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Estudio comparativo de biomarcadores de activacion plaquetaria e inflamacién entre
pacientes con infeccidn por virus Zika y pacientes con fiebre de inicio agudo.

RESUMEN

Introduccion: El Zika, es una viremia que tiene un cuadro clinico inespecifico y que se ha
asociado con otras complicaciones como Sindrome de Guillain-Barré y Sindrome
Congénito. La respuesta inmune desplegada ante infecciones .incluye un estado
inflamatorio que se caracteriza por una elevacion de citocinas Por otra parte la fiebre, es un
signo relacionado pero no exclusivo de las infecciones que esta incluido en la infeccion
Zika. La fiebre es originada por citocinas como IL-1, IL-6, TNF a e IFN y. Por otra parte,
las plaquetas son células que participen en la respuesta inmune en infecciones bacterianas y
virales, y como también son mediadoras de la inflamacion. Las plaquetas se activan en
infecciones y las lesiones vasculares, liberando biomarcadores de activacion como el PF-4,
B- TG, CD40Ls y P- selectina, FvW.

Objetivo: Determinar si existe activacion plaquetaria en la infeccion por virus Zika a
través de la cuantificacion de biomarcadores plaquetarios (VPM, PF-4, B- tromboglobulina,
CD40Ls, P- selectina) y dafo endotelial (FvW)

Material y Meétodos: Se colectaron muestras sanguineas de suero y plasma citratado de
pacientes con probable infecciéon por Zika, con fiebre de inicio agudo y de sujetos
aparentemente sanos como control. A las muestras se realizo el diagnostico confirmatorio
de infeccion Zika por RT-PCR. Los biomarcadores de activacion plaquetaria (PF-4, B-
tromboglobulina, CD40Ls, FvW y P- selectina) y de inflamacion (IL 10, IL6, TNF a e
IFN v) se cuantificaron por medio de la técnica ELISA.

Resultados: La definicion operacional de caso sospechoso de Zika solo se cumplio en el
50% de los pacientes positivos. Los pacientes con Zika mostraron ligera neutrofilia e
incremento en el VPM. De los Biomarcadores cuantificados en suero y plasma, 4
resultaron con diferencias significativas entre los tres grupos de estudio, el FvW ylaIL6 se
encontraron elevados en el grupo de Zika (p=0.002)(p=0.004) y fiebre (p=0.002)
(p<0.0001) respectivamente en comparacion al grupo control. La BTG se elevd en el
grupo de Zika (p=0.015) respectd al grupo de fiebre y grupo con trol (p=0. 021). Por
ultimo el TNF a resulté incrementado respecto al grupo de Zika (p=0.015) y grupo control
(p<0.0001).

También se encontraron correlaciones entre los biomarcadores de activacion
plaquetaria/dano endotelial e inflamatorios: VPM con IFN vy (tho=0.320, p<0.0001), IL 6

(rho=0.329, p<0.0001), TNF a (rho=0.330, p<0.0001), FvW(rho=0.346, p<0.0001), e
IL10(rho= -0.426, p<0.0001), asi como PF4 e IL10 (tho=0.178, p=0.040), Psel e IFN y
(rtho=0.203, p=0.018) y FvW con IFN vy (tho=0.284, p=0.001) FvW con IL6 (rho=0.205,
p=0.022).

Conclusiones: Los pacientes con infeccion por virus Zika presentan biomarcadores de
activacion plaquetaria y de dafio endotelial elevados que correlacionan con biomarcadores
de inflamacion lo cual sugiere que las plaquetas estdn involucradas en la respuesta
inmunolodgica a la infeccidn por virus Zika

PALABRAS CLAVE Zika, fiebre, biomarcadores de activacion plaquetaria e inflamacion,
activacion plaquetaria.



Comparative study of biomarkers of platelet activation and inflammation among
patients with Zika virus infection and patients with acute onset fever.

SUMMARY

Introduction: Zika is a viremia that has a nonspecific clinical picture and that has been
associated with other complications such as Guillain-Barré Syndrome and Congenital
Syndrome. The immune response displayed before infections .includes an inflammatory
state that is characterized by an elevation of cytokines. On the other hand, fever is a related
but not exclusive sign of the infections that is included in the Zika infection. Fever is
caused by cytokines such as IL-1, IL-6, TNFa and IFN y. On the other hand, platelets are
cells that participate in the immune response in bacterial and viral infections, and as they
are also mediators of inflammation. Platelets are activated in infections and vascular
lesions, releasing activation biomarkers such as PF-4, B-TG, CD40Ls and P-selectin, FvW.

Objective: To determine if there is platelet activation in Zika virus infection through the
quantification of platelet biomarkers (MPV, PF-4, B-thromboglobulin, CD40Ls, P-selectin)
and endothelial damage (VWF)

Material and Methods: Blood samples were collected from serum and citrated plasma
from patients with probable Zika infection, with acute onset fever and apparently healthy
subjects as control. A confirmatory diagnosis of Zika infection was performed on the
samples by RT-PCR. The biomarkers of platelet activation (PF-4, B-thromboglobulin,
CD40Ls, FvW and P-selectin) and inflammation (IL 10, IL6, TNF o and IFN y) were
quantified by means of the ELISA technique.

Results: The operational definition of a suspected Zika case was only met in 50% of
positive patients. Patients with Zika showed mild neutrophilia and increased MPV. Of the
quantified Biomarkers in serum and plasma, 4 resulted with significant differences between
the three study groups, the VWF and the IL6 were found elevated in the Zika group (p =
0.002) (p = 0.004) and fever (p = 0.002 ) (p <0.0001) respectively compared to the control
group. BTG was elevated in the Zika group (p = 0.015) with respect to the group of fever
and troll group (p = 0.021). Finally, TNF o was increased with respect to the Zika group (p
=0.015) and control group (p <0.0001).

Correlations were also found between biomarkers of platelet activation / edothelial damage
and inflammatory: FPV with IFN vy (rho = 0.320, p <0.0001), IL 6 (rho = 0.329, p <0.0001),
TNF o (tho = 0.330, p <0.0001 ), FvW (rho = 0.346, p <0.0001), and IL10 (rho = -0.426, p
<0.0001), as well as PF4 and IL10 (tho = 0.178, p = 0.040), Psel and IFN vy (rho = 0.203, p
= 0.018) and VWF with IFN y (rho = 0.284, p = 0.001) VWF with IL6 (rho = 0.205, p =
0.022).

Conclusions: Patients with Zika virus infection have biomarkers of elevated platelet
activation and endothelial damage that correlate with inflammation biomarkers, suggesting
that platelets are involved in the immune response to Zika virus infection.

KEY WORDS Zika, fever, biomarkers of plaque activation and inflammation, platelet
activation



ABREVIATURAS

ADAMTS 13 disintegrina y metaloproteasa con trombospondina tipo 1 motivo no. 13
ARN. Acido ribonucleico

AXL Receptor tirosina quinasa

BH. Biometria Hematica

B-TG: Beta-Tromboglobulina

°C: Grados Celcius.

CDA40Ls. Ligando CD40 soluble

CD62 P P-selectina

CHIKYV virus del Chikungunya

DC- SIGN, molécula de adhesion intercelular (Dendritic Cell-Specific Intercellular
adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin)

DEET, N, N-Dietil-meta-toluamida,

DGE Direccion General de Epidemiologia

DENV Virus del Dengue

dNTP deoxinucleésido trifosfato

EDTA-K2 Anticoagulante de acido etildiaminotetraacético di-potasico
ELISA ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas

FVIII Factor de la coagulacion VIII

FvW: Factor von Willebrand

GP Glicoproteina

HGZ/MF Hospital General de Zona con Medicina Familiar

IFN v: Interferon gamma

IgG inmunoglobulina G, anticuerpos de memoria

IgM inmunoglobulina M, de fase aguda.

IL interleucina

IMSS: Instituto Mexicano del Seguro Social

InDRE Instituto de Diagnostico y Referencia Epidemioldgicos

kD. KiloDaltones.

NAT test de acidos nucleicos

Nm nanoémetros

NET neutrophil extracellular trap (red extracelular del neutréfilo)

PF4: factor plaquetario

ph unidad de medida de acidez o basicidad en soluciones

PRNT. Plaque Reduction Neutralization Assay

RNAm RNA mensajero

RPM: Revoluciones por minuto

RT-PCR: reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa en tiempo real
PSGL-1 ligando de glicoproteina P-Selectina 1

SINAVE: Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiologica

SGB Sindrome de Guillain-Barré

SS Secretaria de Salud

TIM-1 dominio de mucina 1 de la inmunoglobulina de las células T del receptor de la
superficie celular

TNF a: Factor de Necrosis Tumoral alpha



Tyro, receptor de proteina tirosina quinasa (PTK)
uL microlitros

UMF: Unidad de Medicina Familiar

VHB Virus de la Hepatitis B

VHC Virus de la Hepatitis C

VIH Virus de la Inmunodeficiencia Humana
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VIRUS ZIKA

Generalidades virus Zika

El virus Zika es un arbovirus, esta palabra tiene su origen del acréonimo en inglés
ARthropod-BOrne VIRUSes y hace alusion a los virus que son transmitidos por artropodos.
Los arbovirus son genéticamente muy diversos y se dividen en grupos con mas de 600
miembros, sin embrago, al menos 80 de ellos son conocidos como patéogenos para el
humano. Los arbovirus que son clinicamente importantes y que son transmitidos por la

picadura de mosquito se encuentran distribuidos en tres familias diferentes (1):

Flaviviridae: que incluye al virus del Dengue, Zika, Fiebre Amarilla, y del Nilo Occidental.
Togaviridae: que incluye al virus del Chikungunya, bosque Semliki y encefalitis equina
Venezolana.

Bunyaviridae: que incluye al virus de La Crosse.

El virus Zika pertenece al Género Flaviviridae, y a la familia de los Flavivirus (2), a esta
misma familia pertenecen virus como el dengue, el virus de la fiebre amarilla y el virus de
la Hepatitis C. Este virus causa la enfermedad con el mismo nombre: Zika.

Actualmente se conocen dos linajes del virus, el linaje Asiatico y el linaje Africano (3) .

Este virus es transmitido principalmente la hembra Aedes aegyptii y albopictus que estan

ampliamente distribuidos por el mundo.

Formas de transmisiéon

La principal forma de transmision de la infeccion de Zika es por la picadura de la hembra

(portadora del virus) del mosquito del género Aedes aegyti y Aedes albopictus, la hembra se



infecta al picar a una persona que tiene la viremia y al picar a otra persona, al ser ya

portadora, ésta le transmite el virus.

Figural. Mosquitos transmisores del virus Zika

A la derecha mosquito Aedes aegypty, a la izquierda Aedes albopictus

Aunque ésta es la principal de transmision, también se han documentando otras formas de

trasmision menos frecuentes como via materno-fetal (4) y por transmision sexual (5).

El virus se ha detectado no sélo en sangre sino también en saliva, orina, semen, leche
materna y fluidos vaginales (6) y liquido amniético (7), por lo que otras posibles formas de
transmision estan en investigacion. El tiempo de deteccion del virus en las diferentes
muestras es muy variado, se tiene evidencia por ejemplo, de muestras que son positivas

hasta después de varios meses después de la infeccion (8).

Otras formas de transmision por medio de transfusion sanguinea (9) y por transfusion

plaquetaria estan en estudio (10).

Estructura del virus Zika

Es un virus con capside de forma icosaédrica que mide de 50 a 60 nandometros y estd
compuesto por RNA, monocatenario y es de sentido positivo (direccion 5' a 3'). Su genoma
estd compuesto de 10.7 kilo bases. El genoma contiene regiones 5' y 3' no traducidas que

flanquean un tnico marco de lectura abierta ORF (open reading frame) (11).
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Figura2. Estructura del virus Zika (12)

Su RNA se traduce a una poliproteina inica que tiene 3423 aminoacidos de longitud, y
codificada para de diez proteinas, tres proteinas estructurales:(C ) Capside, (prM/M) Pre-
membrana y (E) Envoltura; y siete proteinas no estructurales NS (NS1, NS2A, NS2B,NS3,
NS4A, NS4B, y NS5) que son necesarias para el ensamblaje y replicaciones de los viriones

maduros (13).
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Figura 3. Descripcion de las proteinas del virus Zika(13)

Se especula que debido a cambios en el codon NS1 del genoma, el virus se pudo adaptar a

los humanos (14).



Mecanismo de patogenicidad

El mecanismo de patogenicidad asi como la respuesta inmune no estan del todo
dilucidadas, pero se conoce que el mecanismo de infeccion del virus Zika es por medio de
la piel en la mayoria de los casos, cuando se adquiere la infeccidon por la picadura del
moquito, de esta forma infecta a los fibroblastos de la dermis, células dentriticas inmaduras
y queratocitos de la epidermis, el virus Zika logra infectar a estas células por medio de la

interaccion de factores de adhesion como Tyro-3, DC- SIGN, AXL y TIM-1(15).

La combinacion de la envoltura viral con el endosoma de la membrana de la célula huésped
desencadena un mecanismo de penetracion del genoma del virus hacia citoplasma debido al
pH acido dentro de los endosomas celulares. La membrana de la célula huésped produce un
entorno idoneo para la replicacion viral en el Reticulo endopldsmico, después el virion
maduro es liberado al citoplasma de las células donde es liberado por medio de exocitosis.
Este virion maduro es capaz de infectar a otras células. Después de su replicacion en el sitio
primario de inoculacion, el virus se propaga a través de los ganglios linfaticos donde

después es esparcido por el torrente sanguineo, causando asi la viremia (16)
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Figura 4: Mecanismo de replicacion del virus Zika(16)



Respuesta inmune a arbovirus

Para entender la respuesta inmune a los arbovivirus tiene tres partes fundamentales en la

infeccion: el trauma de picadura del mosquito, la saliva del mosquito y la infeccion al virus.

Virus is transmitted with mosquito saliva
into the dermis
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Figura 5. Respuesta Inmune después del arbovirus (1)

“Después de la picadura del mosquito, se interrumpe la continuidad del vaso sanguineo y
de la dermis. El mosquito inyecta saliva que tiene microbiota y sustancias bioactivas que
causan inflamacion y que recluta leucocitos. El trauma ocasionado por la picadura también
genera también inflamacion.

La saliva del mosquito desencadena la degranulacion de mastocitos que liberan histamina
y quimiocinas para el reclutamiento de leucocitos, (1), también se aumenta la
permeabilidad de los vasos sanguineos (2) y deriva a una fuga del plasma hacia la piel
causando edema (3). El virus infecta a células del estroma como fibroblastos y células
Detriticas (DC) o macréfagos (MF) residentes de las dermis (4). El trauma por la picadura,
la saliva y la infeccion conducen al reclutamiento de neutrofilos (5), €stos a su vez secretan



atrayentes adicionales para reclutar monocitos (6). Los monocitos se diferencian por las CD
inflamatorias y las MF que pueden ser objetivo en una segunda ola de infeccion por el virus
(7). Al mismo tiempo, las DC de la dermis residentes migran a lo largo de los vasos
linfaticos hacia los ganglios linfaticos. La diseminacion de este virus puede acelerarse a
través de la filtracion de plasma inducida por saliva en la piel y contribuir a la
exacerbacion de la gravedad de la enfermedad (10), después el virus puede diseminarse
hacia 6rganos como cerebro, higado, pulmon y/u otros 6érganos” (1).

La respuesta inmune en la infeccion de Zika, ain no se conoce del todo. De manera
interesante se ha demostrado que la infeccion humana por Zika induce una reduccion de

IFN-y que producida por las células T CD4 (17).

También es sabido que los anticuerpos especificos de Zika aparecen en suero de 2 a 3 dias
del inicio de fiebre en la infeccidon. Las células B secretan inmunoglobulinas especificas
para Zika como IgG, IgA e IgM y se vuelven practicamente indetectables en circulacion 20

dias después del inicio del a fiebre (18).

Manifestaciones clinicas y definicion operacional

Se aproxima que el 80% de las personas que cursan con esta viremia son
asintomaticas(19)(15), 20% desarrolla una fiebre muy similar a otras fiebres virales, como
el Dengue y la influenza y se estima que Menos de 1% de los pacientes desarrolla sintomas
neurologicos variables (desde una rigidez de nuca y desorientacion hasta una paralisis
flacida aguda, meningoencefalitis y muerte) (19) . En los pacientes que llegan a presentar
sintomas, se estima que el virus presenta un tiempo de incubacién entre 3 a 12 dias, con
manifestaciones de aproximadamente de 2 a 7 dias, estds manifestaciones por lo general

son autolimitantes (20).

De acuerdo a los lineamientos del InDre se define como Caso Probable de Enfermedad por
el Virus Zika al Paciente que presente exantema (generalmente maculopapular y

pruriginoso) y al menos dos o mas de los siguientes signos o sintomas (19):

e Fiebre,



oCefalea,
¢ Conjuntivitis (no purulenta/hiperemia)
e Artralgias,
e Mialgias,
e Edema periarticular,
e Prurito,
e Dolor retroocular
¢ y ademas se identifique alguna asociacion epidemiologica:
¢ Presencia del vector Aedes aegypti o albopictus, o
¢ Antecedente de visita o residencia en areas de transmision en la ultimas dos
semanas previas al comienzo del cuadro clinico, o
e Existencia de casos confirmados en la localidad.
e Tenga antecedente de contacto sexual sin proteccion en las 2 semanas previas a la
aparicion de los sintomas, con una persona que en las 8 semanas previas al contacto
sexual tenga antecedentes de residencia o viaje a un area con transmision local del

VZIK o con presencia de vectores.

e Caso Probable en mujeres embarazadas de Enfermedad por el Virus del Zika: Toda
mujer embarazada que presente dos o mas de los siguientes signos o sintomas: fiebre,
exantema, conjuntivitis (no purulenta), cefalea, mialgias, artralgias o dolor retroocular,

edema periarticular, prurito y que se identifique alguna asociacion epidemiologica.

e Caso Confirmado de Enfermedad por el Virus del Zika: Todo caso probable con
resultado positivo a Zika mediante la deteccion de ARN viral mediante RT-PCR en tiempo
real en muestras de suero tomado en los primeros cinco dias de inicio del cuadro clinico. En
seguimiento a casos de Sindrome de Guillain-Barré¢ (SGB) asociados a Zika, positivos
mediante RT-PCR en tiempo real, en muestras especificadas desde el inicio de la paralisis

hasta el dia 17. Las muestras idoneas son la orina y saliva.



Tratamiento, prevencion y vacuna

Actualmente no existe farmaco antiviral especifico para la infeccion virus Zika, por lo que
el tratamiento consiste en medicamentos que ayuden a aminorar los sintomas, como
antiinflamatorios no esteroideos, analgésicos no salicilicos (como el paracetamol) y
antihistaminicos para contrarrestar el prurito asociado al exantema. No se aconseja el uso
de aspirina debido al riesgo de sangrado y el riesgo de desarrollar sindrome de Reye en
nifos menores de 12 afnos de edad. También se recomienda reposo y la ingesta de
abundantes liquidos para reponer la deplecion por sudoracidon, vomito y otras pérdidas

insensibles (21).

A pesar de haber varios grupos de investigadores que tienen en desarrollo la vacuna (22) ,

¢ésta atin no ha sido aprobada para humanos en la fase clinica.

Debido a que atin no hay tratamiento ni vacuna para esta infeccion, la OMS recomiendas

seguir ciertas algunas medidas para evitar la infeccion (20):
Para evitar la picadura del mosquito:

« Utilizar ropa de manga larga y que cubra las areas expuestas, preferentemente de
colores claros.

¢ Instalar barreras fisicas como mosquiteros en puertas y ventanas, también se
recomienda el uso de pabellones. Asi como cerrar puertas y ventanas con el fin de
evitar el paso al vector

% Utilizar repelentes de insectos que contengan DEET, IR3535 o icaridina, en areas
del cuerpo expuestas al piquete del mosquito, siguiendo las instrucciones de la ficha
técnica del producto.

¢ Las autoridades sanitarias pueden aconsejar la fumigacion con insecticidas.

s Evitar el nicho ecoldgico del mosquito, limpiando periddicamente, asi como

volteando, tirando y tapando recipientes que puedan acumular agua como cubetas,

neumaticos, macetas, trastes, tapaderas, etc. (Campana: lava, tapa, voltea y tira).



Para evitar la infeccion por trasmision sexual:

¢ El caso de las areas donde haya infeccion activa del virus, a poblacion con vida
sexual activa y especialmente en el caso de las mujeres embarazadas (con el fin
de prevenir posibles resultados adversos del embarazo y eventuales perjuicios
para el feto), se recomienda el uso de preservativo o abstinencia durante el
embarazo.

¢ En caso de haber viajado a una zona endémica, al regreso de la zona de origen
donde atn no hay evidencia del virus circulando, se recomienda mantener

relaciones sexuales seguras o abstinencia sexual durante seis meses.

Debido a que no se han documentado casos de reinfeccion, se considera que la primera

infeccion confiere proteccion ante segundas exposiciones al virus (23).

De forma interesante podemos destacar el reporte de casos donde un mismo paciente es
portador del virus Zika y Dengue o Chikungunya, o inclusive Dengue, Zika y
Chikungunya (24).

Origen virus Zika

El virus Zika fue identificado por primera vez en 1947, en Uganda Africa, en un bosque
ubicado en la region de Entebbe llamado Zika, de aqui viene el nombre del virus. Este
hallazgo se hizo en un mono Rhesus que era monitoreado con el fin de estudiar la fiebre

amarilla selvatica.

Pero no fue hasta cinco afios mas tarde en 1952, que el virus Zika fue identificado en el

suero de un mono Rhesus infectado por virus Zika en Uganda, Africa (25).

En 1968, en Nigeria, se aislo el virus Zika en muestras humanas demostrando asi la

potencial infectividad del virus en humanos(26) (27).



Esparcimiento global y complicaciones asociadas

El virus se fue esparcio por medio de su vector y causo el primer brote importante de abril a
julio del 2007 en la Isla Yap en Micronesia. En este brote se notificaron 185 casos
sospechosos, de los cuales sélo se pudieron confirmar 49 casos y se estim6 que el 73% de

la poblacién mayor a 3 afios contrajo la infeccion (28).

El segundo brote relevante ocurrid en la Polinesia Francesa, en octubre del 2013 y finalizo
en febrero del 2014. En este brote se registraron un aproximado de 8,262 casos sospechosos
de infeccidon por virus Zika, de los cuales solo se pudieron confirmar 396 casos por RT-
PCR. Ademas se registraron, alrededor de 70 casos de infeccion por Zika que incluian
complicaciones, entre éstas se encuentran 38 casos de Sindrome de Guillain-Barré, 25 casos
de diversas complicaciones neuroldgicas (meningoencefalitis, encefalitis, parestesias,
parélisis facial y mielitis) y 7 casos de otras complicaciones que incluian puarpura

trombocitopénica inmune, afecciones oftalmolédgicas y cardiacas. (29).

2007 2008-12 2013

N\
\\ //
Yap Island:

Fast outbreak

French Polynesia:

No reported outbeeaks
Secc uthreak; first severe

s, non-vector-bome

2014-16

Aoreak in
ertal USA

— 2015-16

e B Spread in 43
S _——— countries

T inthe Americas
and Caribbean

e ) f - B\ \ - May, 2035

—— inthe Americas

2015-16
Cape Verde:

First African outbreak

threaks Asan outbreaks

) Afrcan ©

Asian endenuc areas bedoce 2007 177 AMfncan endemic areas befoce 200

2016
Singapore:

Ferst Asln outheoak

Pacifhic outhreaks ) Amne

Brazil
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Virus Zika en Continente Americano y México

El primer caso autoctono en América fue reportado por el Ministerio de Salud de Chile, en
la Isla de Pascua, en febrero del 2014. Posteriormente en el mayo del 2015 el Ministerio de
Salud de Brasil, informa de la transmision del virus en 14 estados. En el brote que se
registro en Brasil se detecté un incremento de 20 veces los casos de microcefalia en areas
con transmision de virus Zika. Entre octubre de 2015 y abril de 2016 Brasil notifico 7,150
casos de microcefalia y/o malformaciones congénitas que representan un incremento
significativo en comparacion con el periodo de 2001 a 2014 cuando el promedio de

microcefalias por afio fue de 163. De estos 7,150 casos, 1168 son sugestivos de enfermedad

congénita por infeccion de virus Zika (30) .
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Figura 7.: Infeccion por virus Zika, 2015-2016, y tasas de microcefalia, 2010-2014 y 2015
en Brasil (31)
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Figura 8. Casos notificados de virus Chikungunya, Dengue, Zika, y microcefalia en el

estado de Pernambuco, Brasil, por semana epidemioldgica, 2015-2016 (32)

Debido a esta evidencia la Organizacion Panamericana de la Salud emiti6 el 1 de diciembre
del 2015 emiti6 la Alerta por Sindrome Neuroldgico, anomalias congénitas e infeccion por
virus Zika debido al incremento inusual de recién nacidos con microcelia y malformaciones

congénitas (33)

En octubre del 2015, Autoridades de Salud de Colombia notifican el primer caso autoctono

en el estado de Bolivar.

Zika en México

El virus Zika llegd a México a finales del 2015, ya que en noviembre del 2015 se confirmo
el primer caso importado en Querétaro y el mismo mes se notifico del primer caso

autoctono en el estado de Nuevo Ledn.

En el periodo del 2015 al 2017, de acuerdo a la SINAVE/DGE/SS, se confirmaron un total
del1,917 casos confirmados autdctonos de enfermedad por virus Zika en la Republica
Mexicana, siendo los estados mas afectados: Veracruz (2,100 casos), Yucatan (1,299
casos) y Nuevo Leodn (947 casos). En este periodo los casos fueron reportados en 29 de las

32 Entidades Federativas, lo que confirma la presencia del vector y el esparcimiento de la

12



viremia en casi la totalidad del territorio nacional. En el afio 2018 (Hasta la semana
epidemioldgica 29, correspondiente al mes de julio) se han confirmado un total de 89 casos

en la Republica Mexicana (34) .

=7 X ) SECRETARIA DE SALUD
/ SALUD SUBSECRETARIA DE PREVENCION Y
SURETAA(A N PROMOCION DE LA SALUD

DIRECCION GENERAL DE EPIDEMIOLOGIA

“Casos Confirmados de Enfermedad por Virus del Zika™,
Semana Epidemiologica 27 del 2018

Fecha: 16 de julio de 2018.

Casos Confirmados Autictonos de
Enfermedad por Virus del Zika, México, 20152018+

Cusos Confinnados Cusos Confinmados
Entidnd Federativa 2015 2017 2018 Total
Agusecalientes 1 ] 1
Baja Califormia 1 0 k]
Baja Califormia Sur ] | 5 56
Campeche 4 ] 04
Coahuila Kies ] ] 134
Colima 27 ] 297
Chimpas 21 1] 821
Durango 2 1 3
Gussejuato 0 £ 5
Guoerrero RS 2 i17
Hidalge m? ] 288
Jalisen 432 K] 462
México 27 1] n
Michoacin &7 1 &8
Morelos 4Mm £ &4
Nayarit 678 ] 686
Nuevo Ledn M9 1 ]
Oazara 514 1] 514
Puchla 25 0 223
Querétaro 17 ] 17
Quintans Roa KL 0 £
Sam Luic Potosi 24 6 530
Sinalon 177 7 184
Somora B4 1] 24
Tahasro 37 L) s
Tamaulipes a2 ] 202
Veracruz 2,100 2 1,102
Yuratin 1,299 1] 1,299
Lacatecss 1 0 1
Toinl 11,917 M 12,004

Tablal. Casos confirmados autdctonos de enfermedad por Virus Zika. México 2015-2018

Semana epidemioldgica 29(30 julio 2018). Fuente: SINAVE/DGE/SS

13



Algoritmo operacional en México

De acuerdo a la DGE y SS en las zonas donde no se ha identificado la circulacion del
virus Zika, a los casos que cumplan con la definiciéon de caso probable de infeccion por
virus Zika se tomard muestra al 100% de los casos probables; una vez identificada la
circulacion del virus se procederd a muestrear solamente el 5% de los casos que cumplan
definicion operacional de caso probable, a excepcion de las embarazadas que cumplan la

definicidon operacional de caso probable de infeccion por virus Zika que se tomara muestra

al 100% (35).

Complicaciones Asociadas a Zika en México: Sindrome de Guillain-Barré y Sindrome

Congénito Asociado a Zika

Respecto a las complicaciones asociadas a esta infeccion como el Sindrome de Guillain-
Barré (SGB), en México se han registrado 19 casos confirmados de SGB asociado a Zika
hasta febrero del 2018 (36) .

SALUD SUBSECRETARIA DE PREVENCION ¥

: FROMOCIONDE LA SALUD
DIRECCION GEMERAL DE EPIDEMIOLOGIA

Casos conflirmados de Sindrome de Guillain-Barré asociado a Zika en México.

Entidad
Caso | Edad | Sexo |federativa de | Institucion que realizo seguimiento y reporte | Diagnastico Estado del paciente
infeccidn
] 5 F Chiapas Seerctaria de Salud PCR Vivo
2 5 M Tahasco Secretaria de Salud PCR Vivo
3 [ F Tabasco Secrctaria de Salud PCR Vivo
4 48 M Guerrero Secrctaria de Salud PCR WVivo
5 59 3 Chiapas ISSTECH PCR Vivo
L] T M Chiapas Instituto Mexicano del Seguro Social PCR Viva
7 26 M | Quintana Roo Hospital Privado PCR Vivo
8 39 F Guerrero Institute Macional de Meurologia v Meurocirugia PCR Wivo
9 25 M Michoscin | Instituto Nacional de Newrologia y Neurpcirugia PCR Vivo
1 i M Gucrrero Institute Nacional de Neurologia y Neurocimugia PCR Vivo
11 45 F Veracruz Instituie Mexicano del Scguro Social PCR Viva
12 75 M {(uerrero Institutes Nacional de Neurologia y Neuroctrugia PCR Vivo
13 39 F Veracruz Secretaria de Salud PCR Vivo
14 I6 M Giuerrero Secretaria de Salud PCR Vivo
15 37 M Guerrero Secrctaria de Salud PCR WVivo
Sin precision,
notificado por A : = - - *
16 E1i] M Wi : Institute Macional de Neurologia y Neurocimugia PCR Vivo
Mixico
17 57 M Yucatan ISS5TECALL Baja California PCR Viva
18 S0 M Morclos Institute Mexicano del Scguro Social PCR Wivo
149 9 M Morelos Instituto Mexicano del Seguro Social PCR Viva
FLIEATE: SIRAVE/DGE/5S: : . Tha Achualizadoal & e lbwaro da 2016

Nia nclaratoric del process de confirmacin:

El procesn de eonfirmacion se realim mediante b inclussén de las pacieates a um- protecolo de estrecha vigitancea clinica v epademiolégica que consiste en
extudic y scgumicnto de b evolucion de los casos, resubtados. por Baboratorios perienecicntes a la Red Nacional y nevisién del dagnéstico final por grupe
altidiscaplinario de expertos; es por ello que el estudio minicioso de estos pacientes Bevd varkes semunas kst su plena confirmacidn,

Tabla 2. Casos confirmados de Sindrome de Guillain-Barré asociado a Zika en México,

hasta febrero 2018.Funte SINAVE/DGE/SS
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En cuanto a las anormalidades congénitas, en México hasta junio del 2018 se encuentra el
reporte de 40 casos confirmados de Sindrome Congénito Asociado a Zika por la

DGE/DGAE/InDRE/INPer (37).

Estos reportes de Sindrome de Congénito Asociado a Zika incluyen defectos de
nacimiento como microcefalia, microcefalia en uno de dos gemelos, macrocefalia,
hidrocefalia, anencefalia, pie equino varo, cardiopatia congénita, ventriculomegalia,

ventriculomegalia bilateral, craneosinostosis y anencefalia.

En cuanto al estado del paciente, se han reportado 9 fallecimientos y 1 caso de mortinato.

Diagnostico del virus Zika

Debido a que los signos y sintomas del virus Zika, se pueden confundir facilmente con
otras arbovirosis como el DENV y CHIKYV, las manifestaciones clinicas no son suficientes
para establecer un diagnostico certero de esta infeccion. Por esta razon es necesario el

diagndstico apoyado en técnicas moleculares.

SINTOMAS __DENGUE | CHIKUNGUNYA | __ZIKA__|
Rt i | .-i-’-—.' [ v;—.‘v.—.:»: |

| sintomas |

I - e
- e ey
. - 1
EETS o ; - 1
i G
0o e 0

Tabla 3. Diferencias y similitudes del Dengue Zika y Chikungunya.(38)
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La técnica validada por el InDRE para el diagnostico confirmatorio del virus Zika es por
medio de RT- PRC debido a su excelente sensibilidad y especificidad, ademés de evitar los

falsos positivos debido a las reacciones cruzadas con otros flavivirus (15).

Para un diagnoéstico certero la muestra sanguinea debe ser tomada en los primeros cinco
dias de infeccion ya que en este periodo es cuando la carga viral es mas alta. También es
importante que todas las muestras sean preservadas en una estricta red de frio de de 2 a 8
°C, esto con la finalidad de garantizar el correcto diagnostico de la identificacion del virus

(19).

En caso de aislar el virus en diferentes fluidos es necesario que éstos sean colectados en un

numero de dias especifico del inicio de sintomas:

Orina y saliva en caso de SGB o Paralisis Flacida aguda: hastal7 dias después del inicio de

sintomas si no se les tomd muestra en fase aguda.

Suero en fase convaleciente en madre embarazada sin antecedente de toma de muestra en

fase aguda: desde el dia 6 al 30 de evolucion.
Suero del recién nacido con o sin seguimiento de SGB: hasta 5 dias después del nacimiento.

Orina del recién nacido: primeros 5 dias de nacimiento en caso de no tener muestra en fase

aguda, hasta 17 dias después del nacimiento.

Liquido amnidtico en mujeres embarazadas con malformaciones en el producto

sustentadas con ecografia: toma en el momento necesario.
Necropsia de 6rganos: inmediatamente después de la defuncion.

Aunque existen otras técnicas para el diagnostico de virus Zika, como el NAT, cultivo,
identificacion de Inmunoglobulinas IgG e IgM por medio de ELISA, y PRNT, éstas tienen
las desventajas de ser menos sensibles y presentar reactividad cruzada con otros virus, entre
otras. La técnica Trioplex en Tiempo Real RT-PCR para diagnostico simultaneo de
Dengue, Zika y Chikungunya ha sido autorizado por la FDA (Food and Drug

Administration ) en situaciones de emergencia (15) (39).
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Breve linea de tiempo del virus Zika
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PLAQUETAS

Introduccion

Las plaquetas son parte de los elementos formes de la sangre, son células anucleadas, y son
los elementos formes mas pequefios de la sangre, ya que miden de 2 a 4 micras y de 0.6 a
1.3 de grosor. Las cifras normales del conteo plaquetario oscilan entre 150 a 450 mil/uL.
Las plaquetas tienen una vida media de entre 9 y 12 dias. Debido a que las plaquetas

contienen mRNA pueden sintetizar varias proteinas (40).

Estas células provienen de la escision de fragmentos del megacariocito que se encuentra
en médula dsea, a este proceso se le conoce como megacariopoyesis y esta mediada por
diferentes citocinas incluyendo la IL 6, o factores de crecimiento, también la trompoyetina
tiene un papel clave. Un solo megacarocito puede formar aproximadamente 1000 plaquetas

que se liberaran a la circulacion (41)

Las plaquetas normalmente circulan de forma de inactiva en la sangre. Su funcion
tradicional es de células responsables de la coagulacion y la trombosis. La activacion
plaquetaria y el elevado conteo plaquetario conocido como trombosis, estd asociado a
complicaciones tromboticas, mientras que un bajo conteo plaquetario o trombocitopenia y

la disfuncion plaquetaria incrementan el riesgo de sangrados.

Las plaquetas tienen en su membrana receptores plaquetarios glucoproteicos que se dividen
en 4 tipos: las integrinas, las glucoproteinas ricas en leucina, las selectinas y la superfamilia

de las inmunoglobulinas.

Las plaquetas contienen tres diferentes tipo de granulos en los que almacenan diversas
sustancias con funciones variadas, que no solamente se limitan a funciones hemostaticas.
Se estima que los granulos plaquetarios contiene mas de 300 proteinas con diversas
funciones bioactivas incluyendo citocinas, quimiocinas, factores de crecimiento, proteinas
hemostaticas y agentes bactericidas (42). Los a-granulos que son los granulos mas
abundantes contienen 284 proteinas. Los granulos responden diferente dependiendo del

estimulo (43).
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Tabla 4. Caracteristicas generales de los granulos plaquetarios (40)(42)(44)(45).

Numero/ Diametro  Superficie area  Biomarcadores Funcion general

plaqueta (nm) (um?)/plaqueta

a-granulos 50-80 200-500 14 VWF Hemostasia-trombosis
CXCLA4 (PF4) Inflamacion
P-selectina Angiogénesis
Factor V, XI, Defensa del Huésped
X1 Mitogénesis
PDECGF
PAF
TGF- Bl
IL-1B
MIP-1a

Granulos 3-8 150 <1 CD63 Hemostasia-trombosis
densos Serotonina Inflamacion
ATP
ADP
Calcio
Magnesio
Epinefrina

Dopamina

Granulos <3 200-250 <1 Fosfatasa acida Digestion Endosomal
lisosomales Catepsina
Proteinas
Lisosomales de

membrana

VWEF: Factor Von Willebrand

PF4. Factor Plaquetario 4

PDECGF: Factor de crecimiento endotelial derivado de plaquetas
PAF: Factor Activador Plaquetario

TGF-BI. Factor de crecimiento tumoral B1
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Activacion plaquetaria.

Las plaquetas inactivas tiene forma discoide, y circulan en sangre periférica en estado
quiescente, sin embargo son activadas por diferentes estimulos como dafio endotelio, y en

condiciones patoldgicas como inflamacion o infecciones (43)(46).

Los estimulos fisiologicos necesarios para la activacion plaquetaria son el FvW, trombina,
colageno, ADP, tromboxano A2, epinefrina, (40) (47). Estos también promueven la

agregacion plaquetaria(48).

La activacion plaquetaria es una condicion en la que las plaquetas al cambian su
conformacion, se agregan mediante la interaccion de su receptor GP IIb-Illa y liberan de su
citoplasmas por medio del sistema canicular abierto el contenido de sus granulos con

diversas funciones bioldgicas (40).

Debido a un reacomodo proteico en su citoesqueleto, las plaquetas aumentan su volumen
emitiendo pseudopodos. Este aumento de volumen puede ser evidenciado en las Biometrias

hematicas, ya que el volumen normal de plaquetas es de 7 a 11 femtolitros.

La activacion plaquetaria puede ser evidenciado por medio de la citometria de flujo y por
Agregometria plaquetaria. Al activarse las plaquetas liberan de su citoplasma a través de su
sistema canicular abierto y diferentes biomarcadores como la B-tromboglubulina y el PF 4,
RANTES, CD40L, P-selectina, éstos biomarcadores se proponen como evidencia de la

activacion plaquetaria (48).

La activacion plaquetaria estd asociada tradicionalmente en la patogénesis de enfermedades
como ateroesclerosis, enfermedad vascular coronaria y enfermedades cerebro-vasculares.
Anormalidad de la activacion plaquetaria ha sido asociada con fibrilacion auricular,
enfermedad vascular periférica, Alzheimer, trastornos inflamatorios del intestino. También
parece ser influenciada por la diabetes mellitus, habitos de fumar, hipertension y el uso de

anticonceptivos orales(48).

Dentro de las funciones inmunoldgicas de las plaquetas esta la deteccion de patogenos, la
atraccion y reclutamiento de leucocitos para facilitar la funcion de estos en el contexto de

infeccion, la mediacion de procesos de NETosis y la presentacion de antigenos. También
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participan en infecciones virales a través de kinocidinas (quimiocinas microbicidas), HDPS

(host defense peptides: péptidos de defensa del hospedero) (49)(50)(51).

Plaquetas y su nexo con la inflamacion

La activacion plaquetaria como respuesta a la inflamacion resulta en alteraciones de las
propiedades de la quimiotdxis, proteolisis y propiedades de adhesion de las células
endoteliales, que liberan potentes proinflamatarios y mutagénicas sustancias, derivando en
una quimiotaxis en los monocitos, adhesiéon y migracion al sitio local de inflamacion. De
manera analoga la IL1-b es el mayor mediador de la inflamacién secretado por las

plaquetas.(43)

Después de un dafio del endotelio o en la infeccidn, las plaquetas se adhieren al endotelio
inflamado y ayudan al reclutamiento de células de la inmunidad innata y adaptativa. Por
medio de la liberacion de mediadores paracrinos (como quimiocinas, citocinas, factores de
crecimiento, moduladores de la angiogénesis, etc) y la expresion de receptores de la
superficie, de esta forma contribuyen a la inflamacién y coordinan acciones que tiene como

objetivo la reparacion del tejido (52) .

Otro aspecto importante de las plaquetas en la inflamacion es que las plaquetas pueden
liberar microparticulas PMPs (Platelet microparticles), también conocidas como
microvesiculas. Las PMPs miden de 0.1 a 1 micrometros de didmetro, y aunque no son las
Ginicas células que las producen, si son la fuente mas abundante en circulacion. Estas
pueden soportar la generacion de trombina, incluso en ausencia de las plaquetas intactas y
también son capaces de expresar de Factor Tisular que puede iniciar la coagulacion. Por
medio de citometria de flujo, se ha observado la presencia de estas microparticulas
derivadas de plaquetas, éstas son liberadas en condiciones de inflamacion, infeccion y en
enfermedades autoinmunes como en la artritis reumatoide. Dentro de sus funciones esta la

reparacion vascular, aunque en modelos murinos de estudio de cancer se ha demostrado
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que pueden tener papeles en la Angiogénesis y metdstasis. De hecho, se ha visto una

asociacion en pacientes con cancer y riesgo de trombosis venosa(41)(42).

El LCD40s liberado y expresado después de la activacion plaquetaria, puede interactuar
con sus receptores localizados en células endoteliales desencadenando varias reacciones
inflamatorias que conducen a la liberacion local de moléculas de adhesion como ICAMI,
VCAMI1 y CCL2. Después de la exposicion a LCD40s expresada en células vasculares,
incluyendo a células endoteliales, se induce la expresion de moléculas de adhesion como E-

Selectina y P-Selectina y se inicia la liberacion de la IL 6 y el Factor Tisular(41).

La plaquetas activadas también son una fuente de citocinas como la CXCL12, CCLS5
(RANTES), CXCL4 (Platelet Factor 4), CXCL7 (CTAP-III) y CXCL12 (8SDF-1), éstos se
encuentran almacenados en los granulos alpha y son secretados en la inflamacion, estas
citocinas tienen diversas funciones como el reclutamiento de monocitos,
Polimomorfonucleares (PMNL) e incluso células progenitoras en las lesiones

ateroescleroticas(43).

Las plaquetas liberan de sus granulos densos entre otros componentes bioactivos, a la
histamina, que incrementa la permeabilidad vascular y participa en la vasodilatacion(53).
Ademas el derivado plaquetario MIP-1a puede estimular la liberacion de histamina de los

basofilos y es quimiotactico de las células T(41).

Plaquetas en infecciones virales

La participacion de plaquetas se ha descrito en anos recientes en diversas infecciones
virales entre las que destaca el dengue, donde en la forma severa puede haber

trombocitopenia.

En julio de 2015, Simon y colaboradores (54) demostraron que el DENV se une a la

superficie plaquetaria a través de dos receptores para DENV: HSP y DC-SIGN y que las
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plaquetas son capaces de producir virus viables e infecciosos y liberarlos a circulacion,
convirtiéndolas en colaboradores activos para el ciclo viral. Aunque lo anterior ha sido
demostrado solo para DENV, es posible que otros virus RNA de cadena sencilla puedan ser

a su vez replicados por plaquetas.

Se ha 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 activacion de apoptosis mediada por caspasas

(55).

Punyadee y colaboradores (56) demostraron que las microparticulas plaquetarias (MPS)
circulantes son un biomarcador que puede predecir el dengue severo. La liberacion de MPS
es una consecuencia de activacion celular y de apoptosis, en este estudio, se identificaron
MPS plaquetarias en sangre de pacientes infectados con DENV (virus dengue), estas MPS
muestran en su superficie las proteinas virales DENV E y NS1 lo cual demuestra que las
plaquetas incorporan a su membrana celular proteinas virales. El estudio sugiere que las
MPS derivadas de plaquetas pueden contribuir a la tendencia hemorragica que ocurre en

pacientes con dengue (56)

En infeccion por CHIKYV, se ha demostrado que el interferon (IFN) producido por
fibroblastos infectados induce una elevada expresion de prostaglandinas en estas células,
las cuales incrementan la sintesis de tromboxano A2. Este es un potente activador

plaquetario.

En otras infecciones virales las plaquetas desempefian también un papel importante.
Tsegaye y colaboradores demostraron que la activacion plaquetaria que conduce a
liberacion de CXCL4 (también llamado factor plaquetario 4) inhibe la infeccion por HIV-1

de células T in vitro (57).
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Figura 10. Efecto de la activacion plaquetaria en las infecciones virales y su nexo con el

sistema inmune(58)

“La liberacion de CXCL4 o PF4 (C-X-C quimiocina ligando 4) de los granulos alpha tiene
efecto para combatir la infeccion por VIH (Virus de la Inmnodeficiencia Humana) , al igual
que CCL5 (Quimiocina motivo C-C, ligado 5), ésta también potencia la respuesta
TH1(Linfocito T-Helper Tipo 1) de los linfocitos en la infeccion del Virus de la Hepatitis C
(HCV) y sirve como sefal de supervivencia para los macrofagos en la infeccion por
influenza. Las plaquetas liberan PMPs (Péptidos Plaquetarios Antimicrobianos) y B-
defensinas de sus granulos alpha los cuales median la neutralizacién de virus. Estas
protegen a los esplenocitos de la necrosis en la infeccion por virus coriomeningitis
linfocitica (LCMV). Los granulos densos contienen 5-TH(serotonina) que permite la
regeneracion del higado, pero también en las infecciones por virus de la Hepatitis B y C
(HBV, HCV). La expresion de CD154 y CD62P (P-Selectina) permiten una interaccion
plaqueta-leucocito. La interaccion plaqueta con linfocito B permite la formacion del centro
germinal y la produccion de IgG (Inmunoglobulina G) antiviral. Las plaquetas promueven
la diferenciacion del Linfocito T y citotoxicidad, asi como también incrementan la
diferenciacion y supervivencia de monocitos. En cuanto a los neutréfilos, la adhesion
plaquetaria estimula la produccién de ROS (Especies reactivas de Oxigeno) y aumenta la
fagocitosis. La interaccion de las plaquetas con las células dendriticas promueve su
maduracion y facilitan la presentacion antigénica. Finalmente, la activacion plaquetaria da
como resultado la interaccion y la activacion de mas plaquetas, lo que desencadena las
plaquetas agregacion y amplifica los procesos descritos anteriormente”. GP: Glicoproteina.
PSGL-1: P-selectina (CD62P) glicoproteina Ligando 1. sCD40: Ligando CD154/CD40
soluble.
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FIEBRE

Introduccion

La temperatura corporal esta regulada por el hipotdlamo, éste es organo encargado del
registro de la temperatura corporal. Las neuronas de su porcion anterior y posterior de la
region preodptica reciben dos tipos de sefales: una procedente de los receptores de frio y
calor que llegan por los nervios periféricos y otra de la sangre que bafia esta region. Aunque
la temperatura de un individuo sano en un ambiente neutro es de 37 ° C, esta temperatura
registra leves variaciones durante el dia dependiendo de la actividad fisica y de las

condiciones climaticas. La variacion normal de temperatura es de 0.5° C (59).

El exceso de calor se disipa por medio de la piel, y la respiraciéon. Mientras que el proceso
de fiebre de llevara a cabo por medio de la vasoconstriccion de manos y pies debido a la
desviacion de sangre que se aparta de la periferia hacia los 6rganos internos, se aumentara
la actividad metabdlica muscular (temblor y escalofrios), esto disminuird la pérdida de
calor por la piel pero el paciente percibird frio por lo que el instinto conductual como
abrigarse tendrd como objetico reducir las superficies expuestas y ayudar a elevar la

temperatura corporal (59)(60).

Si se administran antipiréticos o la secrecion de las citocinas pirdgenas disminuyen, habra
un nuevo reajuste en el “set point” del hipotdlamo a un punto mas bajo. La pérdida de calor
se logrard por medio de la sudoracion y vasodilatacion. En caso de administracion de
antipiréticos, como el paracetamol, la baja de temperatura serd consecuencia de la
inhibicion de la ciclooxigenasa, que es una enzima de la prostaglandina. De manera
fisiologica, para contrarrestar el efecto pirogeno son secretados los cridogenos, su efecto
puede ser inhibiendo citocinas inflamatorias, o bien, bloqueando receptores. Los criogenos
son citocinas antiinflamatorias como la IL10, hormonas como la hormona estimulante de
melanocitos y corticotrofinas , y muchos productos neuroendocrinos como neuropéptidos,

bombesina, tiroliberina, y citrocromo P450 (61) (62).

La fiebre se define como un aumento de la temperatura de corporal de 1 a 4 ° C. De

acuerdo a la Organizacion de la Salud (WHO) y a la Sociedad de Medicina de Cuidados
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Criticos y Enfermedades Infecciosas de la Sociedad de América (siglas en inglés IDSA), la
temperatura rectal igual o mayor a 38 °C y la temperatura axilar mayor o igual a 37.5 °C,
son indicativos de fiebre tanto en nifios como en adultos (63)(64). Sin embargo la
temperatura de 37.5°C es muchas veces considerada como febricula y no como fiebre, es

por esto que estos términos generalmente seran interpretados por los médicos tratantes.

La fiebre es un signo que se ha descrito también un sello distintivo en la respuesta de fase
aguda en procesos inflamatorios, y las infecciones, aunque la infeccion, no es la unica
causa de fiebre. Las temperaturas febriles y la respuesta inflamatoria estdn estrechamente
relacionadas, esto fue descrito por Celcus en el siglo I DC donde propuso que los cuatro
signos cardinales de la inflamacion son: calor, dolor, rubor e hinchazon. Este “calor” tiene
un alto costo metabolico, ya que un amento de 1°C en la temperatura corporal requiere un
amento del 10-12% en la tasa metabdlica y aumenta el 13% del gasto de oxigeno, por lo

que puede agravar la insuficiencia cardiaca, cerebrovascular o pulmonar previas (65).

Causas de la fiebre

La fiebre estd causada por sustancias llamadas pirdgenos, estas sustancias se clasifican en

pirégenos endogenos y exogenos.

Los pirdgenos exdgenos proceden del entorno del paciente, como los microorganismos y
sus productos como los lipopolisacaridos y toxinas. Los pir6genos enddgenos son citocinas
provenientes de diversas células, como los monocitos, macrofagos, neutrofilos, linfocitos y
células endoteliales. Estas proteinas de bajo peso molecular regulan diversos procesos
inmunitarios, hematopoyéticos e inflamatorios. Como ejemplos podemos mencionar a la
IL-1, IL6, TNF a, IFN y. Estas citocinas son secretadas por diversas causas como por
infecciones tanto bacterianas, asi como fungicas y virales. En ausencia de infeccion
también pueden ser secretadas por procesos como inflamacidn, traumatismo, necrosis de

tejido y complejos antigeno-anticuerpo (66).
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Tabla 5. Pirdgenos enddgenos y exogenos comunes (67)

PIROGENOS ENDOGENOS Y EXGOGENOS COMUNES

Interleucina 1

Factor de Necrosis Tumoral

Interferones

Complejos inmunes en presencia del complemento

Metabolitos de esteroides androgenicos (etiocolanolona)

Acidos biliares

Componentes del complemento

Cristales de acido urico

Interleucina 2

Factor estimulador de colinias de granulocitos-monocitos (GM-CFS)
Endotoxinas de bacterias Gram negativas

Virus

Bacterias Gram Positivas

Exotoxinas de Staphylococcus spp. Y Streptococcus spp

Productos de hongos, micobacterias y espiroquetas

Algunos antigenos no bacterianos (albiimina, ovalbumina, gamaglobulina bovina)
Lectinas de plantas (fitohemaglutinina, concanavalina A)
Adyuvantes sintéticos

Patogénesis de la fiebre

Las citocinas liberadas por los monocitos principalmente que estan involucradas en la
fiebre se les conoce como citocinas pirogenas, esta clasificacion incluye a la IL1, IL6 y
TNF a. Estas citocinas se unen a sus receptores localizados en las proximidades de la
region predptica anterior del hipotdlamo. Aqui la interaccion de citocina y su receptor
activa la fosfolipasa A2, que conlleva a una liberacion de acido araquidénico en la
membrana plasmatica, que sirve como sustrato para la ruta de la ciclooxigenasa. Algunas
citocinas parecen aumentar directamente la expresion de ciclooxigenasa, lo que conduce a
la liberacion de prostaglandina E2. Este pequenio mediador lipido se difunde a través de la
barrera hematoencefalica y tiene su receptor en las células gliales, donde actiia en las
neuronas predpticas sensibles al calor, lo que se traduce en la liberacién del neurotrasmisor
AMPc mediando la activacion de respuestas disefiadas para disminuir y aumentar la

produccion de calor (68)(59).
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Figura 11. Patogénesis de la fiebre (59)
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Clasificacion de la fiebre

La fiebre puede ser clasificada de acuerdo a su temporalidad, grado de severidad y segun su

distribucion temporal (61) (69) (70):

Por temporalidad:

Aguda: Fiebre que no supera los 7 dias de evolucion (infecciones de vias
respiratorias altas , malaria y virus)

Subaguda: Fiebre con no mas de dos semanas de duracion (abscesos
intraabdominales, fiebre tifoidea).

Cronica: Fiebre de méas de 2 semanas (infecciones bacterianas cronicas,
tuberculosis, VIH, canceres y enfermedades del tejido conectivo).

Fiebre de Origen Desconocido. Fiebre de que excede los 38.3°C en al menos tres
ocasiones en 3 semanas o mas sin diagnostico conocido, pese a la investigacion en

pacientes hospitalizados.
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Grado de severidad:
e Normal: 37-38 °C
e Fiebre de Grado bajo: 38.1 a 39 °C
e Fiebre de Grado Moderado 39.1 a 40 °C
o Fiebre de Alto Grado: 40.1-41.1 °C
e Hiperpirexia: Mayor a41.1 °C

Segun la distribucion temporal:
e Continua/Sostenida: fiebre que no fluctia mas de 1 °C durante 24 horas, pero en
ningin momento llega a temperatura normal.
o Intermitente: fiebre presente solo durante varias horas durante el dia.
e Remitente: fiebre con fluctuaciones diarias superiores a 2 °C, pero en ningun

momento llega a temperatura normal.

Fiebre y sistema inmune

El incremento de la temperatura corporal mejora la resistencia en animales hacia
infecciones y es una respuesta evolutiva preservada dentro del reino animal con algunas

excepciones (71)(72).

Se han reportado estudios que refuerzan la evidencia de los efectos benéficos de la fiebre,
por ejemplo: correlacion positiva entre supervivencia y temperatura maxima, pacientes con
temperatura mayor a 38 °© C con supervivencia a peritonitis bacteriana, mayor tiempo en
lesiones de costras en nifios tratados con paracetamol en varicela respecto a los nifios
tratados con placebo, el uso de antipiréticos correlaciona con un aumento del 5% en la
mortalidad en poblaciones humanas infectadas con el virus de la influenza y afecta
negativamente el resultado del paciente en cuidado intensivo en hospitales. Ademas la
fiebre tiene efectos sobre la funcion inmune, incluyendo la produccion de anticuerpos,
activacion de células T, produccion de citocinas, y mejora la funcion de los neutrofilos y
macrofagos (65)(68).

La temperatura de rango febril controla varios aspectos cruciales de la inmunidad innata:
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Figura 12. Respuesta de las células del sistema inmune innato al estrés térmico (65)

“a) Izquierda: La hipertermia de grado febril estimula la liberacion de neutréfilos desde la médula 6sea por
medio del Factor estimulante de granulocitos (G-CSF). Derecha: También promueve el reclutamiento de
neutr6filos a los pulmones y otros sitos de infeccion por la CXC-quimiocina Ligando 8 (CXCLS), esto
implica una disminucion de la funcion de la barrera endotelial en los vasos sanguineos. Al llegar al sitio de
infeccion, el estrés térmico eleva la explosion respiratoria que aumenta la actividad bacteriolotica de los
neutrofilos.

b) El aumento de temperatura mejora la actividad citotoxica de las células asesinas naturales (NK), a través de
la induccién de la secuencia A relacionada con el polipéptido del Complejo Mayor de Histocompatibilidad
(MHC) de clase I (MICA) en la expresion de células dianas, por ejemplo, células tumorales e induciendo el
clustering del receptor MICA NKG2D en la superficie de las células NK90.

¢) Las temperaturas en el rango febril aumentan la capacidad de presentar antigeno células, también mejora la
capacidad fagocitica de los macrofagos y las células dendriticas (DC) y aumenta su capacidad de respuesta a
los patogenos mediante la regulacion positiva de expresion de receptor Toll-like 2 (TLR2) y TLR4 . También
induce la liberacion de moléculas inmunomoduladoras como citoquinas como el factor de necrosis tumoral
(TNF), oxido nitrico (NO) y proteina de choque térmico 70 (HSP70). Ademas, el calor aumenta la expresion
de moléculas MHC clase I y MHC clase II, asi como moléculas coestimuladoras (CD80 y CD86), mediante
CD maduras y aumenta su migracion dependiente del receptor CC-quimiocina 7 (CCR7) a través del sistema
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linfaticos aferentes que sirven como conducto para el drenaje de los ganglios linfaticos. Las DC expuestas a
temperaturas febriles también son mas eficientes presentando antigenos cruzados e induciendo la polarizacion
de células T helper 1 (THI1).

ERK, quinasa regulada por sefial extracelular; HSF1, proteina 1 del factor de choque térmico; IFNy,
interferdn-y; IL, interleucina.” (65)

Fiebre en Zika

La fiebre es uno de los signos mas reportados en la infeccion por Zika, incluso ha llegado a
figurar como uno de los signos eje junto con el exantema para definir el caso sospechoso de
infeccion por Zika. A continuacién mencionamos algunas de las definiciones operacionales
donde vemos que la fiebre esta contemplada en todas las descripciones de caso sospechoso

de Zika(19) (73) (74).

Tabla 6. Definiciones clinicas de caso sospechoso de Zika y fiebre

Definicion operacional Descripcion

PAHO-2015 Exantema o fiebre > 37.2 °C con al menos uno de los sintomas: artralgias o
mialgias, conjuntivitis no purulenta o hiperemia conjuntival, cefalea o malestar.

CDC-2016 Uno o mas de los siguientes: fiebre de inicio agudo (medido o reportado),
exantema maculopapular, artralgias, conjuntivitis, complicaciones en el embarazo
(pérdida fetal o microcefalia, y/o calcificaciones intracraneales), Sindrome
Guillan-Barré sin asociacion con otra etiologia diagnosticada.

PAHO-2016 Exantema (generalmente maculopapular y pruriginoso), con al menos dos de los
siguientes de los signos o sintomas:
Fiebre <38.5°C, conjuntivitis (no purulenta/hiperemia), artralgias, mialgias edema
periarticular.

ECDC-2016 Exantema con o sin fiebre y al menos uno de los siguientes sintomas: artralgias o
mialgias, o conjuntivitis no purulenta /hiperemia.

WHO-2016 Exantema y/o fiebre con al menos dos de los siguientes sintomas: artralgias o
artritis o conjuntivitis (no purulenta /hiperemia).

Brasil (MoH)-2016 Exantema maculopapular pruriginoso con al menos dos de los sintomas: fiebre o
conjuntivitis no purulenta o poliartralgias o edema periarticular.

OPS/OMS 2016 Exantema (generalmente maculopapular pruriginoso)y al menos dos de los
siguientes: fiebre generalmente < 38.5°C, conjuntivitis (no purulenta/hiperemia),
artralgias, mialgias y edema periarticular

InDRE 2017 Exantema generalmente maculopapular y pruriginoso y al menos de las
manifestaciones: fiebre, cefalea, mialgias, artralgias, prurito, edema, dolor
retroocular y conjuntivitis (no purulenta/hiperemia

PAHO Pan American Health Organization CDC Centers of Disease Control and Prevention ECDC European
Centre for Disease Prevention and Control WHO World Health Organization Brasil Moh. Ministry of Health
(Brasil)OPS. Organizacion Panamericana de la SaludOMS. Organizacion Mundial de la Salud InDRE
Instituto de Diagnostico y Referencia Epidemiologicos Dr. Manuel Martinez Baez.
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El signo de fiebre en Zika ha sido descrito en varios estudios, ésta se describe como una
fiebre de inicio agudo, y como pudimos ver en la tabla anterior, generalmente coincide en
que esta elevacion de temperatura es menor a 38.5 °C, y mayor a 37.2 °C. La fiebre con
temperaturas mas altas con manifestaciones clinicas similares estan asociadas a otras

arbovirosis con dengue o chikungunya (75)(76).

BIOMARCADORES

Biomarcadores de inflamacion

Interleucina 10

La interleucina 10 (IL10) es una citocina antiinflamatoria e inmunosupresora de citocinas,
es secretada por varias células, como las células B, Th1,Th2, Treg, Th9. Th17, Th22,
células dentriticas, células NK, mastocitos, macrofagos, mocitos, eosinofilos, y otras

células de la inmunidad innata (77).

Su funciéon es la de inhibir el sistema de activacion monocito/macrofago asi como la
sintesis de los citocinas de los monocitos y citocinas inflamatorias, también promueve la
proliferacion y maduracion de células T no dependientes de monocitos, estimulando la
proliferacion de células B especificas de antigenos IL-10 tiene efectos terapéuticos
potenciales en enfermedades inflamatorias, asi como en enfermedades autoinmunes donde

hay un inflamacién crénica (77).

Su receptor es el IL-10R. Su accion antiinflamatoria es debido a la represion de expresion
de citocinas como la IL-1, IL-6 y TNF a, IFN y producida por células como macréfagos

activados (78)(79).

Ademas de la IL-10 hay otras citocinas antiinflamatorias como la IL-4, IL,11 IL-13 y FTCP

(factor transformador de crecimiento B)(78).

32



Factor de Necrosis Tumoral alpha

La familia de los TNF es secretado principalmente por monocitos, pero también por células
T y B, macrofagos y Células NK. Es producido en respuesta a estimulos inflamatorios,

tiene como receptor a TNF-RI'Y TNF.RII(79) (80).

TNF estimula el eje hipotaldmico de la hipofisis y como consecuencia son liberadas
diversas hormonas, induce la liberacién de proteinas de fase aguda en el higado, activa las
células endoteliales para que expresen moléculas de adhesion. El TNF sistémico puede

causar fiebre, mialgias, caquexia, hipotension, y otros signos de inflamacion(80).

Dentro de sus funciones biologicas esta promover la proliferacion de células T, fibroblastos
y células NK, también regula la apoptosis y estd asociada a la activacion de diversos genes
que incluyen mediadores inflamatorios, también ayuda a la expresion de P-Selectina, y E-
Selectina, asi como el factor Tisular y la IL-8. Los monocitos que estan activados por
diversos estimulos como el TNF «, prolongan su supervivencia debido a cambios en la
regulacion génica. (81). TNF tiene funciones dentro de la inflamacion, infeccion e
inmunidad, puede activar macrofagos, células endoteliales, también promueve respuestas
celulares incluyendo el aclaramiento en las infecciones intracelulares bacterianas,
proliferacion celular y apoptosis, y la regulacion de leucocitos a través de la expresion de

quimiocinas y moléculas de adhesion (82).

Interleucina 6

La IL 6 es una citocina proinflamtaria producida principalmente por macrofagos y
linfocitos T activados, pero también por fibroblastos, células endoteliales y otras células
somaticas, la IL-6 interacciona con su receptor IL-6Ra y también puede forma complejos

con su forma soluble(80).

Se produce enseguida de las primeras fases de la inflamacion (poco después de IL-1 y
TNF-a que son potentes inductores de de IL6), posteriormente al dafio, los niveles de IL-6

se encuentran en circulacion 60 minutos de la lesion (81). La IL6 tiene propiedades
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proinflamatorias. De los efectos mejor conocidos de la IL 6 es de la induccion y control de
la sintesis y secrecion de las proteinas de fase aguda como CRP, fibrindgeno, amiloide A y
hepcidina) en los hepatocitos ante estimulos como infecciones, traumas y quemaduras.
Otros efectos de la IL 6 son la estimulacion y diferenciacion de la produccion de
anticuerpos en los linfocitos. También ayuda al maduracion y activacion de los neutrofilos,
maduracion de los macréfagos, diferenciacion de las células NK, y aumenta la expresion de
la IL-1 y TNF a. Otro efecto importante es la estimulacion, diferenciacion y produccion de
los anticuerpos por las células B (79). La IL-6 activa a varias células como la los linfocitos
T y B, macréfagos, megacariocitos, hepatocitos, células endoteliales y neuronales, y

fibroblastos.

También es una citocina que induce la fiebre y que esta exacerbada en las enfermedades

autoinmunes inflamatorias. (80)

Interferon gamma

El interferon gamma o interferén tipo II, es una citocina proinflamatoria producida por las
células T Natural Killer (NK), Células T CD4 y CDS8, y C¢lulas T. También hay reportes
de que es producido por macréfagos, neutrofilos y células B, aunque su secrecion en estas
células es menor. IFN vy tiene como receptores a IFNGR1 e IFNGR2 que se encuentra
expresado en Linfocitos NK, macréfagos, linfocitos Thl, CD8, y Células B. Su funcién es
inhibir la propagacion de virus por diversos mecanismos, incluyendo la actividad antiviral
inhibitoria directa, la polarizacion y activacion de las células T Helper, activando las
células mieloides fagociticas y macrofagos, mejora la expresion y presentacion antigénica
del Complejo Mayor de Histocompatibilidad tipo I y II. Ademds ha demostrado tener un
papel importante combatiendo los virus que afectan al Sistema Nervioso Central
(83)(84)(80). Ademas la IFN vy es una citocina pirdgena, donde junto con la IL-6 juega un

papel importante para la induccion de fiebre (85).
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Biomarcadores de plaquetarios y de disfuncion endotelial

Factor Von Willebrand

Es una glucoproteina plasmatica, almacenada en los cuerpos de la Weibel Palade de las
células endoteliales y los a-granulos de las plaquetas. Al ser liberado en plasma, se calcula
que dentro del 75-85% del FvW es de origen endotelial, y el resto es plaquetario, por lo
anterior es reconocido como un biomarcador de dafio endotelial. Tiene una estructura

multimérica, de bajo, intermedio y alto peso molecular.(86).

Su funcidon mas evidente es la de tener una funcion de adhesion al igual que la fibronectina
para permitir la union de las plaquetas al coldgeno expuesto en la superficie endotelial.

También da estabilidad al FVIII evitando la proteolisis por proteasas(86) (87).

El FvW es un marcador clasico de enfermedades cardiovasculares y riesgo protrombotico.
Debido a que ayuda a la agregacion y adhesion plaquetaria, tiene un papel importante en la
formacion de trombos asi como darle estabilidad. También tiene un papel importante en

inicio de la formacion de la placa de aterosclerotica (88).

El FvW se ha propuesto como un biomarcador de dafio endotelial, ya que es liberado por
las células endoteliales cuando hay dafo endotelial; también tiene nexos con la
inflamacion, ya que media la adhesion y reclutamiento de leucocitos y plaquetas, la
extravasacion, activacion de la cascada del complemento y la participacion en la NETosis.
Diversas citocinas pueden inducir la liberacion del FvW, incluyendo al TNF a.,, IL6 e IL 8

(88) (89)(90).

PF 4

También conocida como CXCL 4 o Factor Plaquetario 4. Pesa 7.8 kDa y es una proteina
compuesta por 70 aminodacido (91). Esta quimiocina se encuentra en los granulos a de las
plaquetas y es una de la proteina mas abundante contenida estos granulos y liberada durante

la activacion plaquetaria, por dafio endotelial, inflamacion, estrés oxidativo, y estimulacién
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por patogenos, incluyendo la interaccion virus-plaqueta (58). Se considera que la
biosintesis de PF4 es casi exclusivamente limitada a los megacariocitos que derivan a las
plaquetas circulantes (92). Dentro de su funciones estd promover la degranulacion de
neutrdfilos, y adhesion a las células endoteliales, también promueve la diferenciacion de
monocitos a macrofagos, induce la fagocitosis y la generacion de Especies Reactivas de
Oxigeno (47), por lo que tiene un papel dentro de la inflamaciéon. Ademas cuando hay una
lesion tisular, actia como un potente quimioatrayente para neutrofilos, monocitos y

fibroblastos.

P-Selectina

La P selectina o CD62, tiene un peso de 140 kDa y es una proteina altamente glicosilada.
Es parte de familia de selectinas siendo su principal funcién es la adhesion, ya que

promueve el rodamiento y detencion de los leucocitos.

La P-Selectina tiene como receptor a la PSGL-1, esta unién hace posible la interaccion de
leucocitos con las plaquetas activadas y el endotelio. Los monocitos, neutréfilos,
eosindfilos y células hematopoyéticas progenitoras expresan PSGL-1. Ademas, la
comunicacion celular llevada a cabo gracias P-Selectina con los leucocitos es un importante
mediador de la formacion de agregados de plaquetas y leucocitos, promoviendo asi la

liberacion de citocinas proinflamatorias(47).

La P-selectina estd almacenada en los cuerpos de la Weibel Palade de las células
endoteliales, y en los a-granulos de las plaquetas. Sin embargo, las plaquetas son la mayor
fuente de P-selectina soluble en circulacidn, estd es transportada de sus granulos a su

superficie después de su activacion(93).

Su funcion fisioldgica es mediar la adhesion leucocitaria al endotelio activada durante la
inflamacion aguda. También se le considera como un biomarcador de activacion
plaquetaria, ademas de que se ha demostrado que tiene un papel importante en la

inflamacién vascular (94).
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Por otro lado, se ha podido demostrar que la P-selectina desempefia un papel
antiinflamatorio al inhibir la adhesién de neutrdfilos activados a las células endoteliales

(95).

LCD40s

El complejo CD40/CD40 ligando, también conocido como CD145 o gp 39, es parte de la
familia del factor de necrosis tumoral. Es un complejo que se compone de dos partes, una
proteina transmembranal estructural y una molécula soluble de adherencia tisular. La
porcion soluble de este complejo es liberada a la circulacidon posterior a la activacion
celular. El ligando CD40 soluble esta expresado en células como linfocitos y plaquetas

activadas. (96).

El complejo CD40L es una glicoproteina de 16.3 kD que contiene 149 aminodcidos que
comprende el receptor de union del dominio TNF del ligando CD40, es una proteina
integral de membrana que pertenece a la superfamilia del receptor TNF. Este receptor se
encuentra en células como los linfocitos B, macréfagos, células dentriticas y en células
presentadoras de antigeno y células endoteliales, fiblobastos y células de musculo liso y

epiteliales(97)

Las plaquetas son conocidas como la fuente principal de sCD40L (95% es de origen
plaquetario), la expresion del CD40 est4 inducida por estimulos inflamatorios como la IL1,
IL3, IL4, TNF «, e IFN y. Esta forma soluble interacciona con la integrina Mac-1, presentes
en el sistema monocito-macrofago, induciendo la migracion y la adhesion de células
inflamatorias. Ademads, el sCD40L también se une a los receptores de la GP Ilb/Illa,
induciendo su activacion (98), una de sus funciones fisioldgicas es la induccion de las
células vasculares a expresar E-Selectina y P-Selectina, ademas promover la liberacion de
IL-6, lo que ayuda al proceso de inflamacion. Se ha demostrado que la expresion de
plaquetas de CD40L afecta en células detriticas como a linfocitos B y T sugiriendo un nexo
entre la inmunidad innata y adaptativa (45). Ademas la interaccion del ligando CD40 y su

receptor CD40, en los linfocitos B, es necesario para la activacion, diferenciacion y
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proliferacion de las células B y en la produccion de anticuerpos, asi como en el cambio de

isotipo de las inmunoglobulinas y formacion de células B de memoria (99)(100).

B-Tromboglobulina

La beta tromglobulina es liberada de los granulos alfa de las plaquetas activadas, ésta es
una quimiocina especifica de las plaquetas. Es un tetramero de peso molecular de 8.8 kDa y
presenta una fuerte homologia estructural con PF4, 42 de los 81 aminoacidos son idénticos.
Se sugiere que el origen de la B-TG es un producto de proteolisis de la LA-PF4 o PF4 de
baja afinidad (la inica diferencia son 4 ultimos aminoacidos que desaparecen en B-TG), y

que es convertido a B-TG por una proteasa neutra, plasmina o tripsina (101).

B-tromboglobulina en conjunto con PF4 ha sido propuesto como un modelo para estudiar
la activacion plaquetaria, debido a ser biomarcadores exclusivos de origen plaquetario
(46)(101)(102), ademas se demostrado los niveles significativamente altos de B-Tg y PF4

en pacientes con enfermedades inflamatorias. (103).

B-TG y PF4 son mediadores con capacidad para activar eosinofilos, incrementar la
expresion de receptores de Fc-IgG y Fc-IgE, y estimular a los basofilos para liberar
histamina (104). PF4 y B-TG, al ser quimiocinas, son citocinas proinflamatorias, las cuales
son responsables de la acumulacién y activacion de los leucocitos en el sitio de la

inflamacién(46).
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FUNDAMENTO DE TECNICAS

PCR-RT

PCR- RT son las siglas que significan Reaccion en cadena de la polimerasa con

transcriptasa reversa en tiempo real.

Para realizar esta técnica es necesario obtener el material genético para lo cual se aislan
los 4cidos nucleidos. Debido a que al material genético del virus es RNA, es necesaria una
retrotranscriptasa para obtener el DNA complementario que es estable a las temperaturas
requeridas en el PCR. Se requiere una mezcla de reactivos que contenga: retrotransciptasa
inversa, Dntp necesarios para las sintesis y elongacion del ADNc como sustratos, dos
oligonucledtidos son secuencias complementarias a los dos extremos 3’ de la region diana y
que actiien como cebadores para la replicacion, magnesio como coenzima de la polimerasa,
sonda o fluorocromo, inhibidor de RNAsas y DNA polimerasa, A través de un numero
determinado de ciclos de tiempo y temperatura en el termociclador se lleva a cabo los

siguientes pasos:

Desnaturalizacion del DNA para dar moléculas monocatenarias.
Hibridacion de la molécula monocatenaria con un oligonucledtido de la secuencia de
interés.

Replicacion (elongacion, polimerizacion, o extension del cebador) de la molécula
monocatenaria mediante una DNA polimerasa que emplea el oligonucledtido como

cebador.

Mediante la aplicacion en forma ciclica de estos tres procesos se consigue un nimero muy

alto de copias del fragmento de acido nucleido.

En el PCR de tiempo real o cuantitativo se utiliza un fluorocromo que se une al DNA
bicatenario incrementando la fluorescencia, ésta es cuantificada al finalizar cada ciclo de

amplificaciéon como un indice del nimero de copias conseguidas.
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ELISA

El método de ELISA es el acronimo del inglés: “Enzyme-linked immunosorbent assay”,
traducido como ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas, es un inmunoensayo para
identificar y cuantificar diversas sustancias como anticuerpos, hormonas, proteinas,
factores de crecimiento, presencia y tipo de virus o bacterias en diversas muestras como
suero, plasma y medio de cultivo celular, entre otros. Debido a que es un método sencillo
de realizar y con buena sensibilidad y especificidad, la hace un método adecuado para la

cuantificacion de los biomarcadores a analizar en este estudio.

Para este método se utilizan unas placas de propileno, o poliestireno que es un material

que permite una mejor uniodn a proteinas.
Segtin la forma de deteccion del antigeno, existen 4 variables de ELISA:

Tipo sandwich: se encuentra un primer anticuerpo en la placa, después se afiade la muestra
con el antigeno de interés que es reconocido por el primer anticuerpo, se le afiade un
segundo anticuerpo que reconoce al antigeno también haciendo un “sandwich”. Se afiade

una enzima que reaccionara con el sustrato especifico.
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Figura 13: ELISA tipo sandwich (105)
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Directo: la muestra con el antigeno de interés se coloca en los pocillos de la placa, con un
anticuerpo especifico para el antigeno que estd marcado y se hace la deteccion directa del

antigeno.

Indirecto: requiere dos anticuerpos, el primer anticuerpo reconoce el antigeno unido a la
placa y el segundo anticuerpo reconoce al anticuerpo primario, el anticuerpo secundario se

une a la enzima que reconoce al sustrato.

Competitiva: las placas se cubren con una concentracion conocida del antigeno a detectar,
se aflade la solucion problema donde se encuentra el antigeno, éste competird con el
antigeno pegado a la placa y competira por la unién al anticuerpo. Después de una serie de
lavados, el antigeno en solucion pegado al anticuerpo se eliminard y serd detectado

unicamente el que quede unido en la placa.
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Figura 14. Tipos de ELISA (106)

Después de seguir el procedimiento de la ELISA, se obtendra un cambio de coloracién
debido a una reaccion colorimétrica donde siguiendo la Ley de Lambert-Beer, la
absorbancia o cantidad de luz absorbida sera directamente proporcional a la concentracion
del analito a estudiar. Esta absorbancia serd cuantificada por medio de un
Espectrofotometro, donde de forma directa por el equipo o por medio de célculos con la
ecuacion de la recta (y=mx+b) se obtendra la concentracion del analito buscado en la
muestra, comparando con una curva de calibracion de estandares con concentraciones

conocidas.

Y=mx+b
Donde:
y=absorbancia
m=pendiente de la recta
x=concentraciéon buscada
b=interseccion con el eje de la “y” 41




JUSTIFICACION

El virus Zika es un importante problema de Salud Publica debido a su asociacién a
complicaciones neurologicas graves como el Sindrome de Guillain-Barré y el Sindrome
Congeénito asociado a Zika. El estudio de estos biomarcadores nos ayudaria a conocer parte
de la respuesta inmune, remarcando el hecho de que hay muy pocos estudios que describan
el comportamiento de estos biomarcadores en Zika. Por otra parte el papel de las plaquetas

aun no ha sido estudiado en infeccion por virus Zika

Es importante describir las diferencias en los biomarcadores que se elevan durante la
infeccion Zika y los que se elevan en otros casos de fiebre aguda, para obtener informacion

acerca del comportamiento clinico.

Este estudio ayudaria a la identificacion de biomarcadores que pudieran constituir posibles

blancos terapéuticos.
HIPOTESIS

Las concentraciones plasmaticas de biomarcadores de activacion plaquetaria (VPM, PF-4,
B- tromboglobulina, CD40Ls y P- selectina) y dafio endotelial (FvW) estan incrementados
en pacientes con infeccion por virus Zika respecto a los pacientes de fiebre de inicio agudo
y el grupo control, y correlacionan con las concentraciones de biomarcadores de

inflamacion (IFN-y, IL-6 y TNFa e IL10).

OBJETIVO GENERAL.:

Determinar si existe activacion plaquetaria en la infeccion por virus Zika a través de la

cuantificacién de biomarcadores plaquetarios y dafio endotelial.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analizar signos y sintomas en la infeccion por virus Zika.

Cuantificar biomarcadores de activacion plaquetaria (P- selectina, B-tromboglobulina,

CD40L y PF4), biomarcadores inflamatorios (IFN y, TNF o, IL-6, IL10) y de dano
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endotelial (FvW) en pacientes con infeccion por virus Zika, fiebre de inicio agudo y

controles sanos.

Analizar si existen diferencias en las concentraciones de los biomarcadores plaquetarios,

inflamatorios y vasculares entre los grupos.

Analizar correlaciones entre los pardmetros estudiados en los tres grupos de estudio.

MATERIALES Y METODOS

Tipo y clasificacion de estudio: Estudio observacional, comparativo, prospectivo y

transversal.

Periodo de estudio: junio del 2017 al enero del 2018
Universo de estudio:

Pacientes con infeccion por virus Zika

Pacientes con fiebre de inicio agudo

Sujetos aptos para donacion sanguinea como grupo control
Unidades de analisis:

Pacientes: Clinicas del IMSS del servicio de Epidemiologia o Urgencias: UMF 78, UMF
27, UMF 31, HG/ZMF 12 y Centro de Salud Las Guacamayas en Lazaro Cardenas,

Michoacan

Grupo Control: Hospital General Regional N1 del IMSS en la Unidad de Transfusion

Sanguinea de Morelia, Michoacan.
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Criterios de inclusion:

Pacientes tanto mayores como menores de edad (previa autorizacion de padres o tutor) que

firmaron el consentimiento informado.

Pacientes con no mas de 5 dias de evolucion con o sin exantema con sospecha de infeccion
de virus Zika o de otra arbovirosis, y/o que presentaron fiebre aguda previa valoracion del

médico tratante.

Criterios de eliminacion:

Muestras Dengue y/o Chikungunya positivas

Muestras de pacientes Zika negativos que no hayan presentado fiebre
Criterios de exclusion:

Muestras en cantidad insuficiente, hemolizada, lipémica o contaminadas.

Muestras en las que no se haya preservado correctamente la red de frio.

Tamafo de muestra:

Se considerd un tamafio de muestra conveniente al nimero total de pacientes captados en
el periodo de muestreo comprendido en el periodo de 19 junio a 25 de agosto del 2017en

Lazaro Cardenas, Michoacan.

Definicién del grupo control

Los sujetos clinicamente sanos que formaron al grupo control fueron sujetos que fueron
considerados aptos para la donacion sanguinea en el Hospital General Regional N1 del
IMSS en la Unidad de Transfusion Sanguinea de Morelia, Michoacan. A este grupo se les
realizd Biometria Hematica completa, no registraron vacunas en el tltimo mes y obtuvieron
resultados negativos para las pruebas serologicas de VHB, VHC, VIH, sifilis (Treponema
pallidum) y de la enfermedad de Chagas (Tripanosoma cruzi). Para integrar el grupo

control se pareo6 con el grupo de pacientes con edad y sexo similares.
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Definicion del grupo: pacientes con sospecha de Infeccidn por Zika:

Pacientes con no mas de 5 dias de evolucion con sospecha de infeccion Zika que
presentaran exantema y cumplieran con la definicion operacional del InDRE, o que
presentaran exantema y un cuadro sospechoso de infeccion por Dengue o Chikungunya de

acuerdo al Servicio de Epidemiologia.
Definicion del grupo: Pacientes con fiebre aguda

Se consider6 en este grupo a todos los pacientes que acudieron al Servicio de
Epidemiologia en las clinicas de Lazaro Michoacdn que presentaron fiebre aguda en un
lapso no mayor a 5 dias antes de la toma de muestra o que presentaron fiebre en el
momento de la consulta, previa valoracion del médico tratante. Considerando el signo

fiebre, a la temperatura axilar mayor o igual a 38 °C medida con termometro de mercurio.

Aparte de presentar fiebre estos pacientes fueron examinados por el médico tratante del
Servicio de Epidemiolgia y de acuerdo a su cuadro clinico se sospechaba de una infeccion

por arbovirus (Dengue o Chikungunya).

Técnicas y procedimientos

A los pacientes y sujetos del grupo control, previa autorizacion para participar en el
proyecto (ANEXO 1), se les realizé una toma de muestra sanguinea por venopuncion en el

antebrazo.

A los pacientes que formaron parte del grupo paciente con sospecha de infeccion por Zika y
paciente con fiebre aguda se les realiz6 el Estudio Epidemiologico de caso de enfermedades

Transmitidas por Vector 2016, del Sistema Nacional de Salud, ANEXO 2.

Se obtuvieron 5.0 mL de muestra almacenada en tubo con gel separador, 2.7 mL de
muestra en tubos con Citrato de Sodio al 3.2% y 4.0 mL de muestra colectada en tubos con

EDTA-K2

De la muestra obtenida de los tubos con EDTA-K2 se les realizo la Biometria Hematica.
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Para obtener suero y plasma se usaron tubos con gel separador y citrato de sodio al 3.2%,

que fueron centrifugados a 3500 RPM durante 15 minutos.

El suero y plasma fueron alicuotados en tubos Eppendorf estériles y libres de RNAsas, y se
mantuvieron en red fria temporal a no mas de 5 °C, hasta que fueron guardados en el

Ultracongelor a -70 °C.

En el caso de las muestras colectadas en Lazaro Cardenas Michoacan, éstas fueron
transportadas a Morelia, Michoacan en el Sistema de Triple Embalaje para garantizar la red

de frio y el transporte idoneo de muestras bioldgico-infecciosas.

Posteriormente las muestras fueron almacenadas en el Laboratorio de Hemostasia y

Biologia Vascular en Ultracongelador a -70 °C. hasta su posterior analisis.
RT-PCR

De las muestras obtenidas en Lazaro Cardenas Michoacan, una alicuota de suero de cada
paciente fue transportada en red frio con el Sistema de Triple Embalaje al Instituto de
Investigaciones Médico-Bioldgicas de la Universidad de Veracruz, donde a las muestras se
les realiz6 un RT-PCR en tiempo real para la identificacion del ARN viral en una prueba

Trioplex para diagndstico simultaneo de Dengue, Zika y Chikunkunya.

Cabe remarcar que el RT-PCR fue realizado de acuerdo a los lineamientos y estdndares

establecidos por el INDRE "Dr. Manuel Martinez Baez".

El kit utilizado para el diagndstico fue de la marca Primerdesing genesig®
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ELISAS

Las ELISAS fueron realizadas de acuerdo al procedimiento establecido por el proveedor

utilizando la muestra que a continuacion se indica:

BIOMARCADOR PROVEEDOR MUESTRA

TNF-a Invitrogen ®, Suero

IL 6 Invitrogen ® Suero

IFN vy INVITROGEN® Suero

by Thermo Fischer scientific

IL10 INVITROGEN ® Suero

FvW Thermo Scientific ® Plasma

B-TG Sunlog Biotech CO ®., LTD Plasma

PF4 Thermo scientific ® Plasma

LCD40s Affymetrix Suero
eBioscience ®

P-selectina Affymetrix Plasma
eBioscience ®

Analisis Estadistico

Se mostraron las variables numéricas con medias o medianas y desviaciones estandar o
rangos. A las variables nominales se les reporté con nimeros y porcentajes. Se les realiz6

también estadistica descriptiva con frecuencias absolutas.

A las variables cuantitativas se les realiz6 la prueba de Normalidad de Kolmogorov -

Smirnov para determinar si los datos eran Paramétricos o No paramétricos.

A los datos paramétricos se les analizo para la comparacion entre grupos con la prueba
ANOVA vy las comparaciones intragrupos con Post-Hoc Tukey. Las correlaciones fueron

realizadas con la prueba Pearson.

A los datos no paramétricos se les analiz6 para la comparacion entre grupos con la prueba
de Kruskal-Wallis y las comparaciones intragrupos con U de Mann Whitney. Las

correlaciones fueron realizadas con Rho de Spearman.
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Se utilizo el paquete estadistico SPSS ® version 15.0 y se consideré como significativa la p

< 0.05. Para graficar se utilizd6 GraphPrism 6.0 y Microsoft Excel 15.32.

Aspectos Bioéticos:

Este proyecto fue desarrollado de acuerdo a los principios de Helsinki (Finlandia 1964 y

también contempla lo pactado en el Codigo de Niiremberg (Alemania 1947).

De acuerdo a la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud de México
(articulo 17, Titulo Segundo, capitulo I), este estudio es considerado de riesgo minimo
debido a que a los pacientes solo se les tomaron muestras sanguineas para exdmenes de

laboratorio y se les realizaron encuestas a los pacientes).

Se tiene también el registro y aprobacion ante el Comité de Bioética de la Facultad de
Ciencias Médicas y Biologicas “Dr. Ignacio Chavez” (ANEXO 3).y el Comité de Bioética
del Seguro Social (ANEXO 4), asi como también por parte de Secretaria de Salud (Anexo
5).

Los participantes fueron invitados a formar parte del proyecto y al estar de acuerdo se

procedio a firmar el consentimiento informado (ANEXO 1).

Loa datos recolectados de los pacientes seran confidenciales y su informacion serd usada

exclusivamente con fines de investigacion

RESULTADOS:

Resultados del muestreo:

Del muestreo de Lazaro Cardenas, Michoacan se obtuvo un total de 96 muestras de

pacientes sospechosos a arbovirosis a las que se les realizo RT-PCR.

Del RT-PRC Trioplex para la identificacion de Dengue, Zika y Chikungunya que se les
realizé a las muestras, 12 resultaron positivas para Zika, dentro de estas se encontraron 2

coinfecciones de Zika/Chikungunya, 3 positivas a Dengue y 5 positivas a Chikungunya.
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Por lo tanto de las 96 muestras, se excluyeron 3 muestras por cantidad de muestra
insuficiente y se eliminaron 17 muestras (9 por ser muestras Zika negativas sin haber
presentado fiebre y 8 por infeccion Dengue o Chikungunya). Finalmente se obtuvo un total

de 76 muestras de pacientes.

Total de muestras

n=96

M Fiebre

B Eliminadas y excluidas
m Zikav-Chikv

H Zika

Figura 15. Resultado del total de muestras
Datos demograficos y manejo de los pacientes
De los 12 pacientes positivos a Zika, 3 correspondian al género masculino y 9 al femenino,
la media de edad fue de 26.33 con una D.E. de14.92. El rango de edad fue de minimo 2

afios y maximo de 54 afios. El manejo de los todos los pacientes con Zika fue ambulatorio.

De los 64 pacientes con fiebre aguda, 38 correspondian al género masculino y 26 al
femenino, la media de edad fue de 30.16 con una D.E. de 18.54. El rango de edad fue de
minimo 2 afios y maximo de 80 afios. El manejo de los pacientes incluyé 60 ambulatorios y

4 hospitalizados. |

Tabla 7.Caracteristic as demograficas de los pacientes y manejo de los pacientes

Numero de pacientes 12 64
(2 ZIKAV-CHIKV)
Masculino 3 38
Femenino 9 26
Edad (afios) 26.33 £ 14.92 * 30.16 £ 18.54 *
Rango de Edad (afios) 2-54 2-80
Manejo de paciente Ambulatorio: 12 Ambulatorio: 60
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Hospitalario: 0 Hospitalario: 4

*Media y Desviacion Estandar.

Biometria Hematica

De acuerdo a los datos obtenidos en la biometria hematica, la mayoria de los datos de los
pacientes estuvieron dentro del rango esperado. Sin embargo de acuerdo al rango esperado
en los pacientes con Zika, la media del Volumen Plaquetario Medio esta ligeramente
incrementado del rango de lo normal (11.17 fL) y se observa una ligera neutrofilia
(73.32% de neutrdfilos). También se realizo analisis de los datos de la biometria etre grupos

y los resultados se muestran a continuacion:

Tabla 8: Biometria hematica en pacientes con Zika, fiebre y sujetos sanos

Valores esperados Pacientes con Pacientes con Sujetos sanos  Valor de p
Zika fiebre

Plaquetas 256.82 +79.99 229.53 +70.58 239.72 £ 59.63 NS

150-450 miles/uL

VPM 11.17 +0.91 § 10.97 £+ 0.98 ¥ 9.36£1.43 0.0001 A

7-11 fL

Leucocitos 10.11 £6.30 7.85+3.51 6.93+£1.35 NS

5-10 miles/uL

Linfocitos 19.91+12.00 § 23.42 +14.55¥ 29.94 +5.60 0.0001 A

20-40%

Monocitos 5.84 +2.20 § € 9.17 + 3.28 9.11+£2.14 0.006 A

2-12 %

Neutroéfilos 73.32 +14.06 § 64.38 +15.85¥ 58.80+7.92 0.019 2

40-70 %

Eosinofilos 0.86+0.64 & 2.11 £3.56 ¥ 1.74+£1.02 0.029A

0-5 %

Basoéfilos 0.23 £0.14 § 0.33 +0.23 ¥ 0.56 £ 0.25 0.0001 A

0-1%

NS No Significativo

¥Fiebre vs sanos §Zika vs sanos € Zika vs fiebre

Se reporta Media y Desviacion estandar

VPM: volumen plaquetario medio

p<0.05 A Prueba de Kuskawal Wallis con U de Mann Whitney 2 Prueba de ANOVA con Tukey

Signos y sintomas mas comunes en fiebre aguda y Zika
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Las manifestaciones clinicas que presentaron los pacientes con Zika y fiebre aguda se

describen a en seguida. Las primeras 8 manifestaciones clinicas corresponden a los signos y

sintomas de la definicion operacional de Zika.

Tabla 9. Signos y sintomas en pacientes con Zika y fiebre aguda

SIGNO/SINTOMA

Exantema
Fiebre
Cefalea
Conjuntivitis
Mialgias
Artralgias
Prurito
Dolor retroocular
Artritis
Dolor de espalda
Vémito
Nauseas
Diaforesis
Escalofrios
Fotofobia
Dolor abdominal
Diarrea
Congestion nasal
Tos
Faringitis
Alteracion del
gusto
Adenomegalias
Rigidez de nuca
Debilidad muscular
Otitis

ZIKA
n =12(%)
8 (66.7)
9 (75)
7(58.3)
4(33.3)
5(41.7)
6 (50)
2(16.7)
7(58.3)
2(16.7)
5(41.7)
3 (25)
6 (50)
0 (0)
4(33.3)
3 (25)
4(33.3)
1(8.3)
3 (25)
3 (25)
4 (40.6)
3 (25)

0(0)
1(8.3)
1(8.3)
1(8.3)

FIEBRE
n=64 (%)
13 (20.3)
64 (100)
60 (93.8)
16 (25)
52(81.3)
53 (82.8)
11(17.2)
37 (57.8)
3 (4.7)
34 (53.1)
18 (28.1)
46 (71.9)
11 (17.2)
38 (59.4)
24 (37.5)
29 (45.3)
12 (18.8)
23 (35.9)
26 (40.6)
32 (50)
16 (25)

6 (9.4)
1(1.6)
15 (23.4)
0(0)
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Petequias

A continuacion se muestran los signos y sintomas mas frecuentes en cifras porcentuales de

los pacientes con infeccion por virus Zika y pacientes con fiebre de inicio agudo:

Petequias

Otitis

Debilidad muscular
Rigidez de nuca
Adenomegalias
Alteracion del gusto
Faringitis

Tos

Congestion nasal
Diarrea

Dolor abdominal
Fotofobia
Escalofrios
Diaforesis

Nauseas

Vomito

Dolor de espalda
Artritis

Dolor retroocular
Prurito

Artralgias

Mialgias

Conjuntivitis
Cefalea
Fiebre

Exantema

50
25 28,1
41,7
16,74,7
58,3
16,7 17,2
50
41,7
333
58,3
75
66,7

20 40

= ZIKA %

= FIEBRE %

Figura 16. Signos y sintomas mads frecuentes en porcentaje de pacientes con fiebre aguda y
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La descripcion clinica de las manifestaciones presentadas en los pacientes que
resultaron Zika positivos se muestra a continuacion:

Tabla 10. Signos y sintomas de los pacientes Zika positivos
NUMERO DE PACIENTE ZIKA POSITIVO

SIGNO/SINTOMA
Exantema

Fiebre

Cefalea
Conjuntivitis
Artralgias

Mialgias

Prurito

Dolor retroocular
Tos

Alteraciones del gusto
Congestidn nasal
Nauseas

Dolor abdominal
Dolor de espalda
Voémito

Fotofobia
Petequias
Escalofrios

Artritis

Faringitis

Diarrea

Otitis

Rigidez de nuca
Debilidad muscular
*Coinfeccion Zika/Chikungunya
Signo o sintoma presentado marcado con rojo

Las manifestaciones clinicas de la definicién operacional de Zika estan con negritas

En estas fotografias tomadas durante el muestreo se evidencian dos signos claves de la

infeccion del virus Zika, el exantema y la conjuntivis no purulenta con hiperemia.
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Figura 17. Exantema y conjuntivitis de pacientes con sospecha de Zika

Biomarcadores plaquetarios y de inflamacion

A continuacion se reportan los datos obtenidos de la cuantificacion de biomarcadores de

activacion plaquetaria, dafo endotelial e inflamacion en los pacientes con infeccion Zika y

pacientes con fiebre aguda y el grupo de sujetos sanos

Biomarcador

Pacientes con Zika Pacientes con fiebre Sujetos sanos Valor de p

IL-10 7.89 8.75 12.85
pg/mL (1.86-45.97) (0.72 -349.90) (1.11-30.89) 0.482
IFN ¥ 39.38 39.36 27.08
pg/mL (15.92 - 118.50) (0-325.15) (4.38-96.69) 0.196

IL-6 4.00 6.95 § 0.50 &
pg/mL (0.00 - 101.60) (0 - 350.40) (0.00-12.70) 0.0001*
TNF o 8.65 ¥ 16.85 § 9.70
pg/mL (3.60 - 40.40) (3.70 - 58.70) (4.10 - 20.10) 0.0001*

B-TG 5.49¥ 5.29 5.33%

ng/mL (5.18-114.12) (0.00 - 132.62) (5.09 — 73.71) 0.043*
PF4 18.47 17.56 20.45

ng/mL (11.34-24.93) (0.00 - 27.52) (0.00-25.11) 0.758

sCDAOL 3.75 3.50 5.00

ng/mL (0.50-10.00) (0.00- 17.00) (0.00-15.50) 0.059

P-sel 226.65 259.05 214.40
ng/mL (74.90-449.50) (0.00 - 660.30) (1.30- 634.60) 0.468

FVW 171.50 137.50 § 43.00 &
ng/mL (8.00-403.00) (0.00 — 400.00) (0.00-367) 0.001*

IL, Interleucina. IFN v, Interferon gamma. TNF «.,, Factor de Necrosis Tumoral alpha. BTG, Beta-
tromboglobulina . PF4, Factor Plaquetario 4. sCD40L, Ligando CD40 soluble. P-sel, P-Selectina. FvW,
Factor Von Willebrand.
Se muestran medianas y rangos
* p<0.05 Prueba de Kuskawal Wallis con U de Mann Whitney
¥ Zika vs Fiebre § Fiebre vs Sanos % Sanos vs Zika

Tabla 11. Biomarcadores de activacidon plaquetaria e inflamacion
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En las siguientes graficas se reportan las diferencias significativas encontradas entre grupos

con la prueba de U de Mann Whitney:

*p=0.002
; . Fvw P
B-TG p=10.021 **p =0.002
607 p=0.015 5001 *
* | |
[ | 4004
404 * %
- | | 13004 * %
g g [ |
(o)} o))
c c 2004
204
100
0- 0 —I—J— 4
19.90 £ 32.67 8.86+19.34 10.20+17.98 171.50 137.50 43.00
Zika Fiebre Sanos (8.00-403.00) (0.00 -400.00) (0.00-367)
Zika Fiebre Sanos
*p=0.004
IL 6 P TNF alpha
**p < 0.0001 p *p=0.015
* **p < 0.0001
80 - I I 60 —
— * * %
* %
60 —tt [ 11|
404 o
- -
£ 404 E
o o))
o (o}
20
- 1 =
0+ 0 T T T
20.19 £ 36.99 2029 +49.86 1.24 255 8.65 16.85 9.70
Zika Fiebre Sanos (3.60 -40.40) (3.70 -58.70) (4.10 - 20.10)
Zika Fiebre Sanos

Figura 18. Biomarcadores de activacion plaquetaria e inflamacion
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Las correlaciones que se muestran a continuacion son las que resultaron significativas de

acuerdo a la prueba Rho Spearman, donde se analizaron los tres grupos de estudio. En este

primer gréfico se representan las correlaciones del Volumen Plaquetario Medio:

E)
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300+

200+

FvW (ng/mL)
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VPM-FYW  tho=0.346
. Q,...Qp=oQooo1
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® pacientes con Zika ® Pacientes con fiebre
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1501
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INF g (pg/mL)
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VPM-IFNg
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°
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40
301

201

TNFa (pg/mL)
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VPM - TNFa
rho=0.330

®®-0.0001
o0

e

Grupo control

5 10 15
VPM (fL)

Figura 19. Correlaciones de VPM con IFN v, IL6, TNF o, IL10 y FvW en los tres grupos de

estudio
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También obtuvimos correlaciones significativas entre los biomarcadores plaquetarios y

dano endotelial con los biomarcadores de inflamacion:
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Figura 20. Correlacion de biomarcadores plaquetarios/dafio endotelial con biomarcadores

inflamatorios en los tres grupos de estudio.

Adicionalmente se encontraron otras correlaciones entre biomarcadores plaquetarios, de

dafio endotelial e inflamatorios que se asociaban con otros parametros (No mostrados en

las Figuras anteriores), por lo que a continuacion se presenta en la siguiente tabla un

resumen de todas las correlaciones significativas encontradas en los grupos de estudio:
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Tabla 12. Resumen de correlaciones de biomarcadores

Tipo de correlacion | Correlacion | Valor de rho | Valor de p
Plaquetario-inflamatorio | VPM-IFN y 0.320 0.0001
VPM-IL6 0.329 0.0001
VPM-TNF 0.330 0.0001
VPM-IL10 -0.426 0.0001
PF4-IL10 0.178 0.040
Psel-IFN vy 0.203 0.018
Plaquetario-endotelial | VPM-FyW 0.346 0.0001
Endotelial-Inflamatorio | FvW-IFN y 0.284 0.001
FvW-IL6 0.205 0.022
Inflamatorio-inflamatorio 1L10-1L6 0.190 0.028
IFN v -IL6 0.229 0.008
TNF o-IL6 0.474 0.0001
IFN vy -IL10 -0.181 0.037
Plaquetario-plaquetario | PF4-BTG 0.313 0.013

Discusion

Como podemos observar en la Tabla 8 hubo diferencias significativas entre los grupos en la

Biometria hematica y también algunos parametros fuera del rango de lo esperado.

Es importante remarcar el hecho de que el VPM esta incrementado en el grupo de pacientes
con Zika (incluso es més alto que el valor de referencia sugerido por el laboratorio) y
pacientes con fiebre respecto al grupo de sujetos sanos. Este dato sugiere fuertemente la

activacion plaquetaria debido al incremento de superficie en las plaquetas.
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Los monocitos en el grupo de pacientes con Zika estan disminuidos en comparacion al
grupo de fiebre y sujetos sanos. Siendo esta la Unica diferencia hallada entre el grupo de
fiebre y Zika, esto se puede intentar explicar debido a la diferente respuesta inmune

desplegada en la infeccion de Zika respecto a otros procesos patologicos en los pacientes de

fiebre.

De igual forma los las cifras de linfocitos y basofilos estan disminuidas respecto al grupo
control. Estos dos hechos pueden deberse a la extravasaciéon de monocitos, basofilos y
linfocitos al sitio de infeccién que conlleva a la disminucion de las cifras cuantificadas en

Sucro.

Por otra parte las cifras de neutréfilos estan incrementadas en el grupo de pacientes con
infeccion Zika y fiebre respecto a al grupo de sujetos sanos, esto se puede explicar dado
que bajo condiciones de inflamacion o en infecciones la granulopoyesis de neutréfilos se
puede aumentar con la finalidad de restaurar la homeostasis en médula 6sea después del
reclutamiento de neutrofilos a sitios periféricos (Granulopoyesis de emergencia) (107).
Aunque los neutréfilos tienen una papel clasico como fagocitos en las infecciones
bacterianas y por sus acciones antiflingicas, cada vez hay mas evidencia de los roles no
clasicos de los neutrofilos que incluyen repuestas virales(108) (107). Ademas la formaciéon
de NETs también puede mediar la defensa antiviral, ya que con estas redes es capaz de

atrapar e inactivar no s6lo bacterias, sino también virus (109).

En cuanto a estos hallazgos aun hay controversia, el grupo de Mittal y colaboradores por
ejemplo sugiere que hallazgos como leucopenia, trombocitopenia, y linfocitos activados
pueden servir como marcadores de la presencia de la infeccion de Zika (15).
Contrariamente a otros grupos como el de Yasri S y colaboradores que encontraron cifras
normales de conteo de plaquetas en pacientes con Zika (110), ademas hay varios estudios
como el de Toos y cols (38) y Lee y cols (111) que sugieren que datos en la biometria
hematica como trompocitopenia y leucopenia son mas caracteristicas de otras arbovirosis
como dengue y chikunkunya. Por otra parte Eckerle y colaboradores reportan que si bien la
trombocitopenia, leucopenia e incluso linfopenia pueden ser a veces o no tipicamente

observados, éstas condiciones serdn mas frecuentemente observadas en dengue y
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chikungunya (112). Por ultimo de acuerdo a datos de la Secretaria de Salud y en Centro
Nacional de la Transfusion Sanguinea la leucopenia, neutropenia, linfopenia y
trombocitopenia no se observan en Zika y son mas distintivas para dengue y chikunkunya

(75).

Los signos de exantema y conjuntivitis no purulenta caracteristicos de in infecciéon por

virus Zika documentados € en pacientes muestreados se puede observar en la Figura 17.

De manera interesante podemos remarcar el hecho de que el 50% de los pacientes que
fueron diagnosticados por el RT-PRC como Zika positivos no cumplen con la definicién
operacional de caso sospechoso de Zika marcada como exantema y al menos dos de las
siguientes manifestaciones fiebre, cefalea, mialgias, artralgias, prurito, edema, dolor

retroocular y conjuntivitis segun los lineamientos del INDRE.

Como podemos observar en la Tabla 10, la definicidon operacional sélo la cumpli6 en el 50
% de los pacientes positivos a Zika debido a que por una parte, el exantema, signo mas
patognomoénico de Zika, sélo estuvo presente en 8 de los 12 pacientes positivos que
equivale al 66.7% del total de pacientes (4 de los pacientes Zika positivo no presentd
exantema que fueron el Paciente 8, 9 10 y 12), por el otro lado 2 de los pacientes Zika
positivo que si presentd exantema no presentaban dos, si no solamente una de las
manifestaciones claves anteriormente descritas (Paciente 1 y 2). Contrastantemente el
edema que es parte de la definicién operacional no se observo en ninguno de los pacientes

positivos a Zika.

Varios estudios demuestran, como lo expondremos a continuacion que la caracterizacion de
signos y sintomas puede ser muy diversa y algunos elementos de la definicion operacional
no estan presentes en las manifestaciones clinicas, en cambio otras que son frecuentes no

estan contempladas en la definicion.

Las definiciones operaciones han ido cambiando y se ajustan a los datos que surgen de las

descripciones clinicas.

En nuestro estudio los datos clinicos mas frecuentes en pacientes con Zika fueron fiebre

(75.0%), exantema (66.7%), cefalea (58.3%) y dolor retroocular (58.3%) (Figura 16).
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La comparacién entre estas manifestaciones y otros estudios se resume en la Tabla 13. En
el estudio realizado por en México por Jiménez Corona y cols (113), por ejemplo
encontraron que las manifestaciones mas comunes en Zika fueron fiebre (96.6%), este dato
es igual al de nosotros donde la fiebre es el signo mas frecuente, seguido de exantema
(93.3%), conjuntivitis (88.8%) y mialgias (84.4%), el edema tampoco se presentd en los
pacientes. El estudio en México por Cabrera- Gaytan y colaboradores (114) se encontr6 que
no todos los pacientes con Zika cursaron con exantema, de hecho lo reporta en un 63.3%,
una cifra muy similar a la este estudio, ademas de fiebre (44.0%), que coincide con ser el
mas frecuente igual que nuestro estudio, seguido de cefalea (40.4%) y mialgias (40.4%), los
pacientes no refirieron prurito que es un sintoma contemplado en la definicion operacional
del InDRE. Estos datos de manifestaciones clinicas se obtuvieron a través de un
metaanalisis, y cabe destacar que la definicion de caso sospechoso de Zika dada por la OPS
en el 2015, consistia en: paciente que presentara exantema o elevacion de temperatura
corporal axilar (> 37.2 °C) y uno o mas de los siguientes sintomas (que no se explican por
otras condiciones médicas): artralgias o mialgias, conjuntivitis no purulenta o hiperemia
conjuntival cefalea o malestar general. Otro estudio de Armstrong y colabordores en
Estados Unidos (115) reporta que el Zika se presentd en los pacientes con exantema
(98.0%), fiebre (82.0%), artralgias (66.6%), y cefalea (57.0%), un signo que encontro
también dentro de los mas frecuentes que no estd en la definicion operacional es el vomito
encontrado en un 19.0%. Los estudios mencioanados a continuacion tienen al exantema
como signo mas frecuente. Brasil y cols (116) reportaron en su estudio hecho en Brasil que
los sintomas mas comunes fueron exantema (97%), prurito (79%), cefalea (66%), y
mialgias (61%), otro sintoma frecuente que hallaron no incluido en la definicion
operacional que el dolor de espalda baja (51%). Por tltimo podemos mencionar el estudio
de Dufty y cols, hecho en Micronesia (28) donde el exantema se halld en un 90%, la fiebre
en un 65%, y las artralgias junto con la artritis en un 65%, y la conjuntivitis en un 55%,

otro signo hallado con frecuencia fue el vomito(10%).
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Tabla 13: Comparacion de diversos estudios de signos y sintomas de Zika

(A la izquierda se muestran los datos obtenidos en este estudio)

Jiménez Cabrera Armstrong Brasil Duffy

SIGNO/SINTOMA  %(N) Corona Gaytan

% %
Fiebre 75.0(9) 96.6 44.0 82 36 65
Exantema 66.7(3) 93.3 63.3 a8 a7 a0
Cefalea 58.3(7) 854 40.4 57 66 a5
Dolorretroocular 58.3(7) 47.2 13.8 NR 45 39
Artralgias 50(6) 20.2 33.0 66 63 poE*
Mialgias 41.7(3) 84.3 40.4 55 61 45
Conjuntivitis 33.3(4) 83.8 229 37 56 55
Prurito 16.7(2) 80.9 NR NR 79 NR
Edema 0(0) MR 17.4 NR 29 13
MR no reportado *womito 10%
¥Diarrea 19 %

** artritis y artralgias
& Dolor de espalda baja 51%

Los pacientes con fiebre aguda tuvieron manifestaciones clinicas muy variadas, sin
embargo no se puede establecer un diagndstico certero debido a que no se les realizd

pruebas de laboratorio para confirmar alguna patologia.

Es posible que estos pacientes estuvieran cursando por una infeccion de origen viral
distinta a Dengue, Chikunkunya, o Zika o de origen bacteriano. Esto debido a la fiebre es
un sintoma cardinal (aunque no exclusivo) de las infecciones. Por otra parte, las
manifestaciones clinicas que se detallan en la Figura 16, nos indica que estos pacientes
refirieron  faringitis (50%), tos (40.6%), vomito (28%), y diarrea (18.8%), estas
manifestaciones clinicas también podrian sugerir datos de infeccion. Como se visualiza en
la misma Figura, las manifestaciones clinicas mas frecuentes en los grupos de estudio
fueron diferentes, en el grupo de pacientes de fiebre aguda, los signos y sintomas mas
frecuentes fueron cefalea (93.8%), mialgias (81.3%), artralgias (82.8%) y nauseas (71.9%),
mientras que los pacientes con infeccion Zika, tienen un mayor porcentaje de

manifestaciones clinicas incluidas en la definicion operacional de Zika.

De los nueve biomarcadores cuantificados, cuatro (44.44%) resultaron con diferencias
significativas entre los tres grupos de estudio (Tabla 11). La representacion grafica del

analisis entre grupos que se observa en la Figura 18 nos sefiala que de estas cuatro

62



diferencias significativas, dos corresponden a diferencias entre los pacientes con Zika y
fiebre aguda, estos son la BTG (p=0.015), y TNF a (p=0.015). La IL6 (p=0.004), BTG
(p=0.021), y FvW (p=0.002) fueron significativamente mas altos en pacientes con Zika que
en grupo control. La IL6 (p=0.0001), TNF o (p=0.0001) y FvW (0.002) fueron

significativamente mas al tos en los pacientes con fiebre aguda respecto al control.

La BTG , el VPM, y aunado al FvW que estan més elevados en pacientes con Zika son
datos que muestra activacion plaquetaria, y en el caso del FvW, indica disfuncion
endotelial, por lo tanto sugerimos que las plaquetas tienen un papel dentro de esta

infeccion y donde también puede haber dafio endotelial.

Hay otras enfermedades inflamatorias donde se encuentra elevada la B-TG y PF4 como en
la artritis reumatoide (117) y en pancreatitis (118). Matowicka-Karna y colaboradores
encontraron también una elevacion de BTG en pacientes con la infeccion parasitaria de
Echinococcosis. Por otra parte, Kasperska-Zajac encontraron niveles altos de BTG en
pacientes con inflamacion alérgica (46). Todos estos estudios coinciden con una elevacion
de BTG y también de PF4, contrastantemente a nuestro estudio donde solo tenemos
encontramos niveles elevados de B.TG. De acuerdo el estudio de Uyar y colaboradores, la
BTG y el VPM también se han visto incrementados en enfermedades inflamatorias cronicas

como en pacientes con lupus sistémico eritematoso (119).

El FvW que se encontré mas elevado en pacientes con Zika, dato que coincide con una
elevacion de IL6 también. En pacientes con fiebre también hallamos la elevacion de FvW
junto con la IL6 y el TNF, esto se puede explicar debido a que dentro de las citocinas
pueden inducir la liberacion del FvW, se encuentra el TNF a, IL6 e IL 8 (89)(88)(90). La
liberacion del FvW también se ha evidenciado en enfermedades inflamatorias como en la
diabetes por la produccion de radicales libres (88), asi como en vasculitis y artritis

reumatoide (120).

Los niveles de TNF a en los pacientes con fiebre aguda es un dato que se puede explicar
debido a que TNF a es una citocina pirdgena que esta involucrada en el desencadenamiento
de la fiebre. Ademas, pese a que la fiebre es un sintoma comun en la infeccion Zika, en este

estudio solo se presentd en 9 pacientes, que representa un 75% del total de pacientes con
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Zika. El TNF o que también estd asociado a severidad coincide con el dato de que 4
pacientes con fiebre aguda estuvieron hospitalizados, por el contrario todos los pacientes

Zika positivo tuvieron manejo ambulatorio.

No hay estudios de biomarcadores plaquetarios cuantificados en Zika, ni comparados con
pacientes con fiebre, pero parte de las aportaciones importantes de este estudio es quese
encontrd significativamente mas elevada la B-TG, en pacientes con Zika respecto a los
pacientes con fiebre y a los donadores sanos, ademds del incremento del VPM. Por otra
parte TNF o resulté significativamente més incrementada en fiebre respecto a los pacientes

con Zika y donadores sanos.

Barros y colaboradores, analizaron un total de 27 biomarcadores, dentro de los que se
encontraban citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento y encontraron solo 5 citocinas
elavadas en 36 pacientes con Zika en fase aguda respecto a su grupo control que fueron
IL-1ra, IL-2, IL-9, IL-15, e IFN-y. Al que igual que en este estudio no se encontrd
significativamente mas alto la IL10,pero coincidimos en que también encontr6 elevada la
1IL6 con respecto al grupo control. A diferencia de que, para este grupo de estudio el IFN y
si se reportd elevado. Es importante mencionar que este estudio fue realizado en un zona
endémica de Brasil, donde la poblacién estd expuesta constantemente a arbovirus como
Dengue, Zika, Chikungunya y Fiebre Amarilla (121). Los datos de inflamacion moderada
coinciden con nuestro estudio que también fue realizado en una zona endémica. Es
probable que esta condicion y otros factores ambientales, asi como el hecho de estos
pacientes el riego de que hayan contraido otra arbovirosis previamente de forma
sintomatica o asintomatica, puedan afectar la respuesta inflamatoria en este contexto de la

infeccion por Zika.

Por otra parte, en el estudio de Tappe (122) se cuantificaron diversos biomarcadores en la
fase aguda de 6 pacientes con Zika, y se encontraron incrementados significativamente
cuando se compar6 con los controles, en este dato coincide con nuestro estudio, tambipen
encontro la IL6, IL-1b, IL17, MIP- 1a (Proteina de macrofago inflamatoria 1 alpha)de , IP
10, (Interferén Gamma inducido por proteina 10), RANTES, 1L4, IL10 IL13,IL-2, e IL9

el Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF). Respecto a este estudio coincidimos

64



en la elevacion de la IL6 respecto a nuestro control y también coincidimos en que, pese a
fueron cuantificadas no fueron significativamente mas altas las concentraciones de TNFa,
IFNy ni IL10. La marcada diferencia de inmunorreactividad y estado de inflamacion entre
nuestro estudio y el estudio de Barros en comparacion al estudio de Tappe pudiera deberse
a que estos pacientes no residian en una zona endémica, si no que contrajeron la infeccion
viajando en el Sureste de Asia, la Polinesia Francesa o Brasil, contrario a los otros estudios

que fueron hechos en zonas endémicas.

Por ultimo se encontraron varias correlaciones significativas entre los biomarcadores de
activacion plaquetaria, dafio endotelial e inflamacién. Como se muestra en las Figuras 19 y
20 y la Tabla 12. Esto nos indica que en un panorama general (donde se incluyen a los tres
grupos de estudio), la activacién plaquetaria y el dafo endotelial son procesos que se
incrementan simultineamente con la inflamaciéon, como se observa en las correlaciones
positivas del VPM con IFN v, IL6, TNF a, FvW, Psel-IFN vy, asi como en la correlacion
positiva de FvW con IL6 e IFN y. Por otra parte la correlacion positiva del PF4 con la IL10
nos sefiala que el PF4 estara incrementado mientras haya menor cantidad de IL 10 que es
un biomarcador antiinflamatorio, y viceversa, esta correlacion es similar a la correlacion
negativa del VPM con la IL 10, que sugiere que habrd mas activacion plaquetaria, y por lo

tanto aumento de volumen plaquetario, cuando haya menor cantidad de IL10.

La correlacion de PF4, con BTG, puede ser atribuir debido a que al activarse las plaquetas

se pueden liberar de sus granulos simultaneamente mas de un biomarcador.

La condicion inflamatoria dada en los grupos de estudio se evidencia con la elevacion
simultdnea de varios biomarcadores inflamatorios, esto se puede observar debido a la

correlacion positiva de IL6 con IL10, IFN y y TNF a, e IFN y con IL10.

Estas correlacidonales se hicieron incorporando a los tres grupos donde, el tono azul mas
fuerte representa al grupo de pacientes con Zika, el azul de tono medio representa a los
pacientes con fiebre aguda y en azul mas claro es el grupo control. Gracias a esta
distribucion podemos observar que hay una tendencia en estas correlaciones donde el VPM
y los biomarcadores cuantificados en el grupo control estdn mas cercanos al 0 en el eje de

€C, [0

las “x” y “y” en las graficas, esto nos indica que en general el VMP y la concentracion de
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biomarcadores fueron menores respecto al grupos de pacientes con infeccion Zika y fiebre
aguda (Grafico A C y D en la Figura 19). Este mismo comportamiento se puede observar
en la Figura 20 en el Grafico A, donde se observa que las concentraciones de FvW e IFN y

son menores respecto al grupo de pacientes

Es posible que debido a la evidencia de que las plaquetas son células que ayudan a inducir
y mantener la inflamacion (123) (124) (42), se encuentren también estas correlaciones
positivas de biomarcadores de activacidon plaquetaria con biomarcadores de inflamacion.
Ademéds de el hecho de que las plaquetas pueden activarse en condiciones patoldgicas de

inflamacion.

Es importante mencionar que no hay estudios de cuantificacion de biomarcadores de

activacion plaquetaria en infeccion Zika.

El FvW es liberado cuando hay dafio endotelial, y en condiciones patologicas de
inflamacion, estas condiciones se cumplen debido al estado inflamatorio de la infeccion. En
el dafio el endotelial, se libera FYW y trombina, estos son estimulos fisioldgicos de
activacion plaquetaria. La trombina es un poderoso quimioatrayente que recluta mas
plaquetas al sitio de dafio, por su parte, el FvW promueve la adhesion de plaquetaria para
crear un tapon hemostatico, para esto las plaquetas deforman su estructura del citoesqueleto

y aumentan el VPM.

Sabiendo que las plaquetas liberan sustancias bioactivas con potencial inflamatorio (124),
se puede explicar la correlacion negativa del VPM con la IL10 que es inmurregulador
antiinflamatorio. Es posible que las plaquetas también tengan un papel inmurregulador,
pues hay evidencia de que las plaquetas activadas mejoran la secrecion de IL-10 y reducen
la secrecion de TNF-a por monocitos, por un mecanismo atn desconocido (125). Por otra
parte la asociacion del VPM con el TNF o se puede justificar debido a que TNF a induce la
expresion de PDGD (Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas), que es liberado de las
plaquetas activadas y tiene roles importantes en la angiogénesis (126), también hay
evidencia de que el TNF a es una citocina que desencadena activacion plaquetaria en

pacientes con falla cardiaca (127).
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Por otra parte se ha demostrado en estudios que la IL6 es capaz de inducir activacion
plaquetaria, y fomentar la agregacidon plaquetas-leucocitos. La IL 6 también estimula la

formacion de plaquetas en el megacariocito (128) (129) (130).

En cuanto a la correlacion de IFN y y VPM, podemos decir que hay estudio que demuestran
la interaccion de IFN y como las plaquetas, como en la induccion de la citotoxicidad como
funcién de las plaquetas mediada por linfocinas (que requiere previamente la activacion
plaquetaria), donde las plaquetas son capaces de eliminar a larvas jovenes de Schistosoma
mansoni, debido a esta capacidad citotoxica inducida por IFN y. Ademdas se han
caracterizado sitios de unién de IFN vy en las plaquetas, asi como la presencia de receptores

de alta afinidad en la superficie de una linea celular humana megariocitica (131)(132).

El IFN y también tiene efectos moduladores en la liberacion de FvW(133)(134)(135). Se ha
propuesto que la IL6 proinflamatoria puede inducir la expresion del Factor Tisular, en el
endotelio dafado ,este puede ser un mecanismo mediante el cual el endotelio dafiado libere
FvW que puede ser cuantificado en plasma (136). También hay estudios que sugieren que

la IL 6 sélo cuando est4 con su complejo soluble del receptor, induce la liberacion de FvW

(137).

Por otra parte se ha evidenciado el papel modulador de IFN y en la expresion de la P-

Selectina y E-Selectina (138).

La asociaciéon de VPM con la ILO con la PF4 se puede explicar debido a que la activacion
plaquetaria y por consiguiente el incremento de PF4, se lleva a cabo en condiciones
inflamatorias; al mismo tiempo, para no tener una inflamacién exacerbada con efectos
dafiinos, son activados mecanismos antiinflamatorios como la secrecion de IL10 por

linfocitos. Para desactivar el mecanismo inflamatorio monocito-macrofago.
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Resumen de resultados:

O La definicion operacional no se cumplié en el 50% de los pacientes Zika positivos,
por lo que es necesario monitorear las manifestaciones clinicas de esta infeccion

para tener modelos predictivos de definiciones operacionales mas reales.

O En los parametros de la biometria hematica se encontr6 como hallazgo en los
pacientes con Zika ligera neutrofilia y aumento de VPM, mientras que en los

pacientes con fiebre todos los parametros fueron normales.

O En los pacientes con fiebre y Zika se demostro la activacion plaquetaria, por lo que
las plaquetas estan teniendo un papel inmunoldgico e inflamatorio en estas

patologias.

O Pacientes con Zika: Mayor activacion plaquetaria: aumento del VPM, B-TG y FvW

y un modesto estado inflamatorio con la elevacion de IL6.

O Pacientes con fiebre: estado inflamatorio méas exacerbado con aumento de TNF o e

IL6 y menor activacion plaquetaria con incremento de BTG y FvW.

O Es posible que en zonas endémicas de arbovirus las manifestaciones clinicas de
Zika y el estado inflamatorio en los pacientes se presenten de forma distinta a la

poblacién no expuesta a arbovirus

O Las correlaciones positivas de biomarcadores de activacion plaquetaria/dafio
endotelial e inflamacion sugieren que estas condiciones se elevan o disminuyen

simultaneamente.
Conclusion:

Los pacientes con infeccion por virus Zika presentan biomarcadores de activacion
plaquetaria y de dafio endotelial elevados que correlacionan con biomarcadores de
inflamacion lo cual sugiere que las plaquetas estan involucradas en la respuesta

inmunologica a la infeccion por virus Zika.
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ANEXO 1. Carta de consentimiento informado

~ CARTA DE CONSENTIMIENTO

@ INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION

IMSS Y POLITICAS DE SALUD

COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Lazaro Cardenas, Michoacan a

Se le invita a participar en este estudio, registrado ante el Laboratorio Estatal de Salud Publica de Michoacan
titulado “Estudio de biomarcadores inflamatorios y de activacion plaquetaria en infecciones virales
emergentes en México: Dengue, Chikungunya y Zika”.

El siguiente documento le proporciona informacion detallada sobre el mismo. Por favor |éalo atentamente.
JUSTIFICACION

Usted vive en una region del Estado de Michoacan donde con mucha frecuencia pueden adquirir
enfermedades trasmitidas por mosquitos (Dengue, Chikungunya y Zika); estas enfermedades producen
sintomas dificiles de diferenciar y pueden desarrollar complicaciones que pueden ser peligrosas. Actualmente
solo existe tratamiento para aliviar los sintomas ya que se desconocen muchos aspectos en estas
enfermedades, por lo que este estudio tiene como objetivo describir en forma mas precisa algo que se llama
“respuesta inflamatoria” de cada una de estas enfermedades, con el propdsito de identificar medicamentos
que puedan ser mas especificos para tratarlas

PROCEDIMIENTOS

A todas las personas que por sus sintomas se sospecha tienen la probabilidad de tener Dengue,
Chikungunya, o Zika, habitualmente se les toman 2 muestras de su sangre una de 3ml en un tubo con
anticoagulante EDTA (morada/azul) y otra de 5ml en un tubo seco (rojo), las cuales son enviadas a un
laboratorio para el diagnéstico de Dengue o Chikungunya. Esta muestra adicional sera utilizada para hacer
estudios que sirven de indicadores en la respuesta inflamatoria llamados biomarcadores; algunas de estas
muestras se seleccionaran y seran almacenadas en el Laboratorio de Hemostasia y Biologia Vascular en la
Facultad de Medicina de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo para otros biomarcadores mas
especificos.

RIESGOS Y MOLESTIAS

El procedimiento para tomarle su muestra de sangre de su antebrazo generalmente solo le provoca una ligera
molestia o dolor al introducir o retirar la aguja; ocasionalmente se puede producir un hematoma (moretén) en
el sitio de la puncién pero esto no es peligroso.

INFORMACION DE RESULTADOS Y ALTERNATIVAS DEL TRATAMIENTO

Los resultados de los estudios que se le realizan para el diagnéstico de estas enfermedades usted los
conocera siguiendo las instrucciones que la(s) personas responsables de hacerle seguimiento. Usted también
tiene derecho a conocer los resultados de sus estudios que se le realicen si usted acepta participar en este
estudio, lo cual usted los conocera en cuanto se tengan disponibles y que podra ser de manera directa o a
través de su unidad médica a la cual usted acude regularmente. Los resultados pueden tardar algunos meses
pues se analizaran una vez que se tengan todas las muestras para su estudio.

PARTICIPACION O RETIRO

Usted podra tener contacto con los investigadores para resolver cualquier duda. Su participacion en este
estudio es completamente voluntaria. Es decir, que si usted no desea participar en el estudio, su decision, no
afectara su relacion con el IMSS o la SSM ni su derecho a obtener los servicios de salud u otros servicios que
ya recibe.

PRIVACIDAD Y CONFIDENCIALIDAD

Su nombre y datos personales de la investigacion clinica, asi como los resultados de laboratorio seran
confidenciales y estaran protegidos por la Ley Federal de Proteccion de Datos Personales, aunque en caso de
auditorias, inspecciones, presencia de eventos adversos serios, verificacion de los datos del estudio, o
certificacion de los datos clinicos, los investigadores autorizados, el personal de la Comisiéon Nacional de
Bioética, la Comision Nacional de Investigacion Cientifica, asi como personal de la Secretaria de Salud de
México tienen el derecho de revisar su expediente. La privacidad y confidencialidad de los expedientes y su
contenido estan protegidas por la ley; sin embargo, la informacion cientifica derivada de los resultados
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obtenidos de este estudio puede ser publicada con la obligacién de mantener su identificacion de manera
confidencial

BENEFICIOS AL TERMINO DEL ESTUDIO

Es importante que sepa que no recibird ninguna compensacion econdémica por participar en este estudio y que
también el estudio no implica ningun gasto para usted. Al término del estudio se lograra conocer mas acerca
de la respuesta inflamatoria en estas enfermedades, que en un futuro permita poder desarrollar tratamientos
mas especificos.

PERSONAL DE CONTACTO EN CASO DE DUDAS O ACLARACIONES

Si tiene dudas sobre su participacion puede comunicarse de 8:00 a 16:00 hrs, de lunes a viernes con la Dra.
Georgina Ortiz Martinez , el Dr. Cleto Alvarez

Aguilar en Michoacan; la D. C. Martha Eva Viveros Sandoval

Si Usted tiene dudas o preguntas sobre sus derechos al participar en un estudio de investigacion, puede
comunicarse con los responsables de la Comision de Etica en Investigacién del IMSS,

de 9 a 16:00 hrs. La Comision

de Etica se encuentra ubicada en el Edificio del Bloque B, Unidad de Congresos piso 4, Centro Médico
Nacional Siglo XXI, Av. Cuauhtémoc 330 Colonia Doctores, C.P. 06725, México D.F.

Declaracion de Consentimiento

Se me ha explicado con claridad en qué consiste este estudio, ademas he leido (o alguien me ha leido) el
contenido de este formato de consentimiento. Se me han dado la oportunidad de hacer preguntas y todas mis
preguntas han sido contestadas a mi satisfaccion. Se me ha dado una copia de este formato.

Al firmar este formato estoy de acuerdo en participar en la investigacion que aqui se describe.

Nombre y firma del paciente o tutor en caso de menores de edad.

Firma del encargado de obtener el consentimiento informado

Le he explicado el estudio de investigacion al participante y he contestado todas sus preguntas. Considero
que comprendio la informacién descrita en este documento y libremente da su consentimiento a participar en
este estudio de investigacion.

Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento

FIRMA TESTIGO 1

Nombre y firma

FIRMA TESTIGO 2

Nombre y firma
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ANEXO 2. Estudio epidemiolédgico de caso de enfermedades transmitida por vector
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ANEXO 3. Carta de Aprobacion de UMSNH

Facultad de Ciencias Médicas, y Biologicas.
"Dr. Ignacio, Chavez'"

SECRETARIA ACADEMICA
AS UN 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
metodolégica y los requerimientos de ética y de investigacion vigentes, por lo que €l protocolo fue
AUTORIZADO, habiéndose asignado el nimero de registro de la dependencia siguiente:

COMITE DE INVESTIGACION Y AREA N2 DEREGISTRO

Batsi i ) . 7 e
. S s e

POSGRADO. g

Se le solicita informar del grado de avance del mismo acorde: al-cronograma de actividades asi como.
¢l 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 alumno'indicar fecha y grado ‘académico obtenido. :

FACU LTD DE CIENCIAS

MEDICAS Y BlOLu%jléA.S

DR. MARIO MIGUEL ANGRY. IERRERA C§/ 7
SECRETARIGJARADE SadREPAR (A

c.c.p. Coordinador de la Investigacion Cientifica. UMSNH

c.c.p. Archivo y Correspondencia de la Facultad
¢.c.p. Archivo de la Secretaria Académica.
c.c.p. Jefatura de Investigacion Fac Cs Med y Biol. "Dr. Ignacio Chavez”

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

SIRELCIS Pagina | de |

S
Direccion de Prestaciones Médicas g
. , Unidad d= Educacion. knvestigacidn y Politicas de Salud
S —— Coordinadon de Investigaciénen Sas  [NVASS

12 de diciembre del 2016

Ref. 09-B5-61-2800/201600/ 3250

Dr. ORTIZ MARTINEZ GEQRGINA
COORDINACION CLINICA DE MEDICINA
Michoacan

Presente:

Informo a usted que el protocolo titulado: Estudie de biomarcadores inflamatories y de activacién
plaquetaria en infecciones virales emergentes en México: Dengue, Chikungunya y Zika. , fue sometido a
la consideracion de esta Comision Naciconal de Investigacién 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 Investigacién de la
Comisién Nacional de Investigacién Cientifica del IMSS, se ha emitido el dictamen de APROBADO, con
nimero de registro: R-2016-785-104.

De acuerdo a Ja normatividad vigente, debera informar a esta Comision en los meses de enero y julio de cada
afio. acerca del desarroilo de] proyecto a su cargo. Este dictamen séo tiene vigencia de un afio. Por lo que en
caso de ser necesario requetira solicitar una reaprobacién al Comité de Etica en Investigacion de la Comision
Naciona! de Investigaci ientifica, al término de la vigencia del mismo.

Atentamente,

Dr. Fabio Sal
Presidente
Comision Naciopal de Investigacién Cientifica

Anexo comentarios:

/ iah. F-CNIC-2016-131
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ANEXO 5. Carta de aprobacion de Secretaria de Salud

SECRETARIA DE ZALUD BE MICHOACAN
LABORATOMIO EITATAL DE SALUD PLRILICA

COMITE DE INVESTIGACION EN SALUD

COMITE DE ATICA EN INVESTIGACK)M EN BALUD
COMITE D SXSEQURIDAD

DICTAMEN DE AUTORIZADO

Moralia, Michcacin, a4 de agesto de 2018,

PRA. MARTHA EVA VIVEROS SANDOYAL.

PRESENTE
Por este conducto, 5o le notfica que o protocolo de Investigacidn con tho:

“Extuciin do la respuestn inmuna a Irfeccién por virus det Zika #n o embarazo”

que sometid 3 contldarackin pers evaluecidn de egios Comités, de acuerdo a 1as

recomendacionss de sus Integraniss cumple con kb caidad mwlodoldgica y los
requenimiomcs de éica ¥ blosagunidad, por 1o que &f dickemen es AUTORIZADGC

con o nimeno de regletro B2AZ01EF 008,
g ()
7 A/ /-.-"
M.8.P. DEMSE OR.LM/MNDO DRA. MARLA EUGENIA
muo;.l‘raa CABRERA GARCIA AUSTRIA PALACIOS
COORDINADORA DE), COONDIMADOR DEL COMITE COORDNADORA
COMITE DE NWVESTIGACION DE ETICA EN INVESTIGACION MMMI%M

ENSALUO ENSALUD
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