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RESUMEN

Titulo.

Estudio de biomarcadores inflamatorios y de activacion plaquetaria en infecciones virales
emergentes en México: Dengue, Chikunya y Zika.

Nombre

Dra. Georgina Ortiz Martinez. M.C.M Cleto Alvarez Aguilar, D.C. Martha Eva Viveros
Sandoval. Dr. Fernando Cain Castafieda Martinez, PhD. Arturo Reyes Sandoval, M.S.P
Gloria Alicia Figueroa Aguilar.

Marco Tedrico

Las infecciones por arbovirus son un problema de salud publica por las complicaciones que
presentan. La respuesta inmune ain no estd bien definida, se piensa que las plaquetas
participan en esta respuesta. Sin embargo, no hay estudios que determinen su activacion en
estas infecciones. Nuestro objetivo es investigar la presencia de activacion plaquetaria en la
respuesta inmune ante infecciones por DENV, CHIKV Y ZIKV.

Metodologia

Se realiz6 un estudio de casos y controles, se realizé diagnostico definitivo por qRT-PCR y
se evaluaron los biomarcadores mediante ELISA. Se realizo6 medianas con rangos. Se
analizaron las diferencias mediante Kruskal-Wallis con prueba Dunn y se determino la
correlacion entre los biomarcadores inflamatorios y activacion plaquetaria mediante una
prueba de spearman.

Resultados

Se confirmaron 20 casos a los cuales se les realizd citometria hematica y medicion de
biomarcadores inflamatorios y plaquetarios. Se encontr6 elevacion modesta de los
biomarcadores inflamatorio y plaquetarios medidos, suficiente para eliminar al virus,
también indica una activacion plaquetaria. De forma significativa encontramos en el grupo
de ZIKV disminucién de Hb, Hto y linfocitos incremento del VPM, leucocitos, FvW y PF-
4. En el grupo de CHIKV disminucion de Hb y Hto, incremento de VPM, leucocitos e IL-6.
En el grupo de DENV incremento de FvW. Principalmente se encontr6 asociacion positiva
entre IL-6 con BT y sP-Selectina. Asi como IFNy con BT y FvW. Finalmente, VPM se
asociéo con incremento de FvW y disminuciéon de PF-4. Lo cual nos indica una
asociaciéon entre la respuesta inflamatoria y la activacion plaquetaria.

Conclusiones

Durante la respuesta inmunologica frente a virus se presenta una respueta similar entre
estas arbovirosis, con algunas diferencias entre cada una. Se presenta activacion plaquetaria
en las tres, con predominio en la respuesta inflamatoria en CHIKV, mayor activacion
plaquetaria en ZIKV y en DENV se observa principalmente disfuncion endotelial.

Palabras clave: activacion plaquetaria, respuesta inmune, biomarcadores inflamatorios,
biomarcadores plaquetarios, ZIKV, DENV, CHIKV.
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ABSTRACT

Arbovirus infections are a problem of public health by complications presenting. Immune
response is still not well defined, it is thought that platelets are involved in this response.
However, there are no studies that determine its activation in these infections. Our goal is to
investigate the presence of Platelet Activation in the immune response to infections by
DENV, CHIKYV and ZIKV.

Methodology

A study of cases and controls was conducted, qRT-PCR was performed for diagnosis and
by ELISA biomarkers were evaluated. Differences levels of biomarkers were assessed
using Kruskal-Wallis test Dunn and determined the correlation between inflammatory
biomarkers and Platelet Activation by spearman test.

Results

We confirmed 20 cases which was performed Cytometry hematic and measurement of
platelet and inflammatory biomarkers. We found modest elevation of platelet and
inflammatory biomarkers measured, enough to depurate the virus, also indicates a platelet
activation. We found significantly decreased of Hb, HCT and lymphocyte, as well as
increase the VPM, leukocytes, FvW and PF-4 in the ZIKV group. In the Group of CHIKV
we obtain a decrease of Hb and HCT also an increase of VPM, leukocytes and IL-6. In the
group of DENV we foun an increase of VWF. We next tested the relation betwen
biomarkers and groups, mainly was found a positive association between IL-6 with BT and
sP-Selectin. As well as IFNy with BT and FvW. Finally, VPM was associated with VWF
increase and PF-4 decrease. Which indicates an association between inflammatory response
and platelet activation.

Conclusions

During the immune response against viruses was present a similar response among these
Arboviruses, with some differences between each one. Platelet activation occurs in all
three, with a predominance in the inflammatory response in CHIKV, more platelet
activation in ZIKV and in DENV we observed mainly endothelial dysfunction.

Georgina Ortiz Martinez 2018 2
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INTRODUCCION

Las infecciones por arbovirus emergentes Dengue, Chikungunya y Zika se han convertido
en un grave problema de salud publica a nivel internacional, debido a que estas
enfermedades pueden presentar complicaciones severas. El vector comun de estas
enfermedades es principalmente el mosquito Aedes aegypti, su distribucion se ha ampliado,
al habituarse a altitudes mayores y menores temperaturas.

El cuadro clinico tiene muchas similitudes, lo que ha ocasionado confusion para el
diagnostico clinico preciso.

En el presente estudio, se propone estudiar a través de la cuantificacion sérica y plasmatica
de biomarcadores inflamatorios y plaquetarios, la presencia de activacion plaquetaria en
este grupo de infecciones: Dengue (DENV), Chikungunya (CHIKYV) y Zika (ZIKV), lo cual
puede deberse a su participacion en la respuesta inmune.

La infeccion por el virus del Dengue (DENV) es un problema mundial que se ha
incrementado drasticamente en los Ultimos afios. El DENV es un un virus RNA de sentido
positivo (Virus del dengue tipo 1 hasta el tipo 4), de la familia Flaviviridae. Existen
diferencias en el genotipo del mismo serotipo pero no son clinicamente relevantes. La
diversidad antigénica del DENV es importante debido a la falta de inmunidad cruzada a
largo plazo entre los 4 tipos de virus, permitiendo infecciones multiples consecutivas (1).
Dichas infecciones multiples consecutivas se presentan generalmente en la forma severa de
la enfermedad.

En México durante el 2015, se confirmaron 4,159 casos de fiebre del dengue, 1,073 casos
con dengue hemorrdgico, y se confirmaron 4 muertes por dengue. En Michoacan se
tuvieron 307 casos de dengue, de los cuales 294 fueron casos de fiebre del dengue y 13 de
dengue hemorragico; los cuales fueron del serotipo 1. Las edades en que se presenta con
mayor frecuencia la fiebre del dengue es entre los 10 y 29 afios de edad, el dengue
hemorréagico se concentra también entre los 10 y 29 afios con un pico entre los 15-19 afios;
sin predominio de genero(2).

El (CHIKV) es un arbovirus, de cadena positiva de RNA con tres genotipos. Se ha
demostrado que infecta y es transmitido por los mosquitos Ae. aegepti y Ae. albopictus. Fue
identificado en Africa cerca de los afios 1950’s y desde entonces ha sido causa de
epidemias en el continente Africano, region del Oceano Indico y paises del sureste de Asia
como la India. Otros casos han sido importados a regiones de Norte América, Francia y
Japon. La infeccion por CHIKV actualmente es una enfermedad global desde la expansion
del mosquito vector, ya que ha logrado diseminarse a climas templados(3).

En México se presentd desde el 2014, registrandose hasta la semana 10 del 2015 casos
autdctonos en las entidades de Chiapas, Guerrero, Oaxaca, Sinaloa y Sonora. Al cierre del
2015 se presentaron 11,577 casos de chikungunya en México, de los cuales 1606 fueron de
Michoacén con 1 defuncion, con predominio en mujeres hasta 65%. A la semana 43 del
2016 se tienen 621 casos de chikungunya de los cuales 9 son de Michoacan(4).

Georgina Ortiz Martinez 2018 3
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El virus del Zika (ZIKV), es un mosquito flavivirus, desde el 2007 ha tenido atencion
internacional; se reportan algunas epidemias, localizadas en las Islas Yap, Estados
Federales de Micronesia y recientemente en Brasil, en donde se observd una importante
cantidad de embarazadas infectadas, muchas de ellas tuvieron productos con microcefalia.
Ambas epidemias han sido atribuidas al genotipo asiatico de ZIKV e introducidas por
turistas(5).

En el 2015 el ZIKV llego a México, a la semana 43 del 2016 se han confirmado 694 casos
de estos 212 son embarazadas, 56 de los casos son de Michoacan de los cuales 18 son
embarazadas y aun no se han documentado malformaciones en los productos(6).

El ZIKV causa una un cuadro autolimitado, parecido a la fiebre del dengue, con una
incubacion hasta de 10 dias. Se han realizado pocos estudios acerca de la respuesta inmune
y es muy importante para su uso clinico. Hay pocos estudios de la respuesta inmunologica e
inflamatoria en infeccion por ZIKV(5) por lo que atin faltan estudios para caracterizar la
fisiopatologia en esta enfermedad.

Los estudios para caracterizar la respuesta inmune en estas infecciones se han llevado a
cabo principalmente en Dengue(7-16), seguido de Chikungunya(3) (17-20) con pocos
estudios en Zika(5). Sin embargo los resultados que se han encontrado han llegado a ser
diferentes en una u otra poblacion, por lo que se requieren mas estudios para enriquecer la
informacion y poder establecer el mecanismo de la respuesta inmune e inflamatoria en estas
enfermedades, dando la oportunidad de desarrollar tratamientos mas especificos y evitar o
prevenir complicaciones. Ademads pocos estudios incorporan a las plaquetas dentro de esta
respuesta inmune. Es importante describir esta respuesta en nuestra poblacion para
identificar y validar la informacién encontrada asi como para fortalecer los modelos
prondsticos construidos con la expresion de diferentes biomarcadores y diferenciar la
respuesta inmune en estas infecciones. En el presente estudio se propone estudiar la
respuesta inmune inflamatoria a infecciones por arbovirus y determinar si las plaquetas
contribuyen a esta respuesta inmunologica.

Georgina Ortiz Martinez 2018 4
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MARCO TEORICO

Arbovirus

Los arbovirus (born virus), son virus transmitidos por artropodos, esta integrado por 600
familias, de las cuales 80 son patdgenos para los humanos. Entre los que destaca: la familia
de Flaviviridae, que incluye a los virus del dengue (DENYV), zika (ZIKV), fiebre amarilla,
virus del Nilo occidental. También encontramos la familia de los Togaviridae, donde se
encuentran clasificados el chikunya (CHIKV), virus del bosque Semliki y virus de la
encefalitis equina venezolana. Estos virus ocasionan una gran diversidad de
manifestaciones clinicas, que varian en severidad, algunas de ellas ocasionando secuelas
importantes o la muerte. (21) Tienen una distribucion geografica con predominio en los
tropicos(22), sin embargo el calentamiento global esta favoreciendo un incremento en las
zonas geograficas donde se encuentran estos virus(17).

Los arbovirus por definicion tienen al menos dos huéspedes, la mayoria se mantienen en un
ciclo complejo que involucra un huésped vertebrado no humano y un artrépodo. Este ciclo
generalmente es silencioso y no detectable en la naturaleza hasta que un cambio ambiental
permite que el virus escape del ciclo primario a otro huésped vertebrado humano debido a
que el hombre invade territorios donde se encuentra anidada esta infeccion. Pocos
arbovirus, causan altos niveles de viremia para poder ser transmitidos de persona a persona
por medio de un artropodo como vector, que puede llegar a ocasionar epidemias. Entre
estos arbovirus se encuentra el virus del dengue, zika, fiebre amarilla y chikungunya(22).
Estos arbovirus comparten en comun la transmision por la piel a través de la mordida del
artrépodo(23).

La alta tasa de transmision en asociacion con la actividad epidémica y la transmisién por
diferentes vectores y a diferentes vertebrados en nuevas areas geograficas puede permitir
los cambios genéticos en los patdgenos. Estas nuevas cadenas de virus pueden tener mayor
potencial y virulencia. Finalmente la pérdida del control del vector y un deterioro en la
capacidad de la infraestructura en salud publica han contribuido a la dispersion e
incremento de las epidemias (22). El calentamiento global, estd provocando que
incrementen las zonas geograficas donde se encuentran algunos vectores que transmiten
infecciones virales, entre otros (17).

Dengue, Chikungunya y Zika son tres diferentes infecciones virales que tienen en comun el
vector: Ae. aegypti y Ae. albopictus (16). Estas infecciones se han convertido en un grave
problema de salud publica en el mundo y en México.

Epidemiologia

Se cuenta con reportes acerca de la infeccion por DENV desde hace mas de 1000 afios sin
embargo fue hasta 1943, que se logrd aislar por primera vez, se han aislado 4 tipos de
DENV denominados 1, 2, 3 y 4. El ciclo de vida de este virus involucr6 la infeccion de
primates no humanos y mosquitos, se cree que la transmision al humano ocurrié poco
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tiempo después para las cuatro tipos (24). Esta enfermedad se disemind rapidamente por
Asia, islas del Pacifico, Europa y Africa. Se considera que este virus llegé a América desde
la llegada de los primeros europeos desde 1635, pero hasta la presentacion del Dengue
Grave en 1962 fue que se considerd un problema de salud publica. A finales del siglo XX
se dispers6 de forma acelerada el principal vector de este virus, Ae. aegypti debido a la
urbanizacion y globalizacion(25)(26). En DENV lleg6 a México desde la década de los
50’s, instaurandose la infestacion paulatina a lo largo del pais. Actualmente contamos con
los 4 tipos de virus en el pais. En Michoacan se encuentra el tipo 1 y el tipo 2 (26).

Se conoce el primer reporte sobre infeccion de CHIKV en 1952 en Tanzania, el cual fue
reportado por Robinson y Lumsden en 1955(27). Durante el 2004 se reportd un brote en
Lamu Island, Kenya en el cual se encontro IgM o IgG positivos para CHIKV en el 75% de
la poblacion(28). En el 2005 y 2006 se vieron afectados el 35% de los habitantes de
Reunion Islands(29). El CHIKV se disemino hacia América, presentdndose casos en el
Caribe, México y Sur América en el 2013. Y en el 2015 Estados Unidos reportd casos
positivos(30).

El ZIKAV fue aislado por primera vez en el mono Rhesus, en Uganda, Africa en 1947, en
1952 se aisld en suero humano. En los afios posteriores el virus se fue dispersando a todos
los continentes a través de su vector(31). La pandemia se inici6 en el afio 2007 en
Micronesia; posteriormente, en el afio 2013 se presento otro brote en la Polinesa Francesa,
detectando 10,000 casos(32). En el 2014 se registran los primeros casos en América, los
paises mas afectados por sus complicaciones han sido Brasil y Colombia (33). A finales del
2015 se registraron los primeros casos en México(33). En marzo del 2017 la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) registra su distribucion en 84 paises, de los cuales 31 han
reportado malformaciones congénitas asociados a ZIKAV y 23 han incrementado su
incidencia de sindrome de Guillain-Barré(34).

En los ultimos afios México ha reportado casos de dengue, chikunkunya y zika (35). De
manera particular, Lazaro Cardenas es el municipio con mayor numero de casos
acumulados (Figura 1), siendo una de las principales razones debido a sus caracteristicas
geograficas que han generado el nicho ecoldgico ideal para la reproduccion del vector: sus
limites colindan con Guerrero y el Océano Pacifico, dentro de su hidrografia tiene varios
rios, el més importante el rio Balsas, y su localizacion en el eje intertropical favorece un
clima célido-subhumedo. Ademas, al ser un puerto con importante actividad comercial se
favorece la diseminacion de la enfermedad. Historicamente, esta zona ha presentado otras
infecciones virales emergentes transmitidas por este vector en los tltimos afios, como es el
caso de Dengue y Chikunkunya, registrando entre el 2012 y 2017 un acumulado de
20,421 casos de Dengue no grave y 1,480 casos de Chikungunya, lo cual representa cerca
del 40% de los casos acumulados en el Estado.
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Casos Acumulados de Dengue No Graveen
Michoacan 2012-2017

'

W La3zaro Cardenas 39,29

W Morelia 3%

W Zamora 9%

B Zitdcuaro 5.5%

W Patzcuaro 3.63%

M Uruapan 14.3%
LaPiedad 2.8%
Apatzingan 22.3%

Figura 1. Distribucion de casos de Dengue en Michoacan.

Caracteristicas de los virus

El DENV es parte de la familia Flaviviridae, cuenta con cuatro serotipos DENV 1 al 4, con
base a criterios biologicos, inmunologicos y moleculares. Consta de una cadena de RNA
(Ribonucleic acid) en sentido positivo de 11kb. Este RNA codifica tres proteinas
estructurales: proteinas de capside (C), proteinas de membrana (M) y proteinas de la
envoltura (E); el precursor de la proteina M es un fragmento proteolitico llamado prM;
también estd formado por 7 proteinas no estructurales (NS), denominadas NS1, NS2A/B,
NS3, NS4A/B y NS5 las cuales se encuentran involucradas en la replicaciéon del RNA.
(36). Figura 2. Las propiedad inmunoldgicas y antigénicas de este virus, son dadas por las
proteinas estructurales: (P, M, E).

Cytoplasm

Signal Stop-trasnfer Transmembrane Membrane Tuszamss Signalase 4 Fuin | Unknown
sequence sequence domain asscciated | (cytoplasm) T (ER) (ERlumen) | (ER lumen)

Figura 2 Estructura del DENV. Tomado de P. Rushika y Kuhn RJ(36).

El ZIKV también pertenece a la familia Flaviviridae, esta formuado por un RNA de cadena
positiva. Estudios recientes han observado que su estructura es similar al DENV y Virus del
Oeste del Nilo (WNV); sin embargo tiene diferencias estructurales en las glicoproteinas de
la envoltura, regién importante para la adhesion a los receptores de la célula huésped, lo
que puede caracterizar su trofismo celular y manifestacion de la enfermedad. Contiene un
RNA de 11kb, con multiples copias de las proteinas de la capside, las cuales rodean su
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estrutura isocaedrica. Consta de cerca de 500 aminoacidos en la E y aproximadamente 75
aminoacidos en la membrana (M). Contiene cerca de 165 aminoacidos formando (prM).
Todas ellas ancladas en la membrana lipidica. El genoma también codifica para siete NSp;
las cuales se encuentran involucradas en la replicacion, ensamble y antagonizacion de la
respuesta innata del huésped a la infeccion (37). La proteina NS3 tiene un papel importante
en la replicacion viral (38). Se han observado tres subclases de este virus, el ZIKV de
Senegal y las lineas de Africa del Este y del Oeste.

L ::'__
N53
l\\:\‘};otease

Figura 3. Estructura del ZIKV, tomado de https://viralzone.expasy.org(39)

Polymerase

El virus de Chikungunya (CHIKYV) es de la familia Tagoviridae, es un alfavirus de una
cadena positiva de RNA, mide 60-70nm diamétro, cuenta con una envoltura de
fosfolipidos, tiene una longitud de 11.5kb, estd formada por cuatro proteinas no estructuras
y tres proteinas estructurales: la capside y dos glicoproteinas que forman la envoltura E1 y
E2, estas ultimas forman las espiculas en la superficie del virion. E2 se une a receptores
celulares desconocidos para entrar a la célula mediante endocitosis, E1 incluye un péptido
de fusion que expuesto a pH alto libera la nucleocéapside dentro del citoplasma en la célula
huésped (40). Se conocen 3 lineas diferentes, Africano del Oeste, el Asiatico, Africano del
Sur, Centro y Este (ECSA) y el linaje del Oceéno Indico.

" Poly (A)-3"

535 aa T98 aa 530 aa 611 aa 26l aa 6G4aan 423 aa 61aa 435aa

Figura 4. Estructura del CHIKV. Tomado de Jain Jaspreet et al(41).

Respuesta inmune frente a virus

Los eventos inmunolédgicos tempranos que ocurren en la piel tienen gran influencia en la
severidad de la infeccion viral(23).

Aunado a la inoculacion del virus por la picadura del mosquito, también se inocula saliva o
extractos de las glandulas salivales(SGEs), lo cual induce mayor velocidad en la viremia,
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alta carga viral y mayor morbilidad comparada con la inoculaciéon en ausencia de los
factores derivados del mosquito, ya que modulan eventos en el sitio de la infeccion. Esto se
ha demostrados en la picadura por Ae. Aegypti con los arbovirus DENV, CHIKYV, fiebre de
las montafias rocosas y virus del valle Caché en ratones(42—44).

El mosquito perfora la piel y encuentra los vasos sanguineos por medio de su proboscide,
inyecta su saliva que contiene una amplia variedad de biomoléculas (SGEs) que varian
entre especies, en Ae. Aegypti se han encontrado vasodilatadores e inhibidores de la
coagulacion(45), las SGEs junto con los patégenos ocasionan diversos efectos fisiologicos
en el huésped entre ellos el incremento del flujo sanguineo y vasodilatacién por la
histamina, otras SGEs estimulan el sistema inmunologico activando el sistema del
complemento, mastocitos, macrofagos, células dendriticas y Natural Killer. (23,45,46).

El mastocito activado se degranula, liberando citocinas, quimiocinas, mediadores lipidicos
e histamina a su vez activa el endotelio vascular aumentando permeabilidad de los vasos
sanguineos y perdidas de plasma en la piel, aumenta la expresion de moléculas de adhesion
facilitando la migracion de leucocitos principalmente nuetr6filos(23).

Los macrofago y células endoteliales activadas expresan CCL2, regulando la migracion de
monocitos, basofilos, linfocitos T y NK los cuales expresan CCR2 o CCR3(47). Los
macrofagos activados secretan IL1B y TNFalfa activando al endotelio, este ultimo también
activa a neutrofilos.

De forma simultanea, las SGEs y la picadura del mosquito inducen que las Células T
expresen 1L10(23), lo que favorece un ambiente antiinflamatorio transitorio aunado a la
presencia de céulas susceptibles al virus, facilitando que los virus infecten fibroblastos,
células dendriticas o macréfagos que habitan en la dermis(23).

Las CD dérmicas migran a través del drenaje linfatico para inducir una respuesta inmune
adaptativa. Asi los virus llegan a los nodulos linfaticos, a través de los cuales se transporta
y afecta a otros organos. La diseminacion del virus puede ser acelerada por las SGEs que
inducen pérdida de plasma dentro de la piel exacerbando la severidad de la enfermedad(42).

La reaccion inflamatoria por la picadura del mosquito varia entre los individuos, debido a
predisposicion genética o hipersensibilidad. En ratones se observd que aquellos con
hipersensibilidad expresa citoquinas Th2 como IL-4, observando que los pacientes con
hipersensibilidad e IL4 tienen mayor predisposicion a infeccion a arbovirus(48).

Plaquetas en la respuesta inmune ante virus

Debido al trauma tisular, el factor tisular activa la protrombina y la convierte en Trombina,
siendo este el activador plaquetario mas potente(45). Al activarse las plaquetas se activan
receptores y liberan biomoléculas de granulos alfa, granulos densos y granulos lisosomales.
Las plaquetas activadas generan diversas acciones en favor de la respuesta inmunoldgica,
también actla sobre otras células para incrementar su funcion inmunologica(49).
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Las plaquetas activadas detectan PAMP’s a través de los TLR (receptores tipo Toll), se cree
que el TLR4 favorece la secresion de citoquinas y activacion de diferentes células
inmunolégicas, inducen la interaccion plaqueta-neutréfilos a través de la expresion de
ligandos CD62P-PSGLI1, GPIIb/Illa, CDI11B-CDI18(50) y genera NETs (trampas
extracelulares de neutrdfilos) y consecuente fagocitosis de bacterias, debido a esta
interaccion también se generan especies reactivas de oxigeno (ROS) con efecto bactericida,
aunque también generan dafio endotelial(49) (50). La uniéon plaqueta-neutrofilo. Las
plaquetas también expresan MHCI1 tanto intracelular como extracelular, para presentar
antigeno a los linfocitos T CD8+ y activarlos.

Las plaquetas activadas liberan el contenido de sus granulos; los granulos densos liberan
ADP y ATP, estimulando los receptores P2X1 y P2Y12 lo cual activa las plaquetas
expectantes e intensifica la liberacion de granulos alfa, también incrementa la generacion
de PMPs y quinocidinas.

Algunas de las proteinas liberadas participan contra infecciones virales, como HDPS (host
defense peptides: péptidos de defensa del hospedero), B-defensinas y PMPs (Proteinas
microbicidas plaquetarias) que neutralizan al virus, citocinas inflamatorias y las
quinocidinas (quimiocinas microbicidas) con potente accién contra virus, bacterias y
protozoarios; con efecto dual como quimiocina y proteina efectora microbicida, ya que
realiza funciones inmunorreguladores como quimiotaxis y activacion de células de defensa
del huésped complementarias y de adhesion proteolitica(49).

Las plaquetas activadas expresan CD40L o también conocido como CD154. El cual se une
al CD40 de la célula endotelial activandola y liberando moléculas de adhesion, como
ICAMI1, VCAM y CCL2. Después de la activacion las plaquetas se liberan microparticulas
vesiculares, las cuales liberan mediadores solubles, entre ellos el sCD40L este estimula la
secresion de IL17 quien induce la expresion de E-selectina y P-selectina y consecuente
liberacion de FT e IL6. La P-Selectina favorece el reclutamiento de neutréfilos al sitio de la
infeccion. Por otro lado también promueve la activacion plaquetaria mediante ADP por via
extracelular ERK2 o MAPKI. Asi mismo favorece la polarizacion del leucocito T a Thl o
Th 17. La liberacién de IL-6 durante la inflamacion favorece la maduracion de los
megacariocitos para formar proplaquetas y estimular la activacion plaquetaria(51).

Se ha observado que en ausencia de plaquetas o cuando el CD40L o sCD40L disminuye el
nimero de antigenos especificos de los linfocitos T, disminuyendo la respuesta
inmunolégica. También disminuye el cambio de isotipo de los linfocitos T. Las plaquetas
no son necesarias para la formacion de linfocitos en el centro germinal cuando hay grandes
cantidad de linfocitos T CD4 helper. La serotonina derivada de las plaquetas puede inhibir
la migracion de los linfocitos T pero también pueden ocasionar vasodilatacion y favorecer
el rodamiento de los linfocitos T CDS.

La interaccion CD40-CD40L ocasiona diferentes efectos en la inmunidad adaptativa: Se ha
observado que incrementa la respuesta de las células T CD8+ y promueve su respuesta.
Induce la maduracion y activacion de las Células dendriticas, favorece la adhesion de los
linfocitos al endotelio y subsecuente migracion a los sitios de inflamacion, facilitan la
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maduracion y diferenciacion de los linfocitos B y del cambio de isotipo, ocasionando una
produccion sostenida de IgG y lo cual aumenta la formacidon de leucocitos B en el centro
germinal. La interaccion entre plaqueta y Células Dendriticas ocasiona la liberacion de
citoquinas IL-10 y disminuye IL-12p y TNFa. Colabora en produccion de CD80-CD86.

Los leucocitos T internalizan IgG, ocasionando que las plaquetas expresen CD40L o
CCLS, con lo que facilita la inmunidad mediada por células T y protege de bacterias
patogenas. Se ha observado que la presencia de CCLS5 incrementa la respuesta de los
linfocitos Thl en HCV. Las plaquetas liberan PF4, el cual disminuye la apoptosis de
monocitos e incrementa su diferenciacion a macroéfagos. PF4 incrementa la adhesion
neutro6filo-célula endotelial activandolos y liberando su contenido.

Sin embargo, la activacion plaquetaria en infecciones virales puede tener efectos adversos,
ya que CXCL4 en HIV incrementa la infeccion de macréfagos y la fibrosis hepatica. CCLS
incrementa el reclutamiento de leucocitos y favorece su infeccion. Los granulos densos
secretan SHT, ocasionando disminucién de la citotoxicidad de los linfocitos T y favorece
mayor infeccion por HCV y HBV. La interaccion leucocito-plaqueta facilita la infeccion
de los leucocitos, incrementando su activacion y la inflamacion. La activacion de plaquetas
favorece la activacion de mas plaquetas, lo cual incremento el efecto procoagulante(51).

Durante la activacion plaquetaria se incrementa MIP-1a el cual ocasiona liberacion de
histamina de los basoéfilos y también actia como quimiotéactico para Linfocitos T. TGF-B
también liberado por plaquetas actlia como inmunosupresor, inhibiendo o estimulando a los
neutrofilos.

Durante las infecciones virales se puede observar trombocitopenia inducida por virus, lo
cual se explica por diferentes mecanismos ya sea por disminucion en la produccion de
plaquetas o por aumento en la destruccion plaquetaria(51).

La infeccion viral puede afectar la secresion de citocinas del huésped, alterando la
produccion de EPO(52-54). Disminucion de EPO por destruccion de hepatocitos (55).
Infeccion de las células madre hematopoyéticas ocasionando disminucion de CFU vy
consecuente disminucion de plaquetas (56). Infeccion de megacariocitos alterando su
funcion y proliferacion(57)(58).

En otras infecciones virales las plaquetas desempefian también un papel importante.
Tsegaye y cols. demostraron que la activacion plaquetaria que conduce a liberacion de
CXCLA4 (también llamado factor plaquetario 4) inhibe la infeccion por HIV-1 de células T
in vitro(59). Cocci y cols. identificaron otra quimiocina plaquetaria, CCLS (también
conocida como RANTES), como un muy importante factor supresor de HIV (60).

Las plaquetas activadas promueven el anclaje y activacion de neutrofilos a través de la
expresion de selectinas, entre las que destaca el CD40L (o CDI154) y de citocinas y
quimiocinas inflamatorias. El1 CD154 expresado por plaquetas puede interactuar con su
receptor, CD40 en células endoteliales regula la expresion de moléculas de adhesion como
ICAMI1, VCAM1 Y CCL2, reclutando leucocitos a sitios de inflamacion, ademas esta
interaccion CD40-CD154 promueve la activacion de monocitos y células dendriticas, lo
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que lleva a una presentacion de antigeno incrementada. Por otro lado, las plaquetas
activadas liberan a circulacion CD154 soluble el cual es un indicador del grado de
activacion plaquetaria; este mediador induce la expresion de selectinas E y P, y la
liberacion de IL-6 y factor tisular (TF) (61,62) el CD154 liberado de plaquetas puede
también promover la diferenciacion de células B y el switch de isotipo en
inmunoglobulinas (63).

La participacion de plaquetas en las infecciones virales ha sido estudiada recientemente
como es el caso de DENV, VIH, VHC; sin embargo su colaboracion en infecciones por
CHIKYV y ZIKV atin no ha sido descrita (63—65).

Respuesta inmunologica en infeccion por denv

El DENV es inoculado en la piel, se sabe que infecta a células dendriticas residentes a
través de DC-SIGN(66) y a los macrofagos por su Receptor de manosa(66). Los PAMPs
son reconocidos de forma intracelular por TLR3 o bien a nivel intracitoplasmatico por
medio de MDAS o RIG-1. Estos receptores desencadenan una respuesta que produce la
libracion de algunas citoquinas como TNFa, IFN I, IFNy, IL6, VEGFA. El I[FNa activa a
las NKT. Este ambiente proinflamatorio activa células estromales y endoteliales sin
necesidad de estar infectadas y se favorece el reclutamiento de luecocitos, NK y Linfocitos
T(67)(68).

Las Células dendriticas se dirigen a los nddulos linfaticos, en donde el virus puede
trasladarse y producir la viremia. Por otra parte las Células dendriticas presentan el Ag a
Linfocitos T(69). Aun sin la cooperacion de Linfocitos T helper, los linfocitos B se activan.
Los LB naive se dirigen hacia los nddulos germinales y producen linfocitos B de memoria
y plasmoblastos. Los primeros se localizan en 6rganos linfoides. Las células plasmaticas se
localizan en la médula 6sea y forman anticuerpos contra las proteinas E, PrM y NS1 del
DENV. Sin embargo pueden tener reaccion cruzada con cualquier otro de los
serotipos(70)(71).

Los Ac anti-NS1, induce muerte celular mediada por complemento y una trombocitopenia
acelerada. Activa las células endoteliales, incrementando la permeabilidad vascular, se
incrementa la E-Selectina lo que conduce a activacion plaquetaria e incremento en la
adhesion plaquetaria y a su vez activacion de la cascada de la coagulacion, en la cual la
produccion de trombina produce mayor activacion plaquetaria(51).

Los monocitos que reconocen al DENV, produce factor activador plaquetario, activando las
plaquetas y ocasionando apoptosis plaquetaria en dengue severo. En infecciones severas se
desencadena la cascada de coagulacion por via del Factor tisular, generando trombina y
activando las plaquetas y subsecuente depuracion por medio de la via del PAR (receptor
activador de proteasas), el cual es un importante modulador la respuesta inmune innata en
la infeccion vira(51,71).
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Las plaquetas reconocen particulas virales unidas a inmunoglobulinas como IgG las cuales
interaccionan con Gpllb/Illa y posteriormetne activa el receptor FcyRII, el cual ocasional
agregacion plaquetaria que se ve incrementada por CXCL4(51,71).

En julio de 2015, Symon y cols. demostraron que el DENV se une a la superficie
plaquetaria a través de dos receptores para DENV: HSP y DC-SIGN, estos virus pueden
reproducirse en su interior para después ser liberados a la circulacion y seguir replicandose.
Este mecanismo podria ser similar en otros virus de RNA de cadena sencilla, pero atn
faltan estudios que lo demuestren(72).

Algunos estudios han demostrado que las plaquetas de pacientes infectados por DENV
muestran una capacidad de activacion incrementada al compararlas con plaquetas de
sujetos sanos; asi como signos de disfuncion mitocondrial y mayor activacion de apoptosis
mediada por caspasas (11).

Las plaquetas activadas y su apoptosis, generan microparticulas plaquetarias, las cuales
fueron estudiadas por Punyadee y cols. encontrando que pueden ser un biomarcador que
puede predecir el dengue severo. Ademas encontraron que las plaquetas incorporan a su
superficie proteinas virales como la proteina E y NS1 del DENV (9).

Respuesta inmunoldgica en infeccion por chikv

Se conoce poco acerca de la respuesta inmunolégica, al igual que con otros arbovirus, el
virus tras ser inoculado en la piel infecta a los fibroblastos, células musculares y
osteoblastos. Los receptores que captan al CHIKV son los TLR3, TLR7, RIG-1, MDAS;
estos desencadenan cambios en ensambles moleculares hasta inducir una traslocacion de
IRF3 y de IFN (interferon) tipo I o/B(73). Los cuales van a favorecer una respuesta
inflamatoria al favorecer la liberacion de IL-6 y MCP-1 (CCL2) este ultimo conduce a la
formacion de Macrofagos derivados de monocitos. EI Macrofago migra a los tejidos y
produce IL6, TNFo y GM-CSF(74). A su vez el IFN o activa a las NK(75)(76). ElIFN I a
su vez produce una elevada expresion de prostaglandinas y subsecuente incremento de
tromboxano A2, el cual actia como potente activador plaquetario(77).

Como parte de la respuesta inmune celular también se libera IFNy el cual estimula la
liberacion de IL-10 y RANTES (Regulador de la activacion, expresion y secresion de
linfocitos T normales). IL-10 contribuye a la activacion de linfocitos B y cambio de isotipo
a IgG(78)(79). Por su parte RANTES activa los linfocitos T. La IL 4 y 7 colaboran en la
activacion de los linfocitos B (20,80,81) . La IL-12 coopera en la activacion de los
NK(82)(83).

En cuanto a la respuesta inmune adaptativa varios estudios han observado participacion de
los linfocitos T CD8+(78), se ha observado en los casos cronicos la presencia de grandes
cantidades de CD4+(84), estos migran a la capsula articular y liberan IFNy(85). Los
Linfocitos T reguladores parecen tener gran importancia en el proceso de la resolucion de la
enfermedad(86). Por su parte los linfocitos B generan anticuerpos contra las proteinas de
envoltura, lo que bloquea varios pasos del ciclo de vida del virus(87).
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Respuesta inmunologica en zikv

Una vez que el mosquito inocula el ZIKV en el ser humano, los receptores TLR3, RIG-1 y
MDA-5 de los fibroblastos lo reconocen y fagocitan, en su interior este virus evade la
respuesta celular y se replica por mecanismo que ain no estan bien definidos(88). Estos
receptores desencadenan cambios moleculares que activan una respuesta por IFN I, activan
CCLS5. Se libera IL1B y AIM2 activando las vias del inflamosoma(89).

Manifestaciones clinicas

En la infeccion por DENV, se incuba por 3-7 dias, los sintomas aparecen de forma subita,
observandose 3 fases, la fase febril, con temperatura >38.5°C, acompaniado de cefalea,
vomito mialgias, dolor articular, algunas veces rash macular, en ocasiones puede observarse
petequias y/o equimosis y hepatomegalia. Los nifios son menos sintomaticos en esta etapa.
Los hallazgos de laboratorio incluye trombocitopenia y leucopenia de leve a moderada;
frecuentemente con elevacion de transaminasas como la Aspartato Amino Transferasa
(AST) y Alanino Amino Transferasa (ALT). Después de esta fase la mayoria de los
pacientes se recuperan sin complicaciones. La fase critica, se presenta con mayor
frecuencia en nifos y adultos jovenes, que desarrollan un sindrome de perdida vascular,
caracterizado por hemoconcentracion, hipoproteinemia, derrame pleural, ascitis,
disminucion de la amplitud del pulso, colapso vascular, hipotension, shock por dengue y
muerte. La fase de recuperacion, se caracteriza por la reversion de la alteracion en la
permeabilidad vascular, ésta revierte espontaneamente a las 48-72 horas, con una
importante mejoria sintomatica. Puede aparecer un segundo rash maculopapular leve a
moderado, con lesiones pruriginosas, que se resuelven en 1-2 semanas con descamacion de
las lesiones (1).

La infeccion por CHIKYV es de inicio subito y normalmente se autolimita en 5-7 dias, esta
caracterizado por una aparicion subita de fiebre alta, rash exantematico, cefalea, nausea,
vOmito, mialgias y artralgias que van de leves a severas. La palabra Chikungunya significa
“doblarse” debido a la postura que es tomada por los pacientes infectados por Chikungunya
con dolores articulares severos. La fase aguda dura alrededor de 2 semanas y el dolor
articular puede persistir meses o afios. Hay pocos estudios acerca de la respuesta inmune y
actualmente no hay terapéutica especifica disponible(40), estos sintomas tienden a ser mas
severos en los pacientes que ya sufren de condiciones artriticas cronicas, los ancianos y
pacientes con comorbilidades inflamatorias (90). La infeccion aguda puede dejar como
secuela sintomas cronicos de poliartralgia que persisten durante semanas e incluso afios.
Durante la infeccion se presenta trombocitopenia moderada y de manera muy interesante se
han reportado una correlacion positiva entre la trombocitopenia y diferentes biomarcadores
con la severidad de la enfermedad (19,91-93). También se ha descrito su asociacién con el
sindrome de Bernard Soulier en los bebés nacidos de madres con infeccion por CHIKV;
este sindrome es una alteracion plaquetaria en la cual se encuentra ausente la glicoproteina
Ib y IX de la superficie plaquetaria, condicionando trombocitopenia severa e incluso
hemorragias (94).
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Para el ZIKV el periodo de incubacidén ain no estd bien definido, pero se cree que es
similar a otros flavivirus, menor a una semana. Los sintomas comunes son exantema
macular o papular, fiebre, artritis o artralgias, conjuntivitis no purulenta, mialgias, cefalea,
dolor retroocular, edema y vomito. Otros sintomas que se han observado son
hematospermia, inflamacion de manos y tobillos, sangrado subcutaneo. En algunas
regiones geograficos se relaciona con sindrome de Guillain-Barré, meningoencefalitism
mielitis aguda y microcefalia. (95).

Diagnostico

En México se utilizan las definiciones operacionales que ha establecido la DGE.
Dengue
Caso sospechoso de Fiebre por Dengue o Dengue no Grave: Toda persona de cualquier
edad que resida o proceda de una region en la que haya transmisioénde la enfermedad y que
presente cuadro febril inespecifico o compatible con infeccion viral.
Caso probable de Fiebre por Dengue o0 Dengue Grave: Todo caso sospechoso que presente
fiebre y dos o mas de las siguientes caracteristicas: cefalea, artralgias, mialgias, exantema,
dolor retro-ocular. En menores de 5 afios, el Gnico signo a considerar puede ser la fiebre.
Caso confirmado de Fiebre por Dengue o Dengue no Grave: Todo caso probable en el que
se confirme infeccion reciente por virus de dengue mediante técnicas de laboratorio, esté
asociado epidemiologicamente a otro caso confirmado o no se disponga de resultado de
laboratorio.
Caso probable de Fiebre Hemorragica por Dengue o Dengue grave:_Toda persona que
ademas de un cuadro probable de Fiebre por Dengue, desarrolle fiebre y una o mas de las
siguientes caracteristicas: datos de fuga de plasma, o datos de fragilidad capilar, o
hemorragias, o trombocitopenia menor a 100,000 plaquetas por mm3 o hemoconcentracién
con uno a mas de los siguientes datos: incremento del hematocrito en un 20% o mas en la
fase aguda; decremento de hematocrito en al menos 20% después del tratamiento; tendencia
del hematocrito en muestras secuenciales (por ejemplo 40, 43, 45 etc.); relacion
hematocrito/hemoglobina sugestivo 3.2 a 3.4, indicativo 3.5 o mayor; o hipoalbuminemia.
Caso confirmado de Fiebre Hemorragica por Dengue o Dengue grave:
Toda persona con cuadro probable de Fiebre Hemorragica por Dengue confirmado
por laboratorio que ademas presente lo siguiente:
Datos de fuga de plasma, con al menos los siguientes datos:
- Clinica: edema, piel moteada, ascitis o derrame pleural
- Laboratorio: elevacion del 20% en etapa aguda o disminucion del 20% en
etapa de convalecencia o elevacion del hematocrito o hemoglobina en forma
secuencial (a partir del tercer dia) o hipoalbuminemia.
- Gabinete: ultrasonido (liquido peri-visceral y en cavidad abdominal o
toracica) o radiologia (derrame pleural o ascitis).
- Datos de fragilidad capilar: prueba de torniquete positiva (petequias,
equimosis, hematomas), trombocitopenia menor a 100,000 plaquetas por mm3.
Caso probable de Sindrome de Choque por Dengue (SCHD) o Dengue Grave: Toda
persona con cuadro de F(96)D o FHD y que presente subitamente datos_de insuficiencia
circulatoria, alteraciones en el estado de conciencia, tension arterial disminuida o estado de
choque profundo.
Caso confirmado de Sindrome de Choque por Dengue o Dengue Grave:
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Todo caso probable de SCHD en el que se confirme infeccidon reciente por virus de dengue
mediante técnicas de laboratorio(96).

Chikungunya

Caso sospechoso de Fiebre Chikungunya. Toda persona que presente cuadro febril agudo
mas la presencia de poliartralgias severas o artritis de comienzo agudo y que se identifique
asociacion epidemiologica.

Asociacion Epidemioldgica. Presencia del vector Aedes aegypti o Aedes Albopictus,
antecedente de visita o residencia en areas de transmision en las dos semanas previas al
inicio del cuadro clinico. Existencia de casos confirmados en la localidad.

Caso confirmado de Fiebre Chikungunya. Todo caso sospechoso con resultado positivo a
virus Chikungunya mediante alguna de las siguientes pruebas de laboratorio especificas:
Deteccion de ARN viral mediante RT-PCR en tiempo real en muestras de suero tomado en
los primeros cinco dias de inicio de la fiebre. Deteccion de anticuerpos IgM en muestra de
suero a partir de sexto dia de iniciada la fiebre(4).

Zika

Caso Probable de Zika al paciente que presenta exantema (generalmente maculopapular y
pruriginoso) y dos o mas de los siguientes signos o sintomas: fiebre, cefalea, conjuntivitis
(no purulenta/hiperemia), artralgias, mialgias, edema periarticular, prurito, dolor
retroocular; la sintomatologia dura entre 2-7 dias. (95,97). En los estudios de laboratorio
pueden o no elevarse en el suero los valores de AST y ALT. Es importante identificar
asociacion epidemiologica:

e Vectores Aedes aegypti o Aedes Albopictus.

e Visita o residencia en areas de transmision en las dos semanas previas al inicio del
cuadro clinico, o existencia de casos confirmados en la localidad.

e Antecedente de contacto sexual sin proteccion en las 2 semanas previas a la
aparicion de sintomas, con una persona que en las 8 semanas previas al contacto
sexual tenga antecedente de residencia o viaje a un area con transmision local del
ZIKV o con presencia de vectores.

Caso Probable de Zika en una mujer embarazada, se define como toda mujer embarazada
que presente dos o mas de los siguientes signos o sintomas: fiebre, exantema, conjuntivitis
no purulenta, cefalea, mialgias, artralgias, dolor retroocular, que se identifique asociacién
epidemiologica.

Caso confirmado de Zika, todo caso probable con resultado positivo a ZIKV mediante la
deteccion de RNA viral detectado en RT-PCR en muestras de suero tomadas en los
primeros cinco dias de iniciado el cuadro clinico.

Caso descartado de Zika, todo caso en que no se demuestre evidencia de ZIKV por técnicas
de laboratorio avaladas por el InDRE (97).

Pruebas de laboratorio

La viremia coincide con el momento de las presentacion de las manifestaciones clinicas.

El diagnostico por las manifestaciones clinicas no es especifico. Debido a esto, el
diagnostico confirmatorio es mediante aislamiento viral, ya sea por RT-PCR o qRT-PCR y
se apoya con diagnosticos indirectos. En México se confirma el diagndstico mediante
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algoritmos establecidos por el INDRE (Instituto Nacional de Referencia Epidemiolégica) y
autorizados por la OMS (Organizacién Mundial de la Salud).

En el caso del Dengue los Ac IgM se detectan tras la caida de la fiebre o de la viremia. Sus
niveles més altos se encuentran entre el dia 14 al 20 y puede durar 30 a 60 dias. Se reducen
gradualmente y aparencen los Ac IgG. Durante los primeros 5 dias puede detectarse Ag
NS1 mediante ELISA, sin embargo un resultado negativo no excluye la enfermedad. Las
muestras para el aislamiento viral dependen de la fase clinica del paciente, pueden tomarse
de suero, plasma o tejidos(98).

En la infeccion por CHIKYV durante los 5 primeros dias se realiza qRT-PCR, durante la fase
de convalescencia se realiza determinacion de Ac IgM mediante estuche comercial y MAC-
ELISA(99).

En los casos de pacientes infectados por ZIKV durante los primeros 5 dias se realiza qRT-
PCR en suero. En los casos de Sindrome de Guillain Barré se puede realizar de saliva hasta
el dia 17 de inicio de la pardlisis. También se aceptamn muestras de LCR, tejido
postmortem y liquido amnidtico. La deteccion en orina hasta por 15 dias después de iniciar
la infeccion sirve de apoyo para la vigilancia epidemiologica. Para detectar coinfecciones,
en México el 10% de los casos positivos y el 5% de los casos negativos seran procesados
para DENV y CHIKV(97).

Diagnostico diferencial

Es importante destacar, las principales diferencias entre estas enfermedades para un
correcto diagnostico (96,97,100)
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Tabla 1

Diagnostico Diferencial entre Dengue, Chikungunya y Zika

CARACTERISTICA
Virus
Vector

Incubacion
Dolores articulares

Mialgias
Artralgias
Cefalea
Rash

Discrasias sanguineas
Shock

Voémito

Nauseas
Conjuntitivitis

Diarrea
Dolor o eritema faringeo
Persistencia de sintomas

Complicaciones

Diagnéstico diferencial
Pruebas serologicas

Tratamiento

Leucopenia
Neutropenia
Linfopenia
Hematocrito elevado
Trombocitopenia

DENGUE
Flavivirus

Aedes aegypti
Aedes albopictus
4-7 dias (3-14 dias)
Artralgias intensas

++

+/-

++ Retroorbital, frontal
Exantema maculopapular,
escarlatiniforme, petequias
rojo brillante

++

+

presente
presente

Puede presentar

Presente
Puede presentarse
Consta de diferentes fases

Dengue hemorragico, falla
organica (pulmoén, corazon,
higado, riflon, sistema
nervioso central).

Zika

Aislamiento viral

ELISA IgG e IgM
Inmunocromatografiaa
rapida

RT-PCR

Analgesicos (paracetamol),
hidratacion

+++
o+
++
++
++

CHIKUNGUNYA
Alfavirus RNA

Aedes aegypti

Aedes albopictus

3-7 dias (1-12)

Intensos y debilitantes
asimétricos mas frecuente
en  manos |y  pies.
Tumefaccién asociada a
tenosinovitis

+

+

++

++ 2-5 dias después de la
fiebre, exantema
maculopapular en tronco y
extremidades, puede
afectar, palmas, plantas y
rostro.

+/-

+/++4-59%
++ 50-69%
+/++ 3-56%

Mas de 3 meses
No frecuente

Dolor por meses o ailos

Dengue
RT-PCR
ELISA IgG, IgM

Sintomatico

++
+
++

+>100,000/mm3

ZIKA
Flavivirus
Aedes aegypti

3-12 dias

Dolor menos intenso,
generalmente en
extremidades, edema de
miembros inferiores

presentes

Presentes

presente

Exantema maculopapular
pruriginoso  (sarpullido)

intenso —Sintoma distintivo

Poco frecuente
Poco frecuente
No purulenta,
fotofobia

Poco frecuente

con

Cuando hay compromiso
neurologico
Compromiso neurologico,

debilidad muscular
(Sindrome de Guillain-
Barr¢)
Dengue/Chikungunya

PCR en tiempo real y
aislamiento en sangre.
Diagnostico serologico

dificil por reaccion cruzada
con otros Flavivirus.
Reposo, hidratacion,
analgésicos para control de
dolor

VSG y Proteina C reactiva elevado -
+++ 70-100% de los pacientes

++40-69% de los pacientes

+ 10-39% de los pacientes

Recuperado del Centro Nacional de transfusion sanguinea. SSA 2017

Complicaciones

Durante el desarrollo de la enfermedad ocasionada por DENV, después de la fase aguda 3-7
dias, la fiebre desciende por debajo de 37.5°C, con lo que puede haber aumento de la
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permeabilidad vascular e incremento de los niveles del hematocrito. Esto marca el inicio de
la fase critica, debida a extravasacion de plasma y puede asociarse a hemorragia. Se
acompafia por leucopenia, neutropenia y linfocitosis, seguido de trombocitopenia. Los
pacientes que presentan una importante extravasacion presentan hipovolemia e
hipoperfusion que pueden llegar al choque, falla organica y la muerte. Esta fase puede durar
de 48-72 horas para después pasar a una fase de recuperacion(98).

En la infeccion por CHIKV las complicaciones en la fase aguda son raras, pero pueden
incluir conjuntivitis, uveitis, iridociclitis, retinitis. Se ha documentado la necesidad de
hospitalizar pacientes con chikungunya severo, asociado a pacientes de edad avanzada,
neonatos, pacientes con problemas cardiovasculares, neuroldgicos o con presencia de
comorbilidades como Diabetes, los cuales son factores de riesgo independientes para
severidad(101). Los casos severos de chikungunya son raros afortunadamente, estos pueden
presentar encefalitis, miocarditis, hepatitis o falla organica multiple; estos tienen alta tasa
de mortalidad. El mayor problema del chikungunya ha sido las complicaciones cronicas,
asociadas con artraglias y artritis, con cuadros muy similares a Artritis Reumatoide y hasta
el 50% de los paciente afectados pueden presentar incapacidad persistente(40,101).

Los pacientes con infeccion por ZIKV pueden cursar asintomaticos o tener manifestaciones
leves, sin embargo se ha asociado con complicaciones nueroldgicas importantes, lo que la
ha colocado como un problema de salud emergente. En el 2013 se le encontrdé cmo causante
de Guillain Barre, meningoencefalitis y purpura trombocitopénica autoinmune. Después del
2015 Brasil notifico un incremento en los casos de microcefalia, el cual se incremento en
otros paises de América, para posteriormente denominarlo sindrome congénito(97). Estas
complicaciones pueden ocasionar incpaciad funcional o incluso la muerte.

Tratamiento

No existe un tratamiento especifico aprobado por la FDA para limitar la infeccion viral y
prevenir sus complicaciones en ninguna de las tres arbovirosis. Se limita a un tratamiento
sintomatico

Medicion de la activacion plaquetaria

Existen diferentes maneras de medir la activacion plaquetaria, el mas sencillo consiste en
evaluar el volumen plaquetario medio, el cual se incrementa cuando las plaquetas se
encuentran activadas. Otro método es la cuantificacion de biomarcadores: moléculas
producidas por las plaquetas durante la fase de activacion y liberadas a circulacion
(102,103).

La activacion plaquetaria involucra un cambio en la forma plaquetaria, agregacion
plaquetaria y liberacién de algunos constituyentes. Puede medirse cuantitativamente al
evaluar los cambios en forma y aumento en agregacion plaquetaria. También puede
medirse niveles urinarios o séricos de productos metabolicos de las plaquetas, como lo son
los compuestos de los granulos alfa, tromboglobulina beta, factor plaquetario 4,
Tromboxano B2(103).
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La activacion plaquetaria se encuentra involucrada en la patogénesis de diferentes
enfermedades, aterosclerosis y enfermedad cerebrovascular. Esta se encuentra influenciada
por diabetes mellitus, tabaquismo, hipertension y anticonceptivos orales(103).

Entre las biomoléculas que pueden medirse, encontramos:

- La sP-selectina es un receptor, rico en cisteina y altamente glicosilada, se encuentra
en la membrana de los granulos alfa de las plaquetas y en la membrana de los
cuerpos Weible-Palade de las células del endotelio vascular. Solo las plaquetas
activadas expresan P-selectina en su membrana plasmatica, actuando como
receptores para neutrdfilos y monocitos, mediante un correceptor denominado
PSGL-1 que se encuentra en leucocitos o GP-1B en celulas endoteliales. Al ejercer
su accion se libera para ser soluble sP-Selectina el cual continta ejerciendo sus
efectos, este receptor favorece el rodamiento de leucocitos y plaquetas para su
posterior migracion al sitio de la lesion tisular. Favorece la liberacion de
quimiocinas plaquetarias y de adhesion plaquetaria (104)(103). Hasta el momento
los niveles de sP-selectina no correlacionan con la severidad del padecimiento. La
sP-selectina no se ve influenciada por anticoagulantes o trastornos renales, por lo
que resulta un marcador util. Puede medirse con citometria de flujo utilizando
fluorescencia activada o por ELISA (103).

- Beta-tromboglobulina (BT). Se encuentra contenida en los granulos alfa y es
especifica de las plaquetas(103). Es especifica para evaluar la activacion
plaquetaria.(105)(106) Los valores normales van de 10-65mg/ml no correlaciona
con la cantidad de plaquetas activadas(107). Tiene una vida media en vivo de 84-
414 minutos, es de eliminacion renal, por lo que en pacientes con falla renal, puede
observarse incrementada. Son especificas para plaquetas; son detectadas tanto en
megacariocitos como en plaquetas con el uso de métodos de inmunofluorescencia e
inmunoperoxidasa. Se sugieren como medio para detectar aumento en la actividad
plaquetaria in vivo(103). PAF4 y Tromboglobulina beta se liberan en cantidades
similares en las plaquetas; pero en plasma se encuentra mayor cantidad de
tromboglobulina beta probablemente debido a que PAF4 se une rapidamente a las
células endoteliales(103). BT tiene efectos quimiotacticos principalmente para
fibroblastos y en segundo lugar para neutrdofilos(108).

- PF-4. Es también conocida como CXCL4. Es liberada por los granulos alfa de las
plaquetas principalmente, por lo que se relaciona con activacion plaquetaria. Es
antagonista de la heparina. Al unirse a sitios especificos de la superficie plaquetaria,
modula la agregacion y secrecion plaquetaria, inducida por bajos niveles de
agonistas plaquetarios, induce la adhesion firme del neutrofilo al endotelio a través
de L-Selectina, inhibe la proliferacion de células endoteliales(103) por FS-EC y
bloquea VEGF. Promueve la degranulacién de neutrofilos. Favorece la funcion del
leucocito a través de LFA-1. Recluta e incrementa la vida del monocito y favorece
su diferenciacion a macrdéfago, quienes dicen hacia un perfil 4b. Induce la
fagositosis y la generacion de ROS. Disminuye la megacariocitopoyesis. Se ha
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observado que en VIH inhibe la infeccion al interactuar con la glucoroteina
120(109). La vida media in vitro es de 7-11 horas. Sin embargo en vivo, es de 20
minutos ya que rapidamente se une a las células endoteliales. Los niveles pueden
verse incrementados en pacientes que reciben tratamiento con heparina. Es el mejor
marcador en pacientes con falla renal, ya que no se ve afectada su eliminacion.
PAF4 tiene una vida media corta en el plasma, ya que se une rdpidamente a las
células endoteliales, los valores normales van de 10-65mg/ml y se encuentra
aumentados en pacientes en tratamiento con heparina.

- sCD40L o sCD154. La proteina CD40L transmembranal es expresada por diversas
células: Linfocitos T, Natural Killer, Células dendriticas, Monocitos, Macréfagos,
Celulas endoteliales, células del musculo liso, células epiteliales y plaquetas. La
porcién libre sCD40L es liberada por plaquetas activadas principalmente, aunque
también por linfocitos T. Este receptor soluble continua ejerciendo su accion. Tiene
diversos efectos endocrinos, paracrinos y autocrinos al interactuar con células que
presentan CD40. Entre sus acciones estan la quimiotaxis y activacion del leucocito,
favorece la expresion de diversos mediadores de la inflamacion, también se
encuentra involucrado en la liberacion de mediadores que favorecen la reparacion
tisular, tiene efectos en la inmunidad innata: estimula la agregacion plaquetaria,
fagocitos y produccion de proteinas del complemento e inferferon o, favorece la
expresion de receptores TLR, induce la maduracion de células dendriticas; regular
varios pasos de la inmunidad adaptativa entre ellos: favorece la expresion de MHC-
I, actia como coestimulador de los linfocitos T, coopera en la activacion de
linfocitos B mediador por TLR, favorece la produccién de Ac por los linfocitos B y
cambio de isotipo, contribuye en la estimulacion del centro germinal, incrementa la
respuesta de los linfocitos T CD8+(110).

- FvW Es una molécula de alto peso molecular, sintetizado en células endoteliales,
reguladora de procesos hemostaticos e involucrada recientemente como regulador
negativo de angiogénesis, proliferacion celular de células del musculo liso, tiene un
papel proinflamatorio en algunos padecimientos e induce apoptosis de células
neopléasicas. Ha sido utilizado como marcador de la funcion endotelial e
integridad(111).
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JUSTIFICACION

Las infecciones por virus emergentes DENV, CHIKV Y ZIKAV son un importante
problema de salud publica en México. Estas infecciones comparten una respuesta
inflamatoria a corto plazo que produce sintomas clinicos que pueden ser dificiles de
diferenciar en la etapa aguda. Sin embargo, en el mediano y largo plazo, asi como en la
reinfeccion, la respuesta inflamatoria de cada una de ellas desencadena secuelas y
complicaciones muy diversas, tales como dengue hemorragico por DENV, artritis cronica
por CHIKV y complicaciones neuroldgicas o sindromes autoinmunes por ZIKAV. Los
mecanismos de respuesta inmune aun no estan dilucidados en su totalidad, por todo lo
anterior, es de gran importancia el llevar a cabo estudios que ayuden a describir en forma
mas precisa la respuesta inflamatoria en cada una de estas enfermedades. No existen
suficientes estudios acerca del papel que desempefian diversas moléculas inflamatorias en
estas infecciones; en los ultimos afos se han identificado a las plaquetas como células que
participan en la respuesta inmunolodgica a diversos agentes infecciosos, capaces de liberar
también diferentes moléculas y mediadores inflamatorios y de activacion celular. La
trombocitopenia es un rasgo clinico frecuente en infecciones virales por arbovirus e incluso
existen estudios en los que se ha relacionado con la severidad de la enfermedad. La
trombocitopenia parece ser causada por consumo de las plaquetas posterior a la activacion
de las mismas. El conocimiento generado mediante el presente proyecto permitira obtener
informacion que permita identificar de manera especifica moléculas que pudieran constituir
blancos terapéuticos, asi como determinar la forma en que las plaquetas estan
contribuyendo a la respuesta inmunoldgica que generan las infecciones por arbovirus. Los
resultados en la cuantificacion de biomarcadores podrian ademés ser de utilidad para
diferenciar estas infecciones en la fase aguda.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las infecciones por DENV, CHIKV y ZIKAV presentan diferencias importantes en cuanto
a la respuesta inmune que generan, a las complicaciones asociadas a ellas asi como en su
evolucion hacia la cronicidad. La respuesta inmunologica que involucra a las plaquetas por
estas infecciones no ha sido suficientemente estudiada, existe evidencia cientifica de que
las plaquetas estan involucradas en la respuesta inmune hacia DENV y en el Gltimo afio se
descubrio que las plaquetas son incluso capaces de replicar este virus, sin embargo, no
existen estudios que involucren plaquetas en las infecciones por CKIKV o ZIKAV. El
tratamiento actual de las infecciones por arbovirus es unicamente paliativo y sintomatico,
por ello, es necesario llevar a cabo estudios que amplien el conocimiento de la respuesta
inmunolégica mediada por estas infecciones y de manera preferente involucren células que
tradicionalmente no han sido tomadas en cuenta en este campo, tales como las plaquetas,
las cuales parecen desempefiar un papel muy importante en la respuesta del huésped ante
infecciones virales

Georgina Ortiz Martinez 2018 23




Estudio de biomarcadores inflamatorios y de activacion plaquetaria en L UM$N|I§
infecciones virales emergentes en México: Dengue, Chikungunya y Zika Ve’

PREGUNTA DE INVESTIGACION

(Existe activacion plaquetaria en la respuesta inmune a infecciones por arbovirus: DENV,
CHIKV Y ZIKAV en la fase aguda?

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Diferenciar la activacion plaquetaria con liberacion de biomarcadores en la fase aguda ante
los diferentes arbovirus: DENV, CHIKV Y ZIKV.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Cuantificar y detectar diferencias de los biomarcadores inflamatorios y plaquetarios:
TNF-a, IFNy, IL-6, IL-10, CD40L, P-selectina, FP-4, B-tromboglobulina y FvW entre
cada una de estas enfermedades y los controles.

2. Determinar la correlacion entre los biomarcadores inflamatorios y los de activacion
plaquetaria.
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HIPOTESIS

Hipotesis de investigacion
Existen diferencias en la liberacién de biomarcadores de activacion plaquetaria durante la
fase aguda ante los diferentes arbovirus: DENV, CHIKV y ZIKV
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MATERIAL Y METODOS

Se realizd6 un estudio de casos y controles, observacional, prospectivo y transversal, se
realiz6 de Diciembre del 2016 a Diciembre del 2017 en La ciudad de Lazaro Cérdenas en el
HGZ/UMF 12 de Lazaro Cardenas; se detectaron pacientes dentro de los 5 primeros dias de
sintomas, con diagnostico probable de ZIKAV, DENV, CHIKYV sin contemplaron criterios
de exclusion. Se les realizd un estudio epidemiologico para recabar datos clinicos y se
realizd consentimiento informado. Se tomaron muestras en tubo seco, tubo con citrato y un
tubo con EDTA, se realizaron BHC a todos los pacientes; las muestras se centrifugaron a
3,500xg a 4°C para obtener suero y plasma respectivamente, se almacenara en crioviales de
polipropileno y se conservaran a -80°C dentro de la primera hora de su toma en la
Jurisdiccion de Lazaro Cardenas, se transportaron en embalaje triple al Laboratorio de
Hemostasia y Biologia Vascular de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo
de acuerdo a la Guia sobre la reglamentacion relativa al Transporte de Sustancias
Infecciosas 2009-2010 de la OMS, donde continuaron su conservaciéon a -80°C.
Posteriormente se envio suero al Instituto de Investigaciones Médicas Bioldgicas, de la
Universidad de Veracruz, donde se les realizo RT-PCR para detectar el RNA viral de las
tres infecciones, se seleccionaron los casos positivos. Posteriormente se eligieron donadores
de sangre del HGR1 de Morelia, Michoacan que cumplen con los requisitos de donacion y
se parearon con los pacientes por género y grupo de edad. Se realizaron ELISAS para
biomarcadores inflamatorios y plaquetarios TNF-a, IFNy, IL-6, IL-10, CD40L, P-selectina,
FP-4, B-tromboglobulina y FvW en el Laboratorio de Hemostasia Vascular de la Facultad
de Medicina, UMSNH en los pacientes y en los controles.

Analisis Estadistico
Se utilizé el paquete estadistico SPSS v23.0.0.2, GraphPrism 6.0 y Microsoft Excel
15.32. Inicialmente realizamos una prueba de Kolmogorov-Smirnof encontrando una
distribucion no paramétrica. Se obtuvieron medianas y rangos. Para variables categoricas
se utilizaran frecuencias y porcentaje.

* Se realizo Kruskal-Wallis y Prueba de Dunn para encontrar las diferencias entre las tres
infecciones y los controles. Se reportd el nivel alfa menor de 0.05 como una cifra
estadisticamente significativa asociada.

* Para analizar la correlacion entre los biomarcadores inflamatorios y de activacion
plaquetaria se realizard una correlacién de spearman y se reporta el valor rs con una p
significativa <0.05.
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Aspectos éticos

Se reservo el anonimato para todos los pacientes participantes en cuanto a su nombre y
condiciones particulares, los datos personales de todos los individuos se manejaron con
confidencialidad de acuerdo a las exigencias internacionales como el Codigo de Nuremberg
y normativas Nacionales y éticas que se establecen en investigacion para la salud en su
Titulo quinto, Capitulo unico del articulo 100 de la Ley General de Salud. Este estudio se
realizd de acuerdo con la guia tripartita con los lineamientos para las Buenas Précticas
Clinicas segun lo defini¢ la Conferencia Internacional de Armonizaciéon y con base en los
principios €ticos subyacentes en las disposiciones contenidas en materia de Investigacion
para la Salud. Reglamento de la Ley General de Salud en materia de Investigacion para la
Salud y de acuerdo con los principios Eticos establecidos en la Declaracion de Helsinki
(segun se revisd por la 64a Asamblea General de la Asociacion Médica Mundial en la
Fortaleza, Brasil, octubre 2013).

Los investigadores responsables proporcionaron a las autoridades correspondientes del
IMSS (CNIC) y de la UMSNH los reportes de resultados, avances, actualizaciones y otra

informacion, de acuerdo a los requerimientos regulatorios o procedimientos de la misma.

El protocolo fue autorizado por el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina y al
Comité Nacional de Investigacion en Salud (CNIC).

Por lo anterior se clasific6 como un estudio de riesgo minimo.
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RESULTADOS

Para caracterizar la respuesta inmune temprana y evaluar la activacion plaquetaria durante
las infecciones por enfermedades transmitidas por vector (ETV): ZIKV, DENV y CHIKYV,
se evalud por ELISA y comparamos los niveles de biomarcadores inflamatorios en suero:
IL-6, TNFa, IFNy, IL-10 y biomarcadores de activacion plaquetaria en plasma: PF-
4(CXCL-4), FvW, sP-sel, sCD40L (sCD154) y BT.

Este estudio se realiz6 en Lazaro Cardenas, Michoacan, se incluyeron aquellos pacientes
que se encontraban en los primeros 7 dias del inicio de los sintomas. Se obtuvieron
muestras de 92 pacientes, a los cuales se les realizo RT-PCR para las 3 infecciones.

De los 92 casos probables, tuvimos 45(48.0%) pacientes de género masculino y 47(51.1%)
del género femenino y 8(17%) embarazadas.

La certeza del diagndstico clinico en los casos positivos por qRT-PCR fue del 45%.
Confirmamos 20 casos (21.73%), de los cuales 10(50%) fueron de ZIKV, 5(25%) de
CHIKYV, 3(15%) de DENV y 2(10%) de CHIKV/ZIKV, como se observa en la Grafica 5.
Incluimos 20 controles aptos para donacion de sangre, residentes de Michoacan.

CHIKV/ZIKV
10%

ZIKV
50%

CHIKV
25%

Figura 5. Distribucion de pacientes por tipo de infeccion. Del total de casos probables, se confirmé el 21.73%. En esta
figura se muestra la distribucion de los casos confirmados por qRT-PCR.

De los casos positivos, encontramos 4 pacientes del género masculino y 16 del género
femenino, de las cuales 6(30%) cursaban con embarazo, a las cuales no se les detectd
anomalias fetales. Presentando un predominio del género femenino en una relacion 1:4,
como se observa en la figura 6, en donde también describimos la distribucion de las
infecciones en el grupo de embarazadas.
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Figura 6. Distribucion por género y gravidez. Se observa la distribucion por género de los pacientes confirmados con
ETV y en el subgrafico el diagnostico en las mujeres embarazadas

Al realizar este estudio se observaron dos picos de aumento en la incidencia de casos, a la

SE (semana epidemioldgica) 28 y un aumento progresivo con un cenit en la semana 41
como se muestra en la Figura 7.
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Figura 7. Distribucion de casos positivos por Semana epidemiologica

En la figura 8 observamos como ZIKV al presentar la mayoria de los casos, se distribuye
en todos los grupos de edad. DENV se presentd en adolescentes, jovenes y adultos de
mediana edad. El CHIKV se presentd principalmente en jovenes y adultos de mediana
edad.
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Figura 8. Distribucion de las ETV por edad. El rango de edad entre los casos positivos fue de los 2 a los 61 afios, siendo
el rango de edad 26-30 el mas frecuente

Los datos demograficos y clinicos que encontramos en nuestro estudio, los presentamos en
la tabla 2. Las tres enfermedades comparten diferentes manifestaciones clinicas, en
contraste a ZIKV y CHIKV los pacientes con infeccion por DENV presentan una
sintomatologia mas modesta. Entre los datos clinicos mas frecuentes en los pacientes con
ZIKV encontramos fiebre, artralgias y exantema. En los pacientes con DENV se
caracterizan por fiebre, cefalea, mialgias y artralgias. Finalmente, los pacientes con CHIKV
presentan con mayor frecuencia fiebre, cefalea, mialgias, artralgias, dolor de espalda, dolor
retroocular y nauseas.
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Tabla 2
Caracteristicas demdgraficas y clinicas en pacientes positivos
Caracteristica Zika Dengue Chikungunya Chik/zik

n=10 (%) n=3 (%) n=7 (%) n=2 (%)

Mediana edad 27 29 26 10
Rango edad 2-54 20-53 21-60 5-15
Genero (M/F) 1/9 0/3 1/4 2/0
Embarazo 4 (40) 1(33.33) 1
Las guacamayas 5(50) 1(33.33) 1 2 (100)
Lazaro cardenas 5(50) 2 (66.67) 3
Fiebre 7 (70) 3 (100) 6 (85.71) 2 (100)
Cefalea 6 (60) 3 (100) 6 (85.71) 1 (50)
Mialgias 4 (40) 2 (66.67) 5(71.43) 1 (50)
Artralgias 7 (70) 2 (66.67) 5(71.43)
Artritis 2 (20) 1(33.33)
Dolor de espalda 3(30) 1(33.33) 6 (85.71) 2 (100)
Dolor retroocular 5(50) 6 (85.71) 2 (100)
Exantema 7 (70) 3 (42.86) 1 (50)
Prurito 2(20) 2 (28.57)
Vémito 2(20) 1(33.33) 3 (42.86) 1(50)
Néuseas 4 (40) 1(33.33) 6 (85.71) 2(100)
Diaforesis 2 (28.57)
Escaloftrios 3 (30) 4 (57.14) 1 (50)
Fotofobia 2(20) 4(57.14) 1(50)
Dolor abdominal 3 (30) 4 (57.14)) 1(50)
Diarrea 1(10)
Conjuntivitis 4 (40) 1(33.33) 1(14.29)
Congestion nasal 3 (30) 4(57.14)
Tos 2(20) 1(33.33) 4(57.14) 1(50)
Faringitis 4 (40) 3 (42.86)
Alteracion del gusto 3 (30) 2 (28.57)
Rigidez de nuca 1 (10)
Debilidad muscular 1(10) 2 (28.57)
Otitis 1 (10)
Petequias 1 (20) 1(50)
CITOMETRIA HEMATICA

Se considerd un grupo control del banco de sangre del HGR1 de Morelia, se les realizaron
biomarcadores y citometria hematica a los 5 grupos, obtuvimos los datos descritos en la
Tabla 3, estos resultados se analizaron mediante una prueba de Kruskall-Wallis y
posteriormente se aplico la prueba de Dunn para encontrar diferencias entre los grupos.
Encontramos valores bajos de Hb y Hto en el grupo de ZIKV (p<0.005) y en el grupo
CHIKV (p<0.05) en comparacion al grupo control. Se observé aumento del VPM en el
grupo de CHIKV en comparaciéon al grupo control (p<0.005). Los leucocitos se
mantuvieron elevados en el grupo CHIKV (p=0.05) y de ZIKV (p=0.05) en comparacion al
grupo ZIKV/CHIKV. Los linfocitos disminuyeron en el grupo de ZIKV en comparacion al
grupo control (p<0.05) como se muestra en la Figura 9.
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Tabla 3
Estadistica descriptiva de la citometria hematica
BHC DENV CHIKV ZIKV CHIKV/ZIKV CONTROL
Mediana Rango Mediana Rango Mediana Rango Mediana Rango  Mediana Rango
Hb g/dl 10.6 10.1- 12.9 7-13.8  12.7 14.1- 153 14.1- 15.1 10-17.4
11.1 16.5 16.5
Hto% 33.8 32.2- 40.1 21.4- 39.3 19.1- 47.25 42 8- 444 35.3-
354 42.6 42.6 51.7 49.8
Plaquetas 248.500  231- 225 111- 271 219- 193 121- 224 161-
(x1000)/ul 266 308 457 265 388
Leucocitos 8.3 7.5- 8.7 6-15.1 8.6 3.8- 4.95- 4455 69 5.4-9.5
(x1000)/uL 9.1 224
VPM 10.9 9.6- 12.1 11- 11.2 9.3- 12.4 12.2- 8.6 7.7-
12.2 12.5 11.6 12.6 13.2
Linfocitos 1.91 1.89- 1.66 1.44- 1.39 .66-3 1.4 1.1-1.7  2.02 1.3-
(x1000)/uL 1.93 2.29 327
Monocitos 480 470- 960 350- 495 250- 1400 1100- 600 1300-
(x1000)/ul 490 21,700 880 1700 3270
Basofilos 35 .1-.6 3 2-.6 3 -5 .6 3-8
(x1000)/uL
Neutrofilos 5.785 4.9- 6.07 3.3- 5.52 2.07- 19.3 12.1- 4.22 2.71-
(x1000)/uL 6.67 10.6 20.06 26.5 7.1
Hto Hb
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Figura 9. Diferencias entre los valores de citometria hematica. Se compararon las medias entre los grupos de DENV,
CHIKV, ZIKV, CHIK/ZIK y se compard con el grupo control, solo se muestran las que resultaron significativas. Los
puntos en la grafica representan individuos. Se realizé una prueba de Kruskal-Wallis, el valor de p se representado por: *
p<0.05 **p<0.005. También se pueden observar los valores de las medianas, minimos y maximos.
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ELEVACION DE BIOMARCADORES EN ETV AGUDA

A los casos positivos para alguna ETV y al grupo control se les realizo6 ELISA para
determinar niveles de biomarcadores inflamatorios y plaquetarios, describimos los datos
generales en la tabla 3, figura 5 y 6. Obtuvimos una distribucion no paramétrica, por lo que
se realizo Kruskal-Wallis y Prueba de Dunn. Nuestro estudio revelé un incremento en las
concentraciones de FvW en el grupo de ZIKV comparado con el grupo control ( p<0.008) y
en el grupo de DENV contra el grupo control (p<0.046) figura 6. Seguido por IL-6 en
pacientes infectados por CHIKV en comparacion con el grupo control (p<0.03) figura 5.
PF-4 se encontré mas alto en el grupo de ZIKV en comparacion al grupo de CHIKV.

En el resto de los biomarcadores no se logra demostrar diferencia con este método.

Tabla 4
Estadistica descripitva de biomarcadores inflamatorios y plaquetarios
CITOQUINAS  Denv CHIKV ZIKV CHIKV/ZIKV CONTROL
Mediana  Rango Mediana  Rango Mediana  Rango Mediana  Rango Mediana  Rango
IL-6 pg/ml 3 1.1-12.7 141 4-61.1 4 0-101 2.35 0-4.7 5 0-12.7
TNFa pg/ml 8 7.8-93 11 6-21.2 8.65 3.6-404  10.1 74-12.8 88 42-194
IFNy pg/ml 49.5 44- 52.5 43-61.5  37.27 15.92- 46.25 39-53.5 34 4.38-
448.62 118.5 85.92
IL-10 pg/ml 535 1.71- 2.77 .95- 9.29 1.86- 33 2.02- 9.41 .95-
26.62 23.83 4597 4.59 25.46
BT pg/ml 5.18 5.13- 5.16 5.13- 5.49 5.25- 5.69 5.18- 5.31 5.12-
27.93 8.01 114.12 6.20 5.88
PF-4 pg/ml 18.02 14.08- 14.02 0-14.88  20.12 11.34- 16.3 15.87- 20.15 11.18-
23.7 24.93 16.76 25.27
s-CD40L 1 .5-4.5 2.5 1565 35 0.5-8 7.75 5.5-10 5.5 1-12
ng/ml
sP-selectina 241.6 168.3- 3374 204- 213.75 74.9- 33835  227.2- 265 116.3-
ng/ml 199.7 1191.2 445 4495 634.6
FvW ng/ml 181 88-368 147 0-198 160 8-403 173 166-180 54 0-323
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Figura 9. Diferencias entre los biomarcadores inflamatorios y plaquetarios . Se compararon las medias entre los grupos
de DENV, CHIKV, ZIKV, CHIK/ZIK y se compar6 con el grupo control, solo se muestran las que resultaron
significativas. Los puntos en la grafica representan individuos. Se realiz6 una prueba de Kruskal-Wallis, el valor de p se
representado por: * p<0.05 **p<0.005. También se pueden observar los valores de las medianas, minimos y maximos.

CORRELACIONES ENTRE BIOMARCADORES Y CITOMETRIA HEMATICA
Se realizo correlacion de spearman para investigar si los niveles séricos o plasmaticos de
cada uno de los biomarcadores, presentaban correlacion entre si y entre los valores de la
citometria hematica, las que resultaron seignificativas p<0.05 se describen en la tabla 5.
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Encontramos una asociacion entre el incremento de la concentracion de IL6 con un
aumento en BT y sP-selectina asi como una disminucién en la cantidad de linfocitos. El
aumento en la concentracion de BT se asocid con un incremento en la concentracion de
IFNy, y leucocitos. A su vez el incremento de IFNy se asocid con un aumento de TNFa,
FVW y neutrofilos. El incremento de TNFa se correlaciono con elevacion en la
concentracion de IL-10. Y las concentraciones bajas de IL-10 se asociaron con aumento en
la cantidad de basofilos e incremento del hematocrito. Por tltimo, el incremento de VPM se
relaciond con incremento de IFNy, FvW y con la disminucion de IL10 y PF4 como se
muestra en la Figura 11.
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Tabla 5
Correlaciones
Variables IS p
Basofilos-1L10 -.492 .017
Linfocitos-1L6 -417 .009
IL10-TNFa 5 .001
IFN-TNFa 796 .000
sCD40L-Plaquetas 306 .05
sCD40L-TNFa -314 .048
VPM-IL10 -.561 .000
VPM-IFNy 321 .050
VPM-PF4 -.342 .035
VPM-FvW 335 .046
BT-Leucocitos 575 .000
IFNy-BT 338 .031
IFNy-FvyW 359 .027
BT-IL6 317 .046
sPsel-1L6 322 .043
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Figura 11. Correlaciones entre biomarcadores y citometria hematica. Se realiz6 una correalacion de spearman entre la
citometria hematica y los biomarcadores, asignando un valor p<0.05.

Georgina Ortiz Martinez

2018

36




UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS Y BIOLOGICAS “DR. IGNACIO CHAVEZ”

DISCUSION

Este estudio permitio analizar las caracteristicas epidemioldgicas y clinicas en pacientes
con infeccién por zika, dengue, chikungunya asi como diferenciar y correlacionar los
niveles séricos de citoquinas IL-6, IFNy, TNFa, IL-10 con biomarcadores de activacion
plaquetaria PF4, sCD40L, FvW, sP-selectina, BT, y citometria hematica entre estos grupos
y controles.

La poblacion de casos probables fue una poblacion homogénea en género, sin embargo, al
realizar el diagndstico confirmatorio presentd un predominio de mujeres 4:1. También fue
notable la confirmacion de ETV en el 75% de las mujeres embarazadas con diagndstico
probables, correspondiendo el 66.6% a infeccion por ZIKV.

Se encontrd incremento en la incidencia de infecciones en la SE 28 la cual disminuye
progresivamente para luego volver a aumentar paulatinamente desde la semana 30 y
llegando a su cenit en la semana 41, lo que corresponde a los meses de julio, agosto,
septiembre y octubre; lo cual coincide con la temporada de lluvias en un clima templado,
favoreciendo el nicho para la reproduccion del vector.

Los pacientes con ETV presentan un cuadro clinico muy similar entre ellos; la OPS
(Organizacion Panamericana de la salud)(98) y la DGE(96), establecen criterios clinicos
para establecer el diagnostico de estas 3 enfermedades, sin embargo en nuestro estudio
demostramos que estas enfermedades comparten diversas manifestaciones clinicas y el
diagnostico mediante los criterios de estas organizaciones no son aplicables en un ambiente
donde coexisten las tres infecciones, consideramos que deben realizarse estudios para
mejorar los modelos de diagnoésticos, debido a que el diagnostico por RT-PCR no siempre
esta disponible para todos los pacientes debido a los recursos econdmicos, humanos y
materiales que esto requiere. Braga demuestra que al aplicar los criterios de diagnostico de
organizaciones internacionales para el diagndstico de Zika en un ambiente con presencia de
zika, dengue y chikungunya no se logra buena especificidad, también realizar un modelo
clinico para el diagndstico de Zika con una sensibilidad del 86.6% y especificidad de 78.3%
r2 =0.417, sin embargo se requieren mas estudios para validarla en nuestro pais (112).

A continuacion, describiremos nuestros hallazgos en el comportamiento de citoquinas y
quimiocinas también describiremos el comportamiento de biomarcadores de activacion
plaquetaria y endotelial, que nos confirman su activacion y sugieren una participacion en la
fisiopatologia.

En nuestra poblacién de estudio encontramos una respuesta inflamatoria e inmunologica
modesta, suficiente para eliminar a los virus del zika, dengue y chikungunya ya que los
pacientes no presentaron complicaciones. Nosotros estudiamos 9 biomarcadores de los
cuales solo 3 presentaron diferencias significativas. Las moléculas que se incrementaron
fueron FYW en los pacientes con ZIKV y DENV en comparacion al control, IL-6 en los
pacientes con CHIKV en comparaciéon al control y PF-4 en el grupo de ZIKV en
comparacion al grupo de CHIKV.
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DENGUE

Las manifestaciones clinicas en los pacientes con DENV de nuestro estudio, estan incluidas
en las definiciones de la OPS (Organizacion Panamericana de la salud)(98) y la DGE(96).
La diferencia que encontramos fue que en nuestros casos los pacientes no presentaron
artralgias severas, exantema ni prurito.

En los resultados de la citometria hematica encontramos valores bajos de Hb y Hto a pesar
de que no presentaron complicaciones nuestros pacientes. No demostramos diferencia en
los valores de plaquetas, al igual que Rathakrishnan, quien asoci6é la disminucion de
plaquetas en los pacientes con signos de alarma y dengue severo, asi como disminucion del
Hto en pacientes con dengue severo (14). Saroch encontr6 asociacion entre la disminucion
del hematocrito y el aumento de la mortalidad (113). Finalmente, Singla detecto una
disminucioén significativa de plaquetas en los pacientes con dengue severo (7).

En nuestro estudio no demostramos elevacion significativa de los biomarcadores entre los
grupos de ETV ni en el grupo control, Rathakrishnan y Singla tampoco encontraron
diferencias significativas en las citoquinas inflamatorias de pacientes con Dengue sin
complicaciones (7,14), pero Singla si detecté aumento en la concentracion de sCD40L
ademas detectd elevacion significativa de IL-6, IL-10 e IL-8 en pacientes con Dengue
severo (7).

CHIKUNGUNYA

Los pacientes con chikungunya presentaron un cuadro sintomatico muy amplio e
inespecifico, incluye sintomas generales, articulares y de vias respiratorias altas, estas
ultimas no se incluyen en las definiciones operacionales de la PAHO o CDC. Y el cuadro
clinico propuesto por la DGE es muy modesto (114)(99).

Nosotros observamos una disminucion significativa en los valores de Hb y Hto en los
pacientes con chikungunya en comparacion con el grupo control. Asi como aumento del
VPM, esto puede ser debido a la activacion plaquetaria, como se ha demostrado en otros
estudios (115). No encontramos otros estudios que analicen el comportamiento de
Chikungunya con valores de la citometria hematica.

Los pacientes con CHIKV presentaron mayores concentraciones de PF-4 en comparacion al
grupo de ZIKV, lo que nos traduce activacion plaquetaria en ambos grupos, sin establecer
el grado de activacion.

También detectamos aumento en las concentraciones séricas de IL-6 en pacientes
infectados por CHIKV en comparacion con el grupo de control (p<0.03), lo que puede
indicar que los pacientes con chikungunya presentan una mayor respuesta inflamatoria
mediada por Linfocitos T. Diversos estudios han demostrado elevacion de IL-6 en la fase
aguda (18,19,81,91,116) e incluso se ha asociado con severidad (18,19); adicionalmente
Kelvin(91) demostro elevacion de IL6 en la fase aguda que disminuye a los 6 y 12 meses.
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Kelvin y Chirathaworn no encontraron elevacion significativa en TNFa, IFNy, e IL-10 en
la fase aguda(91,116), sin embargo si presentaron elevacion a los 6 y 12 meses(116). EN
otro estudio, Ng demostrd incremento de IL-10 en fase aguda (19).

ZIKA

El cuadro clinico de los pacientes con ZIKV fue el méas amplio, ademas de los sintomas
generales, los pacientes infectados presentan sintomas articulares, de vias respiratorias y
gastrointestinales. Estos pacientes presentan los sintomas que refiere la DGE y la PAHO,

sin embargo, consideramos que el exantema deberia caracterizarse como pruriginoso con
una sensibilidad de 70% y especificidad del 100%.

Al igual que en las otras ETV estudiadas encontramos una disminucion significativa en las
concentraciones de Hb y Hto en comparacion con el grupo sano.

En los pacientes con ZIKV nuestro estudio no encontr6 diferencia significativa con
respecto a los controles en las concentraciones séricas de IFNy, IL-10 ni TNFa. Se observo
aumento de IL-6 en el grupo de ZIKV sin ser significativo. Lo anterior, nos sugiere una
respuesta predominante de Th2.

Tappe y Naveca encuentran incremento de IL-6 en pacientes con ZIKV (5,117). Al igual
que nuestro equipo, Tappe no encuentra diferencias significativas en IFNy, IL-10 ni
TNFo(5) en contraste Naveca encuentra un incremento significativo de IFNy y TNFa en
los pacientes con ZIKV(117), mientras Barros solo reporta incremento de IFNy en
pacientes con ZIKV(118). Finalmente, Kam detecta elevacion significativa de IFNy, IL-10
y TNFa en los pacientes con ZIKV ademas de incremento significativo de [FNy y TNFa en
pacientes embarazadas con presencia de anomalias fetales(119).

En nuestro estudio es interesante el incremento en las concentraciones del FvW en los
pacientes con ZIKV en comparacion a los controles, lo que probablemente nos indique una
mayor disfuncioén endotelial.

Ademas las concentraciones mas elevadas de PF-4 en el grupo ZIKV en comparacion al
grupo de CHIKV, nos indica activacion plaquetaria, y pudiera implicar un papel
importante en la conversion del monocito a macréfago con una polarizacion M4(120).

CORRELACION ENTRE BIOMARCADORES Y CITOMETRIA HEMATICA

A pesar de encontrar una respuesta inflamatoria e inmunologica de baja intensidad, con
liberacion de pequefias cantidades de moléculas, son suficientes para generar una
depuracion adecuada del virus. Nosotros evaluamos las correlaciones entre estas moléculas.
El virus en conjunto con las proteinas de la saliva del mosquito, activa a las células
residentes del sitio afectado (45), estas células favorecen una respuesta inflamatoria, asi
como liberacion de factores quimiotacticos que atraen células al sitio de la lesion, las cuales
también son susceptibles de infeccion. Al mismo tiempo la lesion tisular libera Factor
tisular, activando a la trombina y posterior activacion plaquetaria, las cuales liberan
diversas moléculas de sus granulos. Las células infectadas inicialmente liberan IL-6
orquestando la respuesta inmunoldgica. IL-6 presenta una correlaciébn negativa con
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linfocitos en sangre, debido a que la IL-6 activa a linfocitos T y favorece la diferenciacion
de linfocitos B, esto condiciona una migracion de estas células hacia el sitio de la lesion,
por lo cual disminuye su concentracion sérica. También encontramos una correlacion
positiva de IL6 con BT y sP-selectina, lo cual puede deberse a que la IL-6 induce la
activacion plaquetaria como se ha observado en otros estudios(121)(122), aunque todavia
se desconocen los mecanismos.

Se obtuvo una correlacion positiva de BT con leucocitos e IFNy. En nuestra poblacion
observamos que las pequenas cantidades de BT liberada es suficiente para actuar como
quimioatrayente de leucocitos y fibroblastos. Estos leucocitos pueden ser quienes liberan
IFNy. El IFNy se asoci6 positivamente con FvW, esto puede ser debido a que IFNy puede
inducir la expresion de especies reactivas de oxigeno y generar dano endotelial. E1 FvW se
correlaciona con VPM, debido a que al activarse corriente abajo produce una activacion
plaquetria(123). El IFNy también se correlacion con incremento de VPM, esto puede
deberse a que el IFNy favorece el microambiente para la activacion plaquetaria.

La disminucion de IFNy se asocia con disminucion de TNFa . Esto se deba a que el IFNy
favorece las vias de transcripcion para la expresion de TNFo(124). Al observar el IFNy
con poca elevacion proponemos que la respuesta inmunolédgica es mediada por IFN tipo 1
en estas infecciones. TNFo presento una correlacion positiva con IL-10, esto debido a los
mecanismos de inmunorregulacion. Las concentraciones bajas de IL-10 se asociaron con
aumento en la cantidad de basoéfilos quienes probablemente tengan un importante papel en
la liberacion de histamina y presentacion del exantema. A su vez IL-10 se correlaciona
negativamente con VPM, debido a que el ambiente antiinflamatorio también puede
disminuir la activacion plaquetaria. El VPM se correlaciona negativamente con PF-4 por lo
que creemos que se deba un efector autorregulador para disminuir la activacion plaquetaria.

CONCLUSIONES

Las infecciones por ZIKV, DENV y CHIKV presentan activacion plaquetaria, como se
muestra en la Figura 12. Se propone que los fibroblastos, células endoteliales y macrofagos
residentes son las primeras c€lulas infectadas por ZIKV, DENV y CHIKYV, estas liberan IL-
6, la cual genera una respuesta inflamatoria, las pequefias concentraciones de IL6 son
suficientes para activar a los linfocitos T y B, asi como favorecer la diferenciacion de los
linfocitos B. Los linfocitos activados a su vez liberan IFNy y favorecen la expresion de
TNFa.

Se conoce que la IL-6 también tiene un efecto pirogénico, por lo que durante estas
enfermedades se presenta la fiebre, a su vez la fiebre incrementa el metabolismo muscular
por lo que se presentan las mialgias y dolor retroocular (91). Este ambiente inflamatorio,
estimulan a linfocitos B, monocitos y queratinocitos para liberar IL-10, para regular este
ambiente inflamatorio, favoreciendo la disminucion en la produccién de Basofilos y
disminucioén en la actividad plaquetaria que se refleja con disminucion del VPM.

De forma simultanea la lesion endotelial y el ambiente inflamatorio activa a las plaquetas,
las cuales liberan el contenido de sus granulos. Entre las moléculas liberadas encontramos
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sCD40L, PF4, BT, y sP-selectina entre otros. La sP-selectina favorece el rodamiento de
basofilos y posterior migracion al sitio de lesion. La migracion de basofilos ocasiona sus
bajas concentraciones sanguineas y consideramos que la sP-selectina al mantenerse unida a
otras células no fue posible detectar mayores concentraciones. Los basofilos liberan
diversas citoquinas, prostaglandinas, factor activador plaquetario e histamina. La histamina
puede ser la sustancia que condiciona el exantema y el prurito en estos padecimientos.
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Figura 12. Respuesta inflamatoria y plaquetaria durante la infeccion por ZIKV, DENV, CHIKV.

También observamos pocas cantidades de sCD40L lo cual también puede deberse a que se
mantiene unido a otras células ejerciendo sus acciones por lo que no fue detectable de
forma significativa mediante ELISA. El PF-4 favorece la diferenciacion monocito a
macrofago con una polarizacion M4, lo que favorece la liberacion principalmente de
TNFa. PF-4 pudiera tener un efecto regulador para disminuir la activacion plaquetaria de
acuerdo a nuestros hallazgos.

En este contexto es importante puntualizar que las infecciones por CHIKV, ZIKV y DENV
tienen un comportamiento inmunoldgico muy parecido con algunas diferencias. En el caso
de ZIKV observamos activacion plaquetaria y endotelial mientras que CHIKV cursa con
una respuesta inflamatoria méas importante. En este estudio se logré comprobar activacion
plaquetaria en estas infecciones la cual es més evidente en la infeccion por ZIKV, lo cual
no se ha descrito en otros estudios. Las diferencias encontrados entre nuestras citoquinas y
otros estudios puede deberse a una diferencia étnica en la respuesta inmunoldgica como fue
demostrado para el caso de dengue por Restrepo (125) aunado al comportamiento bimodal
de TNFa e IFNy como lo describe Gémez (117), por lo que una solo toma, no describe el
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comportamiento real de los biomarcadores. El perfil inmunolégico bajo que encontramos
en esta zona endémica se debe a una eficiente eliminacion del virus, ocasionando
eventualmente un impacto desfavorable por mecanismos inmunorreguladores que ocasiona
afectaciones cronicas en el caso de CHIKYV asi como neuroldgicas en el caso de ZIKV o
hemorragicas en el caso del DENV.

PERSPECTIVAS

Debido al pequeio numero de casos en nuestros grupos, la fuerza de las observaciones son
limitadas y se requieren estudios mas amplios para corroborar estos resultados.

Seria interesante realizar la deteccion de biomarcadores de activacion plaquetaria mediante
citometria de flujo, ya que tiene mayor sensibilidad y especificidad. Ademas, estos
hallazgos podrian ser relevantes en el conocimiento de la fisiopatologia para entender mejor
estas enfermedades y sus implicaciones, para lograr establecer estrategias terapéuticas mas
efectivas.
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ANEXOS

Anexo 1. Abreviaturas

ALT Alanino amino transferasa

AST Aspartato amino transferasa

BT Beta-tromboglobulinda

C Capside

CCL Quimiocina (motivo C-C) ligando

CD40L C¢élula Dendritica Sistema de Ligando 40

CDC Centers for disease Control and Prevention

CHIKYV Virus del chikungunya

CLEC4M Lecitina tipo C familia del dominio 4 miembro M. Del ingles C-type lectin
domain family 4 member M.

CXCL Quimiocina CXC

DC-SIGN C¢lula dendritica especifica - molécula de adhesion intercelular -3 no integrina.
Del Inglés: Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-
integrin

DENYV Virus del dengue

DGE Direccion General de Epidemiologia

DNA Acido Desoxirribonucleico

E Envoltura

EDTA Etilenamintetracético

ELISA Ensayo inmunoenzimatico sobre fase solida

EVT Enfermedad transmitida por vector

FGA Cadena alfa de fibrindgeno

FGB Factor de crecimiento de fibroblastos

FHD Fiebre por dengue hemorragico

GM-CSF Factor estimulante de colonias granulocito-macrofago

HIV Human inmunodeficiency virus

HSP Proteinas de choque térmico

ICAM Molecula de adhesion intercelular

IFN Interferén

IL Interleucina

IL1-RA Receptor antagonista de interleucina 1

IP Interferon

IP-10 Interferén gamma-proteina inducible 10 (También conocida como CXCL-10)
L-SIGN SIGN del higado y nddulos linfaticos. Del inglés liver and lymph node-SIGN,
también conocido como CLEC4M

LESP Laboratorios estatal de salud publica

M Membrana

MCP Proteina quimioatrayente de monocitos

MIP-1a Proteina inflamatoria de macrofagos 1-alfa

NET Neutroéfilo

NSp proteinas no estructurales

PAHO Organizacion panaméricana de la Salud

PCR Proteina C reactiva
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RANTES Quimiocina también conocida como CCL5
RNA Acido desoxirribonucleico

RT-PCR Reaccion en cadena de polimerasa reversa
RT-gPCR Reaccion en cadena de polimerasa reversa cuantitativa
SE semana epidemiologica

SGB Sindrome de Guillain Barré

TLR4 Receptor tipo Toll 4

TNF-a Factor de necrosis tumoral alfa

uPAR Receptor de uroquinasa

VCAM Molécula de adhesion vascular

VEGF Factor de crecimiento endotelial vascular
VPM Volumen plaquetario medio

VPS13C Proteina vacuolar tipo 13 homologo C
VSG Volumen de sedimentacion globular

WNYV Virus del Oeste del Nilo

ZIKV Virus de zika
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Anexo 3. Carta de Aprobacion de UMSNH

Facultad de Ciencias: Miédicas: ¥y Biolégicas
"D, I;gmip»@héé\ie‘z'."

SECRETARIA ACADEMICA
ASUN TO: INFORMACION

Morelia, Mich., 15 de Marzo de 2017.

C. DRA. GEORGINA ORTIZ MARTINEZ
ALUMNA DE LA MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA SALUD
POSGRADO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS Y BIOLOGICAS

“DR. IGNACIO CHAVEZ”
PRESENTE

Le notifico que el protocolo de investigacion que Usted presentd ante esta Secretaria Académica a
mi cargo, y cuyo titulo es "Estudio de biomarcadores inflamatorios y de activacion
plaquetaria en infecciones virales emergentes en México: Dengue,
Chikungunya y Zika" y que fue sometido a la evaluacion del Comité de Investigacion y Etica
en Investigacion de esta Dependencia Universitaria, quien (es) de acuerdo con las
recomendaciones de sus integrantes y de los revisores consideraron que cumple con la calidad
metodoldgica y los requerimientos de ética y de investigacion vigentes, por lo que el protocolo fue
AUTORIZADO, habiéndose asignado el nimero de registro de la dependencia siguiente:

COMITE DE INVESTIGACION Y AREA

N2 DE REGISTRO
ETICA EN INVESTIGACION B

POSGRADO

"DR. mNACIQiCHAVF?"

Se le solicita informar del grado de avance del mismo acorde: al cronograma de actividades asi como
el titulo de la revista, volumen, afio y paginas Una vez que el mismo sea publicado. En caso de que:
el mismo contemple la graduacion de un alumnoindicar fecha y grado académico obtenido. :

FACULTAD DE CIENCIAS
MEDICAS Y BIOLOGICAS

DR. MARIO MIGUEL ANGHY MIERRERA CRASRER T
SECRETARIGJAQADY gc\-uﬂ@féﬁ

“¢.c.p. Coordinador de la Investigacion Cientifica. UMSNH
¢.c.p. Archivo y Correspondencia de la Faculiad
¢.c.p. Archivo de la Secretaria Académica.
c.c.p. Jefatura de Investigacion Fac Cs Med y Biol. “Dr. [gnacio Chivez™

DR.AVO/sgg*
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Anexo 4. Carta de Aprobacion de IMSS

SIRELCIS Pagina 1 de |

[ N
Direccion de Prestaciones Médicas ’

s Unidad de Educacion, Investigacidn y Politicas de Salud
- — Coordinacion de Investigacion en Salud IMSS

12 de diciembre del 2016
Ref. 09-B5-61-2800/201600/ 3250

Dr. ORTIZ MARTINEZ GEORGINA
COORDINACION CLINICA DE MEDICINA

Michoacéan
Presente:

Informo a usted que el protocolo titulado: Estudio de biomarcadores inflamatorios y de activacién
plaquetaria en infecciones virales emergentes en México: Dengue, Chikungunya y Zika. , fue sometido a
la consideracién de esta Comision Nacional de Investigacion Cientifica.

Los procedimientos propuestos en el protocolo cumplen con los requerimientos de las normas vigentes, con
base en las opiniones de los vocales del Comité de Etica en Investgacion y del Comité de Investigaci6n de la
Comision Nacional de Investigacién Cientifica del IMSS, se ha emitido el dictamen de APROBADO, con
numero de registro: R-2016-785-104.

De acuerdo a la normatividad vigente, debera informar a esta Comision en los meses de enero y julio de cada
afio, acerca del desarrollo del proyecto a su cargo. Este dictamen solo tiene vigencia de un afio. Por lo que en
caso de ser necesario requerira solicitar una reaprobacién al Comité de Etica en Investigacién de la Comision
Nacional de Investigacié /L‘ientiﬁca, al término de la vigencia del mismo.

Atentamente,

Dr. Fabio Sal
Presidente
Comision Naciondl de Investigacion Cientifica

€Z

Anexo comentarios:
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