-alfa, IL-6 e IFN-gama segun
hospitalizacion.

o Comparar los niveles en suero de TNF-alfa, IL-6 e IFN-gama segun presencia
de trombocitopenia, hepatomegalia, edemas e hipotension.

o Descripcion de los sintomas, signos y hallazgos de laboratorio de los casos de

dengue.
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6. METODOLOGIA

6.1. DEFINICION DEL METODO

Se realizd un estudio cross sectional de tipo analitico, el cual se realiz6 en el
departamento de Antioquia, de abril de 2005 a abril 2006.

6.2. POBLACION DE ESTUDIO

El universo estaba constituido por todos los pacientes con dengue del municipio del Valle
del Aburra en edades comprendidas entre 18 a 46 anos.

Los pacientes se captaron en la zona del valle de Aburra en Antioquia. El diagnéstico del
dengue se hizo por deteccion de anticuerpos IgM, inhibicién de la hemoaglutinacién. La
medicién de los niveles de citoquinas se realizé diariamente durante 5 dias iniciando en el

momento de la primera consulta.

6.3. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

e Se incluyeron solo los pacientes con dengue que cumplieron con los criterios
clinicos y de laboratorio contemplados por Organizacion Panamericana de la

Salud (26) y que fueron mayores de 18 afnos.

o Fueron excluidos los pacientes con malaria confirmada con gota gruesa o los que
por examen fisico e interrogatorio tuvieron otra enfermedad infecciosa

concomitante. Fueron excluidas las mujeres gestantes.

6.4. VARIABLES

¢ Nivel de IFN-gama
¢ Nivel de TNF-alfa
e Nivel de IL-6
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e Edad

e Forma clinica del dengue

Tabla 6.4.1. Operacionalizacion de las variables

Nombre Definicion Dimension Tipo Nivel de
medicion
Niveles séricos de IFN-y | Por ELISA pg/ml Cuantitativa |Razén
Niveles séricos TNF-a Por ELISA pg/ml Cuantitativa |Razén
Niveles séricos de PAF Por ELISA pg/ml Cuantitativa | Razon
Niveles séricos de IL-6 Por ELISA pg/ml Cuantitativa | Razon
Infeccion secundaria Presencia de Ac|l. Positivo Cualitativa Nominal
IgG por ELISA 2. Negativo
Edad - Anos cumplidos. | Cuantitativa |Razén
Formas clinicas Segiun OPS 1. D. clasico Cualitativa Nominal

2. D.
hemorragic

Grafico 6.4.2 variables

Forma

dengue

clinica del

Hospitaliz
acion
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6.5. INSTRUMENTOS DE RECOLECCION:

Los datos de las variables a estudiar fueron tomados de la historia clinica y se
complementaron con informacion suministrada por el paciente. Se utiliz6 un formulario
para tal fin.

6.6. TECNICAS DE RECOLECCION:

6.6.1 Captacion de los pacientes
Los pacientes con dengue fueron captados en las instituciones de salud del Valle del
Aburra, mediante el sistema de vigilancia epidemioldgica establecido en las instituciones.

6.6.2. Toma y conservacién de la muestra de sangre
Para el diagnéstico de dengue se tomdé una muestra de sangre periférica durante la fase
aguda y otra en la fase convaleciente de la enfermedad, la cual se hizo por venopuncion,
tomando 5 ml de sangre en tubos estériles sin anticoagulantes. El suero se conservé
refrigerado antes de ser procesado. La medicion de los niveles de citoquinas se hizo
diariamente en una muestra de suero de 4ml obtenida durante 5 dias iniciando en el
momento de la primera consulta.

El diagndstico de dengue se hizo mediante las siguientes técnicas:

o Deteccién de anticuerpos IgM contra el virus del dengue, mediante un ensayo
inmunoenzimatico de captura (ELISA) disponible comercialmente (UMELISA® Dengue
IgM - Centro de Inmunoensayo, Instituto Pedro Kouri - La Habana, Cuba).

o Aislamiento del virus del dengue, para el cual se utilizé la linea de células de mosquito
C6/36 obtenida de Aedes albopictus como esta descrito (27-28)

¢ Inhibicion de la hemoaglutinacion, segun la técnica descrita en el Instituto Nacional de
Salud en Colombia y el Instituto Pedro Kouri (La Haban, Cuba) (29). La cual se
considerd positiva si tiene un aumento cuadruple de los titulos entre la muestra de
sangre de la fase aguda y la fase convaleciente.

La cuantificacion de las citoquinas, IL-6, TNF-alfa e IFN-gama, se hizo mediante estuches

comerciales (Quantikine® y Quantikine® HS - High Sensitivity- (R&D Systems

(Minneapolis, MN), los cuales se procesaron siguiendo las instrucciones del fabricante.
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6.7. PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION:

La base de datos se elaboré en Microsoft Excel 97 (Microsoft Corp.,Rendomd, WA). El
procesamiento de la informacion se realiz6 en el programa SPSS® version 10 para
Windows 98 (SPSS Inc. - Chicago, ILL).

Se hizo un analisis de tipo descriptivo para todas las variables. Se calcularon promedio,
valores maximos y minimos en las variables cuantitativas y se calcularon porcentajes en

las variables cualitativas.

La comparacion de las diferencias de medias entre dos grupos se hizo mediante la prueba
de Mann-Withney.

El nivel de significancia aceptado fue 0.05.
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7. CONSIDERACIONES ETICAS

La investigacion se consideré de riesgo minimo segun el decreto 008430 de 1993
emanado por el Ministerio de Salud de Colombia. Se solicité consentimiento informado y

por escrito a los participantes. .

1. La presente investigacion se consideré de riesgo minimo.

2. El proyecto no contempldé ningun experimento o procedimiento que ponga en
riesgo la vida del paciente en beneficio del estudio.
La informacién sobre los pacientes fué confidencial.
Los pacientes no recibieron ninguna remuneracion econémica por participar en el
estudio.

5. El paciente estuvo en la libertad de retirar su consentimiento en cualquier
momento de la investigacion.
Prevalecieron los beneficios sobre los riesgos en este proyecto.
Se solicitd consentimiento informado y escrito a los pacientes, para la revision de
la historia clinica y para la toma de muestras de sangre, previa informacion clara y

oportuna.
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8. RESULTADOS

POBLACION DE ESTUDIO

El total de participantes en el estudio fueron 32 pacientes con diagnostico de dengue, las
edades oscilaron entre los 18 y 46 afos, edades considerados como criterios para ingreso
al estudio. El promedio de edad fue 30,3 afos. El 40,6% de los participantes eran
hombres (13/32).

FORMAS CLINICAS

La forma clinica mas frecuente fue dengue clasico mas manifestaciones hemorragicas
(DC+H) 56,3%, seguido de dengue clasico (DC), 34,4%. Solo se registraron 3 casos que
cumplieron con los criterios de dengue hemorragico (DH). No hubo diferencias

estadisticamente significativas entre sexos. (Chi*=0,258, p=0,879). Tabla No 8.1

Tabla N° 8.1 Distribucion de las formas clinicas del dengue

N Hombre Mujer Total
No | % No % No %
Dengue clasico 4 | 36,4 7 63,6 11 | 344
Dengue clasico mas hemorragias 8 | 44 | 10 | 55,6 18 | 56,3
Dengue hemorragico 1 33,3 | 2 66,7 3 9,4
Total 13 | 40,6 | 19 | 59,4 | 32 | 100

Todos los casos se confirmaron por ELISA y por Inhibicién de Hemaglutinacion (IH). Los
serotipos del virus del dengue detectado por IH fueron D1 en 6 pacientes (18,8%); D2 en
17 (53,1%); D3 en 6 (18,8%) y D4 en 2 (6,3%). No se obtuvo dato en un paciente.
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Los signos y sintomas clinicos generales mas frecuentes en los pacientes fueron fiebre,
cefalea, dolor retroocular, mialgias, artralgias, astenia, erupcion y epigastralgia. Se
destaca el edema de extremidades en 11 pacientes y presentaron hipotension arterial, 6

personas.

Tabla No 8.2 Signos y sintomas generales de
dengue

Signos y sintomas N° | %

Fiebre 32 100
Cefalea 32 100
Dolor retroocular 24 75,0
Mialgias 28 87,5
Artralgias 26 81,3
Escalofrio 16 50,0
Astenia 21 65,6
Anorexia 15 46,9
Erupcion 19 59,4
Hiperalgesia cutanea 4 12,5
Nauseas y vomitos 16 50,0
Epigastralgia 19 59,4
Congestién nasal o faringea 6 18,7
Edema de extremidades 11 34,4
Hipotensidn arterial 6 18,8

Las manifestaciones hemorragicas mas frecuentes fueron las de piel representadas en
petequias y purpura. Le siguen en frecuencia las hemorragias por mucosas de las cuales

la mas frecuenta fueron epistaxis y hematuria.

Tabla No 8.3 Signos y sintomas

hemorragicos de dengue

Signos y sintomas N° | %
Petequias 18 56,3
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Purpura 2 6,3
Epistaxis 7 21,9
Hematuria 5 15,6
Melena 3 9,4
Metrorragia 5 15,6
Gingivorragia 4 12,5
Prueba del torniquete

positiva ® 188

Otros hallazgos fueron la presencia de anasarca en un paciente. Se hospitalizaron el
81,3% (26/32). Ningun paciente tuvo hepato-esplenomegalia. Ningun paciente fallecio.

HALLAZGOS DE LABORATORIO

El promedio del recuento de plaquetas por formas clinicas se presenta en la Grafica 8.1.
La tendencia es al descenso durante los primeros dias, luego se eleva el dia 4 y llegar en
el dia 5 al maximo promedio. Este comportamiento es semejante para las tres formas

clinicas pero con mayor descenso en los casos de DH y DC+H.

Grafica 8.1
Comportamiento del recuento de plaquetas
segun formas clinicas y total
No plaquetas
250000
200000
—e—DC
150000 ¢ DC+H
100000 —4—DH
- = —=— Total
50000 \/‘
0 ‘ ‘ ‘ ‘
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Grafico 8.1
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Las variaciones mayores del hematocrito se presentaron en los casos de DH.

por forma clinica de dengue

Tabla No 8.4 Comportamiento del promedio del hematocrito por dia y

Forma

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia4 Dia 5
clinica
DC 41,2 43,0 452 457 47,4
DC+H 43,3 42 1 42,7 425 42 1
DH 46,8 40,9 39,5 36,3 SD
Total 42,9 422 43,1 42,3 43,4

El mayor descenso en los niveles de hemoglobina fue en los casos de DH.

Tabla No 8.5 Comportamiento del promedio de la hemoglobina por dia

y por forma clinica de dengue

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
DC 14,5 14,6 15,0 15,5 SD
DC+H 14,5 14,5 14,6 14,9 14,5
DH 17,1 14,5 12,3 12,5 SD
Total 14,8 14,5 14,4 14,7 14,5
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COMPORTAMIENTO DE LOS NIVELES DE TNF-ALFA, INF-GAMA, IL-6

La muestra de suero para el estudio de las citoquinas se inicio el dia en que el paciente
fue captado, por lo tanto los dias transcurridos entre la toma de la muestra y la fecha de
inicio de sintomas fueron diferentes para cada paciente. El promedio de dias para la toma
de la primera muestra (dia 1) fue 4; para la segunda toma (dia 2) fue 5; para la tercera
toma (dia 3) fue 6,9; la cuarta toma (dia 4) fue 8 dias; la quinta toma (dia 5) fue 9,5y la
ultima muestra (dia 6) fue 30 dias. Con base a este criterio se analizaron los resultados.

Niveles de citoquinas segun forma clinica y dia de la toma de la muestra

TNF-alfa. En los pacientes con dengue clasico los niveles de TNF-alfa se elevaron a partir
del dia 1, alcanzando el nivel mas elevado el dia 3, permaneciendo asi hasta el dia 5,
para luego disminuir en la convalecencia. En los pacientes con dengue clasico con
hemorragias la elevacion se presenta también a partir del dia 2, para disminuir a partir del
dia, aun a niveles inferiores que los encontrados en el dia 1. Aunque fueron pocos los
pacientes con DH encontrados en esta serie, se observd en ellos un aumento de esta
citoquina a partir del dia 2 permaneciendo en cifras elevadas y en ascenso hasta el dia 5,
para descender en el dia 6. Al comparar los niveles de TNF-alfa entre las formas clinicas
por dia se encontraron niveles mas elevados para todos los dias de medicion a excepcion
del primero en los pacientes con DH, sin embargo estas diferencias solo fueron
estadisticamente significativas al comparar DC vs DC+H el dia 1. No hubo diferencias
significativas desde el punto de vista estadistico entre los niveles por dia de ninguna de
estas citoquinas. Ver Tabla 8.6 y Grafico 8.2 A

IFN-gama. Los niveles de IFN-gama fueron mas elevados en los pacientes con DC y
DC+H que en los pacientes con DH en todos los dias de seguimiento. En los pacientes
con DC el aumento se presenta después del dia 3, con niveles muy elevados el dia 4 para
luego descender. En los pacientes con DC+H los niveles son altos los dias 1y 2, para
descender a partir del dia 3. Los niveles en los casos de DH fueron bajos e incluso
imperceptibles, sin embargo se elevan el dia 4. No hubo diferencias significativas de los
niveles de esta citoquina entre formas clinicas por dia de la toma de la muestra. Ver Tabla
8.6 y Grafico 8.2 B.
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IL-6. Los niveles de IL-6 se elevan después del segundo dia en todos los casos.
Permanece elevada en los casos de DC hasta el dia 3, para luego descender y volver a
elevarse el dia 6 en DC y el dia 5 en DC+H. Aunque los niveles de IL-6 son mas elevados
en los casos de DH estas diferencias no fueron significativas.

Ver Tabla 8.6 y Grafico 8.2 C.

Grafico No 8.2 Comportamiento de los niveles de citoquinas segun forma clinica y

dia de la fecha de la toma de la muestra
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Tabla No. 8.6 Niveles de citoquinas segun dia de estudio y forma clinica

DC vs
DC DC+H DH
Citoquina | Dia . . DC+H Valor . DC vs DH
Promedio Promedio Promedio
(pg/ml) de p Valor de p
(DE) ® (DE)® (DE)®
3,706 9,818 0,031 3,719
TNF-alfa 1 0,769
(3,838) (9,637) (2,565)
4,955 10,183 0,387 12,949
2 0,126
(5,507) (7,897) (2,791)
10,759 7,376 0,438 12,765
3 0,170
(12,849) (8,189) (2,121)
7,283 8,519 0,521 13,058
4 0,038
(4,544) (5,790) (2,737)
7,562 7,416 0,550 13,585
5 0,088
(4,553) (6,669) (3,065)
3,700 4,945 0,979 5,354
6 0,368
(3,716) (5,652) (3,159)
85,398 126,768 0,412 0,0
IFN-gama 1 0,291
(172,424) (210,717) (0,0)
58,862 128,710 0,465 12,949
2 0,291
(88,391) (180,840) (2,791)
82,668 77175 0,842 0,0
3 0,291
(161,052) (119,027) (0,0)
59,124 0,363
136,834 17,389
4 (78,018) 0,885
(246,170) (15,799)
71,745 64,781 0,642 7,102
5 0,769
(184,951) (110,207) (12,301)
6 89,157 49,624 0,467 4,826 0,170
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(155,022) (82,529) (8,359)
10,399 12,935 0,707 7,983
IL-6 1 1,00
(7,687) (10,753) 11,157
11,328 14,406 0,276 15,552
2 0,769
(8,505) (9,058) (12,547)
11,930 13,467 0,363 19,068
3 0,225
(7,455) (8,840) (13,088)
13,854 11,857 0,611 15,347
4 0,885
(9,071) (9,509) (15,974)
8,636 26,804 0,394 8,291
5 1,00
(6,258) (48,374) (5,932)
12,790 15,850 0,790 1,198
6 0,038
(9,071) (15,863) (2,075)

2 DE = desviacion estandar

No se encontraron diferencias en los niveles de las tres citoquinas entre los pacientes

hipotensos y normotensos (p=0,264; 0,832; 0,796 para TNF-alfa, IFN-gama e IL-6

respectivamente); hospitalizados y ambulatorios (p=0 ,658; 0,979; 0,448) y entre

pacientes con edemas y sin edemas, en la primera muestra de suero.

Tabla No. 8.7 Niveles de citoquinas seguin presencia de edemas, hipotension

y tipo de manejo

DC DC DC DC DC DC
Citoquinas
(palml) Promedio Promedio Promedio | Promedio | Promedio | Promedio
m
P (DE) ° (DE) ° ©E)* | (E)* | (B | (DE)*
. No Ambula- | Hospitali-
Hipotenso | Normotenso Edemas
edemas torio zado
8,023 6,942 8,954 6,197 7,086 7,231
TNF-alfa
5,276 8,691 11,940 5,256 8,521 8,339
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EN 83,153 104,703 109,553 96,006 58,932 112,559

-gama

d 149,518 198,324 239,848 161,363 79,468 204,897

L6 10,171 11,928 12,667 11,039 11,601 12,534
10,453 9,657 12,794 7,864 7,677 9,988

@ DE= desviacion estandar
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9. DISCUSION

El objetivo de este proyecto fue evaluar la cinética de los niveles séricos de, TNF-alfa,
IFN-gama e IL-6 y comparar su comportamiento segun formas clinicas y segun algunos
hallazgos clinicos en una poblacion de 32 adultos con dengue. Las citoquinas son
moléculas necesarias en la modulacién de la respuesta inmune ante la presencia de
infecciones, sin embargo pueden desencadenar respuestas inadecuadas en las personas.
Se ha demostrado que TNF-alfa activa células endoteliales y puede iniciar eventos que
implican la disfuncion de las mismas y asi podria participar en algunas de las
manifestaciones clinicas y de laboratorio observadas en pacientes con dengue
hemorragico y sindrome del choque del dengue. Ademas TNF-alfa es considerada una
molécula antiviral, que puede tener importancia en la atenuacion de la infeccion por el
virus del dengue (30). La produccion de TNF-alfa puede darse cuando
monocitos/macréfagos son infectadas por el virus del dengue, igualmente su produccion
aumenta cuando los niveles de IFN-gama son elevados en pacientes infectados, ya que

estimulan la produccion de los monolitos (14).

In vitro IFN-gama puede producir aumento de la permeabilidad endotelial y activar la
expresion de receptores Fcy en los monocitos/macréfagos (13, 31). Kurane y cols (14) han
reportado que IFN-gama aumenta la infeccion de monocitos humanos por el virus del
dengue y regula la expresién de antigenos HLA clase | y clase IlI, permitiendo un
incremento del nUmero de células infectadas y facilitando el reconocimiento de antigenos
del virus del dengue por las células. IL-6 es un pirdgeno enddégeno que también

|31

incrementa la permeabilidad de la célula endotelial®’. Los niveles mas elevados de IL-6
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han sido detectados al inicio de la enfermedad y se le considera involucrada en la
apariciéon de los sintomas generales del dengue y posteriormente vuelve a elevarse el dia
del choque, razones por las que varios autores consideran que esta citoquina refleja la

severidad de la enfermedad (11,27,32).

En este estudio se observd un incremento de los niveles de TNF-alfa para todas las
formas clinicas. Hallazgos ya descritos en la literatura (20,7,8,36). Ademas fueron mas
elevados estos niveles en los pacientes con DH que en los pacientes con DC y DC+H.
Estos datos coinciden con los de Kittigul y cols 2000(33) y Gagnon y cols 2002 (34).
También se observd que los niveles mas elevados de esta citoquina coinciden con los
dias criticos (del dia 3 al dia 6 de la fecha de inicio de sintomas) que son los momentos
donde se puede dar la extravasacion plasmatica, razén por la cual fue mas evidente en
los casos de DH, en los que los niveles de TNF-alfa persistieron mas dias elevados. En
todas las formas clinicas hay un decrecimiento de los niveles después de la fecha critica,
esto coincide con Hober y cols, 1993 (11) que demostraron descenso de esta citoquina un

dia después del diagndstico del choque.

Varios autores han relacionado los niveles de IL-6 con la severidad de la enfermedad
(30,20). Estos hallazgos coinciden con los del presente estudio en el cual se observo
incremento de esta citoquina en el periodo critico y los niveles fueron mas elevados en los
casos de DH.

Los niveles de IFN-gama detectados en nuestros pacientes fueron elevados en pacientes
con DC y DC+H y bajos en pacientes con DH. Kurane y col, 1991 (14) encontraron niveles
semejantes de INF-gama entre niflos con DH y con DC. Restrepo y cols (36) encontraron

niveles de INF-gama menores en nifios con DH frente a nifios con DC y niveles elevados
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en gestantes con DH con respecto a las gestantes con DC.

En los pacientes hospitalizados fueron mas elevados los niveles de IFN-gama e IL-6.
TNF-alfa tuvo niveles mas elevados en pacientes hipotensos que en normotensos. En
pacientes con edemas se observaron niveles mayores de IFN-gama e IL-6 que en
pacientes sin edemas. Restrepo y cols (36), encontraron en gestantes con niveles de IL-6
e IFN-gama mas elevados, a diferencia de los nifios hospitalizados en los que los niveles
de IL-6 fueron mas bajos, caso contrario se observa en los niveles de TNF-alfa e IFN-
gama. Kuno & Bailey 1994 (20) en Puerto Rico observaron niveles de IL-6
significativamente mas altos en adultos y nifios hospitalizados que en pacientes
ambulatorios. Bethell y cols 1998 (12) en Vietnam reportan que la IL-6 fue baja en
pacientes con choque. Juffrie y col 2001 (32), encontraron diferencias significativas
mayores en los niveles de IL-6 entre los niveles de pacientes con choque que en los

pacientes normotensos.

Las caracteristicas clinicas de los pacientes con dengue fueron semejantes a las
reportadas en la literatura (1). Cabe destacar la presencia de edemas en un considerable
numero de pacientes, hallazgo que no es registrado en forma frecuente y que puede ser
un signo de severidad importante. Se pudo comprobar la circulacién de los 4 serotipos de

dengue, demostrando una situacién de hiperendemia en el departamento de Antioquia.
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10. CONCLUSIONES

En conclusion con este estudio se pudo constatar que IL-6, TNF-alfa e IFN-gama estan
involucradas en la infeccion por el virus del dengue en la fase inicial y en la fase de
efervescencia de la enfermedad, pero ninguna demostré ser un marcador de infeccién
severa (predictor de gravedad) porque su comportamiento fue semejante en las diferentes
formas clinicas, aunque TNF-alfa fue mas consistentemente elevado en las formas mas
severas de la enfermedad, caso contrario a IFN-gama cuyos niveles fueron inferiores en
las formas severas (DH). Segun Sekut y cols, 1994 (35), los niveles de TNF-alfa en el
suero es un signo de la presencia de un estimulo inflamatorio, pero no es una medicién
cuantitativa de la reaccion del huésped. Hober y cols, 1998 (30) consideran que los
niveles locales de las citoquinas son mas indicativos del estado inflamatorio del huésped,
entonces aunque su elevacion es mayor en la etapa critica, no es util a nivel pronéstico
por la variacion de los niveles en el curso de la enfermedad, su rapida desaparicion de la
circulacion, por las diferencias inmunoldgicas, y posiblemente por la técnicas usadas en
su medicién. En cuanto a IL-6 Bethel y cols (12) consideran que su disminucién durante la
fase critica posiblemente es debido a la disminucién general de proteinas de la circulacion

provocado por la extravasacion.

Por lo tanto la medicion en suero de estas moléculas no es util para conocer el pronostico
de la enfermedad, seria pertinente entonces avanzar en estudios para su medicion local,
gue no solo permitan evaluar en forma temprana que pacientes van a desarrollar formas

severas, si no también evaluar futuros tratamientos para las formas severas.
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12. ANEXOS

12.1. CERTIFICADO DE AUTORIZACION VOLUNTARIA

Yo
Con CC de
Acepto participar en forma voluntaria en el proyecto: “Estudio comparativo de los niveles

en suero de Interferon-gama, Interleuquina-6, Factor de necrosis tumoral-alfa, en
pacientes de raza mestiza con dengue. Antioquia” el cual sera llevado a cabo por
investigadores del instituto Colombiano de Medicina Tropical-CES. Entiendo que el
estudio tiene como finalidad conocer algunas caracteristicas personales que pueden
propiciar la presentacién de sintomas y signos graves del dengue y para ello me seran
tomadas 2 muestras de sangre para la confirmacién de la enfermedad y 4 6 5 muestras
para estudiar las citoquinas. Cada muestra sera de 4ml y sera realizado el procedimiento
por personal entrenado.

Ademas se revisara la historia clinica para la recoleccion de datos referentes al dengue.
Los examenes no tendran ningun costo. Los datos recolectados seran confidenciales. Los
resultados del diagnodstico me seran suministrados. No recibiré ninguna remuneracion
econdmica y tengo la autonomia de retirarme del proyecto en el momento que considere

necesario.

Firma del participante

Firma del investigador

Firma del testigo
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11.2. FORMULARIO

Estudio comparativo de los niveles en suero de Interferon-gama, IL-6 y TNF-alfa en

pacientes de raza blanca con dengue

Numero de la encuesta:d00 Fecha de inscripcion: Dia OO Mes OO Afo OO
1. Raza: O Mestizo americano

Ciudad:

Institucién de Salud:

Historia Clinica #:

2. Edad (afos cumplidos): 00O
3. Sexo 1.0 Hombre 2. O Mujer
Fecha de inicio de sintomas: Dia OO Mes OO Ano OO

4. Sintomas y signos del dengue

Sintomas y signos Fecha Fecha Fecha
Resultados y valores Res Val Res Val Res Val
Fiebre

Cefalea

Dolor retro-ocular

Mialgias

Artralgias

Escalofrid

Astenia

Anorexia

Erupcion

Nauseas y vomitos

Epigastralgia/dolor abdominal

Linfadenopatias

Congestién nasal/rinorrea

Congestién faringea

Dolor de garganta

Congestién ocular
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Hiperalgesia cutanea

Petequias

Puarpura/equimosis

Epistaxis

Hematemesis

Melenas

Metrorragias

Hematuria

Hemorragia gingival

Ascitis

Edemas en extremidades (rin)

Anasarca (rin)

Derrame Pleural

Hepatomegalia

Esplenomegalia

Prueba del torniquete positiva

Hospitalizado por dengue

Fecha

Fecha

Fecha

Sintomas y signos

Res

Val

Res

Val

Res

Val

Choque

Presion arterial

Pulso

Obs |1. Enf alérgicas

2. Enf crénicas

Muerte por dengue

5. Diagndstico por:

Dia Mes Afo

1.1H 1 00 oo oo
2.1H2 00 oo oo

1. O Positiva (Titulos) 2. O Negativa 9. O SD
1. O Positiva (Titulos) 2. O Negativa 9. O SD
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3. Aislviral OO OO OO 1. 0O Positivo 2. O Negativo 9.0 SD
4. IgM OO OO OO  Primera semana
1. O Positivo 2. O Negativo 9. O SD
OO0 OO00  Segunda semana
1. O Positivo 2. O Negativo 9. O SD

6. Serotipo aislamiento viral
7. Anticuerpos 1gG contra el virus del dengue 1. O Positivo 2. O Negativo
8. Examenes de laboratorio relacionados con el dengue, 2005-2006

Exam Fecha1 Res1 Fecha Res2 Fecha Res3 Fecha |Res4 |Fecha |Res5
2 3 4 5

Hcto

Hb

Alb

TP

TPT

Plaq

ALT

AST

Examen Hcto Hb Alb TP TPT Plaq ALT AST

Valores de referencia

9. Resultados de niveles de citoquinas, 2006

Exam Fechal Res1 Fecha Res2 Fecha Res3 Fecha |Res4 |Fecha |Res5
2 3 4 5

IL-6

TNF

IFN
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Examen IL-6 TNF-alfa IFN-gama

Valores de referencia

10. Diagnéstico definitivo: 1. O DC 2. O DH (Grado | II) 3. O Choque (Grado Il V)
4. O Indiferenciado 9. O SD
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