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RESUMEN

Introduccion: El virus del dengue es un virus ARN miembro de la familia
Flaviviridae. Existen cinco serotipos antigénicamente diferentes. La infeccion
provee inmunidad para un mismo serotipo, pero no para los otros. El dengue no
produce de manera general afectaciones en el sistema nervioso central. Objetivo:
Caracterizar la respuesta neuroinmunolégica en pacientes con proceso
neuroinflamatorio asociados al virus del dengue. Materiales y métodos: Se realizé
un estudio observacional descriptivo de corte transversal. Las muestras se
obtuvieron de hospitales de la provincia de La Habana entre los afios 2013 y 2014.
La muestra estuvo conformada por once pacientes adultos confirmados con el
virus del dengue por anticuerpo especifico de tipo IgM en suero, que presentaron
manifestaciones neuroldgicas tanto en el curso de la enfermedad como posterior a
esta. Las inmunoglobulinas mayores y la albumina se cuantificaron por el método
de inmunodifusion radial simple, la MBL y ficolinas H y M por ELISA. Se
emplearon los reibergramas y las regresiones para evaluar la sintesis intratecal de
proteinas. Resultados: Las alteraciones del liquido cefalorraquideo fueron
contrastantes con el trastorno neurolégico desarrollado. Predominé el patron de
tres clases de inmunoglobulinas mayores, altos por cientos de sintesis intratecal
de IgG, la integridad de la barrera sangre/ liquido cefalorraquideo y la sintesis
intratecal de MBL de forma general. En todos los pacientes se presentd sintesis
intratecal de ficolinas H y M. Conclusiones: Se encuentra activa tanto la via clasica
como de las lectinas en pacientes con proceso neuroinflamatorio asociado al virus

del dengue.

Palabras claves: dengue, reibergramas, complicaciones neurolégicas asociadas
al dengue, sistema del complemento, ficolinas, MBL.
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I. INTRODUCCION

El virus del dengue (VDEN) es un virus ARN (4cido ribonucleico) miembro de la
familia Flaviviridae, la cual incluye ademas, el virus del Nilo del Oeste, el virus de
la encefalitis japonesa y el virus de la fiebre amarilla. Existen cinco serotipos
antigénicamente diferentes; VDEN1- VDENS5. La infeccién provee inmunidad para
un mismo serotipo, pero no para los otros serotipos 1,

La infeccion del VDEN continua dispersandose globalmente con un estimado de
70 a 100 millones de infecciones humanas; 2,1 millones de casos clinicamente
severos y 21 000 muertes por afio 2. Ademas, el dengue ha dejado de ser una

enfermedad exclusiva del trpico y cada afio se extiende la latitud de su alcance
[3]

En el continente americano ya se han reportado brotes desde Argentina hasta
Estados Unidos [4. Dengue autéctono ha sido reportado recientemente en
Europa. Ejemplo de esto fue la epidemia de dengue que ocurrio en Islas Madeira
en 2012 Bl y en el sur de Francia en 2015 6. También ha habido dengue
importado por viajeros que fueron infectados en lugares afectados por este
flavivirus [6-7],

Después de la inoculacién del virus por el vector Aedes (Ae. aegypti y Aedes
albopictus) [, la infeccion en humanos puede resultar clinicamente asintomatica o
causar manifestaciones clinicas que van desde el sindrome febril del dengue no
complicado, hasta un sindrome de dengue grave, expresado por aumento de la
permeabilidad vascular y hemorragia [8-19,

Las manifestaciones neuroldgicas reportadas hasta el momento se encuentran
asociadas principalmente con los serotipos VDEN-2 y VDEN-3. Se ha invocado
gue estas manifestaciones pueden ser mas ostensibles cuando el paciente ha
experimentado una infeccién previa con un serotipo diferente [11-13],

La infeccion del dengue tiene la capacidad de causar manifestaciones
neurolégicas como la mielitis transversa, encefalitis, meningitis, sindrome de
Guillain Barré, encefalomielitis diseminada aguda y la miositis [&-13],
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Las complicaciones neurolégicas del dengue es un fendmeno nuevo en Cuba 14,
Observaciones recientes indican que el espectro clinico del dengue esta
cambiando y las manifestaciones clinicas atipicas estan siendo mas
frecuentemente reportadas 3l

El empleo de los reibergramas ha demostrado su versatilidad y aplicaciéon en
muchas enfermedades neuroldgicas de naturaleza infecciosa y también de origen
autoinmune y degenerativo [15-16],

La via clasica y la de las lectinas son vias de activacion del sistema del
complemento en la lucha contra las enfermedades. La activacién del complemento
promueve la diferenciacion de células B, mantiene la tolerancia inmune y la
subsecuente activacion de complejos antigeno-anticuerpo y otras proteinas
derivadas del hospedero facilitando la muerte directamente una vez que la
respuesta inmune esta establecida 1719,

En la activacion del complemento por la via clasica participan la inmunoglobulina
IgG e IgM, recientemente se ha demostrado que la subclase 1 de IgA también
activa esta via a través del C3c. En la via de las lectinas participan 3 proteinas
diferentes, cuyas estructuras y funciones son semejantes a los componentes
iniciales de la via clasica. Como unidad de reconocimiento actiuan la MBL y las
ficolinas H y M, cuya estructura es semejante a la del C1lg, que se une con las
proteinas asociadas con la lectina: MASP1 y MASP2, de estructuras semejantes al
Clr y el Cls, respectivamente, para formar un complejo con actividad esterasica
sobre el C4 y el C2, semejante a la macromolécula del componente C1 que
participa en la formacién de la convertasa del C3. La via de las lectinas se activa
sin la participacién de anticuerpos de tipo IgG, IgM e IgA, siendo semejante en
esto a la via alterna [17-19,



({w}) Informe de Investigacion
W3 J
AN ~4

L'.\'I\"l’:RSll)Al) Proceso neuroinflamatorio en pacientes con virus del dengue. Bases

CIENCIAS MEDICAS para la seleccion de candidatos vacunares.
DE LA HABANA LABCEL

Los estudios de proteinas de la via de las lectinas se limitan a enfermedades
neuroldogicas de etiologia parasitarias y bacterianas 71, Esto puede deberse
fundamentalmente a que la Neuroinmunologia y las herramientas como el
reibergrama son muy recientes. Es de hecho, nuestro centro, el primero en
proponer las herramientas para medir la fraccion intratecal de las proteinas de la
via de las lectinas MBL 18l y ficolinas [, Herramientas validadas y utilizadas por el
departamento de Neuroquimica de la Universidad de GOTTINGEN, Alemania y
por el Departamento de Biomedicina de la Universidad de Aarhus, Dinamarca. 18-
191, Entidades pioneras de la Neuroinmunologia.

En nuestro pais se implementa un plan estratégico de lucha contra el VDEN; como
parte de esto en el Laboratorio Central de Liquido Cefalorraquideo, se realizan
estudios neuroinmunoldgicos en pacientes con VDEN como parte de un proyecto
nacional. Recientemente, nuestro centro publico el primer estudio de encefalitis
asociado al virus del dengue en Cuba 4, dicho estudio no contempla la via de las
lectinas, solo la sintesis intratecal de anticuerpos mayores y el estado de la
barrara sangre/ liquido cefalorraquideo.

Recientemente en México se ha logrado llegar hasta la fase Il un candidato
vacunar denominado CYD-TDV, producida por Sanofi-Pasteur. Dicha vacuna ha
mostrado efectividad contra los serotipos 3 y 4, en contraste con los serotipos 1, 2
y mas recientemente el 5. Por tanto, su eficacia es variable y disminuye en
relacion a si el paciente ha sido infectado o no por el virus del dengue. También se
han asociados trastornos neuroldgicos post-vacunares 29,

Es por este motivo que cuando se van a presentar candidatos vacunares contra
una entidad determinada, el conocimiento del agente etioldgico, la patogenia del
mismo y las caracteristicas de respuesta del hospedero son cruciales para tal
disefio. Una de las deficiencias del estudio mexicano es la no inclusion de
investigaciones sobre la respuesta inmune intratecal en pacientes infectados con
virus del dengue ni del proceso neuroinflamatorio asociado a este agente
etiologico.
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Por tanto, consideramos que el conocimiento de la respuesta inmune
intratecal asi como su asociacion con las manifestaciones clinicas en los
pacientes con cuadro neuroldgico asociado al VDEN pudiera contribuir a la
seleccidon de posibles candidatos vacunares. Por tales motivos planteamos
el siguiente problema cientifico:

¢ Qué caracteristicas presenta la respuesta neuroinmunoldgica en pacientes con
proceso neuroinflamatorio asociados al virus del dengue?

La hipétesis de trabajo es demostrar que se encuentran activadas tanto la via
cldsica como la de las lectinas del sistema del complemento en el sistema
nervioso central en pacientes con proceso neuroinflamatorio asociado al virus del
dengue.

Objetivo general

% Caracterizar la respuesta neuroinmunoldgica en pacientes con proceso
neuroinflamatorio asociados al virus del dengue.

Objetivos especificos

% Establecer las manifestaciones clinicas, imagenoldgicas y electrofisiolégicas
de cada complicacion neurolégica presentada asociada al virus del dengue.

% Determinar las caracteristicas citoquimicas del liquido cefalorraquideo de
cada complicacion neuroldgica presentada asociada al virus del dengue.

% Evaluar la ocurrencia de sintesis intratecal de las clases mayores de
inmunoglobulinas.

% Comprobar el estado de la barrera sangre/liquido cefalorraquideo.

«+» Determinar la ocurrencia de sintesis intratecal de la lectina de unién a la
manosa (MBL).

% Determinar la ocurrencia de sintesis intratecal de las ficolinas Hy M.
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Il. MATERIALES Y METODOS
+ Clasificacion de la investigacion

Se realizé un estudio observacional descriptivo de corte transversal. Las muestras
se obtuvieron de hospitales de la provincia de La Habana entre los afios 2013 y
2014.

+« Pacientes y muestras

La muestra estuvo conformada por once pacientes adultos confirmados con VDEN
por anticuerpo especifico de tipo IgM en suero, que presentaron manifestaciones
neuroldgicas tanto en el curso de la enfermedad como posterior a esta. En caso
de los que cursaron con manifestaciones neurolégicas post-infecciosa se
establecié que el dafio fue consecuencia directa del VDEN utilizando el indice de
anticuerpo 24, Método empleado para vincular dafio con agente etioldgico.

Tanto las muestras de suero como de liquido cefalorraquideo (LCR) fueron
tomadas en el debut de las manifestaciones neurolégicas de forma simultdnea en
un periodo menor de treinta minutos entre cada extraccion para no afectar el mapa
inmunoldgico de ambos fluidos en cada paciente [?1. La extraccion de LCR fue por
puncion lumbar (2ml). Se extrajo sangre mediante venopunciéon, luego se
centrifugd para obtener 2ml de suero.

Una parte de la muestra se procesé en tiempo real para este estudio, el resto se
almacenaron a -80°C en alicuotas de 500 L para futuras investigaciones.

Con la finalidad de realizar esta investigacion se revisaron las historias clinicas de
los pacientes, de las cuales se recogié parte de la informacion que se utiliz6 en
este estudio. Se siguieron los protocolos establecidos por cada una de las
instituciones en las que estos pacientes fueron atendidos, cumpliendo las normas
del comité de ética de las mismas. Cada paciente firmé un consentimiento
informado para permitirnos la publicacion de los resultados de nuestro estudio.
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¢ Cuantificacion de las proteinas

Los niveles de albumina y de inmunoglobulinas fueron determinados por el método
de inmunodifusion radial simple en placas (Siemens, Marburg, Alemania). Para la
cuantificacion en suero se utilizaron placas NOR-Partigen y LC-Partigen para las
determinaciones en LCR [18 211,

Cada placa esta cubierta por un gel de agarosa conjugado con anticuerpo
especifico dirigido a la proteina que se va a cuantificar. En cada uno de los pozos
de las placas se afiadiéo 5 pL de muestra para el caso del suero y 20 pL para el
caso del LCR. Pasada 72 horas de incubacién a 4°C se procedio a la medicion del
diametro del halo de precipitaciéon. El diametro al cuadrado es directamente
proporcional a la concentracion de cada una de las proteinas de estudio 118 211,

Las unidad de medida en suero es (g/L) para las clases mayores de
inmunoglobulinas, y ng/mL para la MBL y ficolinas H y M. Para las proteinas en el
LCR las unidades de medidas son (mg/L) para las clases mayores de
inmunoglobulinas; la MBL y las ficolinas H y M se refieren en ng/mL. [14 18, 21],

La concentracién de MBL en suero fue medida utilizando un anticuerpo anti-MBL
conjugado con europio en placas de ELISA. Las muestras de suero se diluyeron
1:100 en un buffer de elevada concentracion de iones calcio con IgG humana
normal, agregada por calor (10 mg/mL) y suero bovino al 1%, pH 7,4. Los sueros
se adicionaron a los pocillos. Se adicionaron anticuerpos monoclonales anti-MBL
en la superficie de las placas. La concentracion de MBL en LCR se midi6
utilizando el mismo procedimiento pero con las muestras sin diluir [17,

Se cuantificaron los niveles de las ficolina M y H en suero y LCR a través de un
método de ELISA fluorométrico. Este método utiliza placas recubiertas de
anticuerpos monoclonales MAb 7G1 anti ficolina M y anti ficolina H. Después de la
incubacion con los sueros y patrones diluidos y las muestras de LCR, las ficolinas
My H que han quedado unida a la placa se le afiade MAb 7G1 anti ficolina My H
biotinilado. El uso del mismo anticuerpo monoclonal para el recubrimiento de la
placa y para el desarrollo del ELISA es posible debido a la estructura oligomeérica
de las ficolinas M y H. Luego se le afiade streptavidina marcada con europium y
finalmente los pocillos se leen por fluorometria 71,
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Como proteina marcadora del paso a través de la barrera sangre-LCR se utilizo la
albumina, que fue cuantificada en ambos fluidos biolégicos por inmunodifusion
radial simple utilizando placas NOR y LC Partigen de la firma Siemens 14 18.21],

+« Evaluacion de la sintesis intratecal de proteinas

Los valores de concentracion de las proteinas IgG, IgM, IgA y MBL analizadas
fueron introducidos en los Reibergramas respectivos, el cual ofrece una
representacion grafica de los valores de sintesis de cada una de las proteinas
estudiadas. Todos los puntos que caen por encima de la linea mas gruesa se
consideran con sintesis intratecal [,

La curva hiperbdlica superior (linea gruesa) representa la linea de discriminacion
entre las proteinas derivadas del cerebro y las proteinas derivadas de la sangre.
Los valores por encima de esta linea indican sintesis intratecal. Las lineas
discontinuas indican la magnitud de la fraccién sintetizada intratecalmente, con 20,
40, 60 y 80% de la concentracion total de la proteina medida en el LCR y se
calcula a partir de Q limite = 0% [24,

Los rangos de referencia para las razones (Q) LCR/suero del reibergrama se
apoyan en la linea discriminatoria superior (Q limite) dibujada mas fuerte en la
figura y el borde inferior (Q bajo). El reibergrama usa escala logaritmica que
cubren los rangos mas frecuentes para las proteinas, siendo para la QAlb desde
1,5 a 150 x10-3 (21,

Al presentar las ficolinas H y M menor peso molecular, se introdujeron sus valores
de concentracidn en sus rectas de regresion correspondientes. La regresion ofrece
una representacion grafica de los valores de sintesis de cada una de las proteinas
estudiadas (ficolinas M y H). Los puntos por encima de la recta gruesa se asumen
como sintesis intratecal. El disefio de esta herramienta fue realizado y publicado
con anterioridad por nuestro centro en colaboracion con el Departamento de
Neuroquimica de la Universidad de Goéttingen, Alemania y con el departamento de
Biomedicina de la Universidad de Aarhus, Dinamarca %91,
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¢+ Evaluacion de la funcion de la barrera sangre-LCR

La razén albumina (QAIb=Albumina LCR/Albumina suero) fue usada para evaluar
la integridad de la barrera sangre/LCR, utilizando los protocolos descritos 11418, 21],

El limite del rango de referencia para la QAlb entre las concentraciones de
proteinas normales e incrementadas debido a la disfuncion de la barrera
sangre/LCR es indicada por lineas verticales y es dependiente de la edad, la QAIb
de 5,5 x 102 (hasta 15 afios), Q Alb de 6,5 x 103 (hasta 40 afios), y Q Alb de 8 x
107 (hasta 60 afios) [1418.21],

% Andlisis Estadistico
Q ficolina H es la razdn de la concentracion entre LCR y suero de la ficolina H.
Q ficolina M es la raz6n de la concentracion entre LCR y suero de la ficolina M.

Se realizd la regresion lineal en el programa SigmaPlot 11.0. Para obtener las
rectas de mejor ajuste, se le realizaron transformaciones logaritmicas en base 10
para las Q ficolina H y M y transformacion lineal para la Q Albumina.

+¢+ Criterio de proceso inflamatorio

El criterio de proceso inflamatorio se establece por activacion de la via clasica del
sistema del complemento. Esta activacion se manifiesta por sintesis intratecal de
una o todas las clases mayores de inmunoglobulinas. Otro criterio menos
especifico es la presencia de bandas oligoclonales de tipo IgG 1516,
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I11. RESULTADOS

Los pacientes de nuestro estudio fueron ingresados por un cuadro clinico de
dengue clasico expresado por fiebre, eritema maculopapuloso cefalocaudal,
artralgias, mialgias, cefalea frontal y dolor retroocular.

Manifestaciones clinicas, imagenologicas y electrofisiologicas.

Los pacientes del uno al cuatro, al séptimo dia, desarrollaron un cuadro
neuroldgico caracterizado por febricula, alteraciéon de la conciencia, irritabilidad,
insomnio y convulsiones ténico-clénicas generalizadas; llegando dos de ellos a
estar varios dias en coma. También desarrollaron trastornos para la marcha, con
disminucién de la fuerza muscular en los miembros inferiores y déficit motor en
tres de los casos.

En el examen fisico se observd meningismo en dos casos, hiperreflexia
osteotendinosa, Babinski positivo y alteraciones de la sensibilidad en los cuatro.
La electromiografia de los miembros inferiores y superiores presentd abundante
actividad de denervacién, compatible con severo compromiso de la
neuroconduccion por dafio axonomielinico con patron neurégeno en las cuatro
extremidades de los dos pacientes que evolucionaron al coma.

La resonancia magnética nuclear revel6 lesiones focales a nivel del hemisferio
cerebelar, vermis, I6bulo occipital izquierdo y a nivel del cuerpo calloso. En los
potenciales evocados somatosensoriales se constaté una ausencia de respuesta
cortical que se atribuyd al severo compromiso de nervios periféricos. Los
potenciales evocados auditivos de tallo cerebral en un paciente mostraron una
onda V con latencia prolongada en el oido derecho, mientras que en el izquierdo
se advirti6 marcada prolongacion de la latencia interpico entre las ondas Il y V.
Estos hallazgos resultaron compatibles con un severo compromiso de la
conduccion a nivel mesencéfalo protuberancial.
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El paciente nUmero cinco, que transité con una encefalitis en la fase aguda de la
enfermedad, presentd alteraciones hematolégicas como leucopenia, linfocitosis,
trombocitopenia y coagulacion intravascular diseminada. Se registré6 sangramiento
de encias y de la mucosa nasal espontaneos. Las manifestaciones neuroldgicas
fueron disartria, paresia facial periférica, estrabismo convergente del ojo izquierdo
con diplopia y pupilas isocéricas, con respuesta perezosa al estimulo luminoso
intenso. Presentd también mioclonia y empeoramiento progresivo del nivel de la
conciencia desde letargo hasta un estado comatoso con Babinski positivo.
Posteriormente evoluciond con una hemicoreoatetosis.

En el estudio de la sangre se identificaron por ensayo de inmunoabsorcion ligado
a enzima (ELISA) proteinas antivirales contra el serotipo 2, lo que sugiere que en
otro momento posterior estuvo infectado por el serotipo del VDEN-2. En este
momento la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RTPCR)
identifico el serotipo 3.

El sexto paciente a los cuatro dias del ingreso manifesté dificultad pronunciada
para la marcha. El examen fisico arroj6 disminucion de la fuerza muscular en
ambos antebrazos, dolor muscular, articular y de miembros superiores e inferiores,
apraxia, reflejos superficiales y profundos disminuidos. La creatina fosfoquinasa se
mostro elevada, con valor de 120. La electromiografia fue compatible con un dafio
axonomielinico del nervio tibial izquierdo y axonal del derecho, concluyendo una
forma axonal de una polineurorradiculitis post-infecciosa compatible con sindrome
de Guillain Barré.

Los pacientes siete y ocho son dos hermanas con antecedentes de enfermedad
atopica que ingresan el mismo dia. Al tercer dia de ingreso, la paciente siete
presenta agitacibn psicomotriz y posterior evento convulsivo ténico-clénico
generalizado, pérdida del estado de alerta y sin recuperacion neuroldgica. Luego
de la valoraciébn se decide iniciar fase Ill de la ventilacion por deterioro
neurolégico. Un dia después, clinicamente sin reflejos del tallo, se decide inicio de
protocolo para muerte enceféalica, con realizacion de 3 electroencefalogramas en
los cuales se reporta sin actividad eléctrica, se realizo tomografia de craneo en
fase simple donde se observa herniacion de tipo nucal asi como edema cerebral
severo.
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Se mantiene soporte general durante su estancia y presenta tendencia a la falla
organica. Al quinto dia, en ausencia de tension arterial, pulsos, reflejos del tallo,
frecuencia cardiaca, por telemetria con linea isoeléctrica se decide su
fallecimiento.

En el caso de la paciente numero ocho, la evolucion fue més rapida. En horas de
la mafiana del segundo dia presentd evento convulsivo tonico-clénico
generalizado de 30 minutos de duracion. En el examen fisico se encuentra
espasticidad e hipotermia generalizada, con midriasis bilateral requiriendo manejo
invasivo de la via aérea. En la TAC simple de craneo se aprecia edema cerebral
severo, con predominio en hemisferio derecho por colapso ventricular, no datos de
isquemia o hemorragia. Seis horas después se establece muerte encefalica
caracterizada por midriasis bilateral sin respuesta fotomotora. Se le realizan dos
EEG donde se muestra trazo isoeléctrico. Al tercer dia, en ausencia de tensién
arterial, pulsos, reflejos del tallo, frecuencia cardiaca, por telemetria con linea
isoeléctrica se decide su fallecimiento.

El paciente numero nueve, al sexto dia comenzé con debilidad muscular de
caracter progresivo e incontinencia urinaria. En el examen fisico se constaté una
paraplejia con nivel motor dorsal medio. Fuerza muscular de los miembros
superiores preservada (4/5 MRC), miembros inferiores (0/5 MRC), con hipotonia
de ambos miembros inferiores e hipotrofia de los musculos interéseos de ambas
manos. Arreflexia en los miembros inferiores. No presenté clonus, signo de
Hoffman ni de Babinski. Con anestesia superficial y profunda con nivel lesional en
D5. No signos meningeos ni cerebelosos. La resonancia magnética nuclear no
mostré signos de compresion mecanicas de la medula espinal.

La paciente numero diez, ademas del cuadro clinico clasico del dengue present6
en el momento del ingreso cefalea acentuada, dolor de espalda, fotofobia y
letargo. En el examen fisico se constata rigidez de nuca con signo de Brudzinski
positivo. En el fondo de 0jo no se aprecio papiledema.
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El paciente nimero once, dos semana después del egreso es ingresado
nuevamente por presentar un cuadro neurologico caracterizado por cefalea
constante y pertinaz, resistente a la Dipirona y al Paracetamol; con periodos
alternos de obnubilacion y lucidez, alteraciones cognitivas, trastornos
conductuales y un cuadro de convulsiones tonico-clonicos generalizado. En el
examen fisico se constata hemiparesia izquierda no acentuada, con hiperreflexia
osteotendinosa y Babinski positivo. Puesto que la RTPCR fue negativa se decide
realizar ELISA para identificar el serotipo al que estuvo expuesto, resultando
positivo para anticuerpos antiVDEN-2.
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Datos generales y caracteristicas citoquimicas del LCR.

En la tabla 1 se muestran las caracteristicas citoquimicas del LCR de cada
paciente y el trastorno neurolégico desarrollado.

Tabla 1. Asociacion entre las caracteristicas cito-bioquimicas del LCR y el trastorno neurolégico

Pacientes Edad

1 44
2 56
3 35
4 39
5 26

Sexo

desarrollado.

Andlisis cito-bioquimico del LCR

Glucosa normal.

Pandy positivo X.

Proteinas totales 0,6 g/L
Pleocitosis linfocitaria (150 células).
Anticuerpos antiVDEN-2 positivos.
*RTPCR para VDEN-2 positiva.

Glucosa normal.

Pandy positivo X.

Proteinas totales 0,75 g/L.
Pleocitosis linfocitaria (200 células).
Anticuerpos antiVDEN-2 positivos.
*RTPCR para VDEN-2 positiva.

Glucosa normal.

Pandy positivo XX.

Proteinas totales 1,4 g/L.
Pleocitosis linfocitaria (250 células).
Anticuerpos antiVDEN-2 positivos.
*RTPCR para VDEN-2 positiva.

Glucosa normal.

Pandy positivo XX.

Proteinas totales 0,9 g/L.
Pleocitosis linfocitaria (200 células).
Anticuerpos antiVDEN-2 positivos.
*RTPCR para VDEN-2 positiva.

Glucosa normal.

Pandy positivo X.

Proteinas totales 0,5 g/L.
Pleocitosis linfocitaria (300 células).
Anticuerpos antiVDEN-2 positivos.
Anticuerpos antiVDEN-3 positivos.
*RTPCR para VDEN-3 positiva.

Trastorno
neurolégico

Encefalomielitis
diseminada aguda
post-infecciosa.

Encefalomielitis
diseminada aguda
post-infecciosa.

Encefalomielitis
diseminada aguda
post-infecciosa.

Encefalomielitis
diseminada aguda
post-infecciosa.

Encefalitis aguda
para-infecciosa y
hemicoreoatetosis.
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6 45
7 15
8 17
9 49
10 45
11 39

Glucosa normal.

Pandy positivo XXX.

Proteinas totales 11 g/L.
Celularidad cero.

Anticuerpos antiVDEN-2 positivos.
*RTPCR para VDEN negativa.

Glucosa normal

Pandy positivo XX.

Proteinas totales 0,9 g/L.
Pleocitosis linfocitaria (200 células).
Anticuerpos antiVDEN-1 positivos.
*RTPCR para VDEN-1 positiva.

Glucosa normal

Pandy positivo XX.

Proteinas totales 1,0 g/L.
Pleocitosis linfocitaria (600 células).
Anticuerpos antiVDEN-1 positivos.
*RTPCR para VDEN-1 positiva.

Glucosa normal.

Pandy positivo XXX.

Proteinas totales 5 g/L.

Pleocitosis linfocitaria (100 células).
Anticuerpos antiVDEN-3 positivos.
*RTPCR para VDEN-3 positiva.

Glucosa normal.

Pandy positivo XX.

Proteinas totales 0.7 g/L.
Pleocitosis linfocitaria (500 células).
Anticuerpos antiVDEN-3 positivos.
*RTPCR para VDEN-3 positiva.

Glucosa normal.

Pandy positivo X.

Proteinas totales 0.7 g/L.
Pleocitosis linfocitaria (350 células).

Anticuerpos antiVDEN-2 positivos.
*RTPCR para VDEN negativa.

Bandas oligoclonales de 1gG negativas.

Linfocitos B auto-reactivos y ANA = 80.

Sindrome de Guillain
Barre.

Muerte encefalica
por edema cerebral
citotoéxico.

Muerte encefélica
por edema cerebral
citotoxico.

Mielitis transversa
para-infecciosa.

Meningoencefalitis
aguda para-
infecciosa.

Encefalitis
autoinmune post-
infecciosa.

*RTPCR: reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real; VDEN: virus del dengue; ANA: anticuerpo

antinuclear.
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Evaluacion la ocurrencia de sintesis intratecal de las clases mayores de
inmunoglobulinas y el estado de la barrera sangre/LCR.

En la Tabla 2, se representan las frecuencias de apariciébn de los patrones de
sintesis intratecal de las clases mayores de inmunoglobulinas, asi como el
comportamiento de su fraccion intratecal.

Tabla 2: Patrones de sintesis intratecal de las clases mayores de inmunoglobulinas y
comportamiento de su fraccién intratecal.

lgG>IgM>IgA 4
Tres clases 7/11 IgA>IgM>IgG 2
IgM>1gG>IgA 1

Una clase 3/11
IgM 1

Sin sintesis 1/11

De manera general se observo un predominio del patron gque involucra a las tres
clases de inmunoglobulinas mayores. Se presentaron ademas patrones de
sintesis de una sola inmunoglobulina y un solo paciente no presentod sintesis
intratecal.

Como es posible apreciar, de forma general hubo un predominio de un alto por
ciento de sintesis intratecal de 1gG en relacion a la IgM e IgA. El predominio de IgA
solo se observé en los trastornos post-infecciosos.
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En la Figura 1 se observan las Q Albuminas de los pacientes en relacion con la Q
de las inmunoglobulinas mayores de los pacientes estudiados.
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Figura 1. Reibergrama de las clases
principales de inmunoglobulinas de los
pacientes con manifestaciones neuroldgicas
por virus del dengue. Reibergramas o
diagramas de las razones de Reiber para IgG,
IgA e IgM. Se basan en la relacion hiperbélica
entre la razon albumina (QAlbdmina) y las
razones de inmunoglobulinas (Qlg). La linea
hiperbdlica mas fuerte sefiala el limite entre la
fraccion de inmunoglobulinas derivada de la
sangre y la fraccién sintetizada en el Sistema
Nervioso Central. Si el punto se sitia por
encima de la curva mas fuerte, existe sintesis
intratecal de IgA, IgM o 1gG segun el caso. Las
lineas de puntos son lineas percentiles que
indican las diferentes fracciones intratecales
(FD) en un tanto por ciento (%) que indica el
porcentaje de inmunoglobulina sintetizada
localmente. También el reibergrama brinda
informacion sobre la barrera sangre-LCR; la
primera barra vertical (Qalb= 5) indica el limite
superior normal hasta los 15 afios, la segunda
(Qalb= 6,5) hasta los 40 afios y la tercera
(Qalb= 8) hasta los 60 afos. Valores
superiores a éstos, de acuerdo con la edad,
indican una disfuncion de la barrera sangre-
LCR [#5:16.:20.211 | 3 numeracion corresponde al
paciente con igual nUmero asignado.

Como se evidencia en la figura 1, de forma general se aprecia integridad de la
barrera sangre/LCR en la mayoria de los casos estudiados, tan solo tres casos

cursaron con disfuncién de la misma.
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Determinacion de la ocurrencia de sintesis intratecal de la lectina de union a
la manosa (MBL).

En la Figura 2 se observa el reibergrama para la sintesis intratecal de la MBL de
los pacientes estudiados.
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Figura 2. Resultado del reibergrama o diagrama de las razones de Reiber para las MBL de los
pacientes con proceso inflamatorio asociada al virus del dengue. Estos fueron representados por
cuadrados de color negro.

Como puede observarse en la Figura 2, la mayoria de los pacientes presentaron
sintesis intratecal de MBL. El caso cinco presentdé una fraccion intratecal por
encima del 80 percentil. Tan solo dos pacientes no presentaron sintesis intratecal
de MBL.
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Determinacion de la ocurrencia de sintesis intratecal de las ficolinas Hy M.

En la figura 3 se observa la recta de regresion para determinar la ocurrencia de
sintesis intratecal de ficolina H en los pacientes estudiados.
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Q Ficolina H

0,001

QAIb

Figura 3. Regresion de las concentraciones de la Q ficolina H de los pacientes estudiados.

Como se muestra, la Q Ficolina H de cada paciente sobrepasa la recta de

regresion, por tanto, se asume que hay sintesis intratecal de ficolina H en todos
los casos.

Llama la atencion la alta concentracion de esta proteina en el caso nimero cinco.
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En la figura 4 se muestra la recta de regresion para determinar la ocurrencia de
sintesis intratecal de ficolina M en los pacientes estudiados.
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Figura 4. Regresion de las concentraciones de la Q ficolina M de los pacientes estudiados.

Como se muestra, la Q Ficolina M de cada paciente sobrepasa la recta de

regresion, por tanto, se asume que hay sintesis intratecal de ficolina M en todos
los casos.

Llama la atencion la alta concentracion de esta proteina en el caso nimero cinco.
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Resumen del estudio neuroinmunoldégico

Los pacientes del uno al cuatro presentaron patron de tres clases, con altos por
cientos de sintesis intratecal de IgG para dos de ellos y de IgA para los dos
restantes. Ademas, no presentaron disfuncion de la barrera sangre/LCR. Se
constata sintesis intratecal de MBL y de Ficolinas H y M en los cuatro casos,
sugiriendo activaciéon de la via clasica y de las lectinas del sistema del
complemento en el sistema nerviosos central. Se establece criterio de proceso
inflamatorio del sistema nervioso central.

El quinto paciente presentd patron de tres clases con altos por cientos de
sintesis intratecal de IgM sin disfuncion de la barrera sangre/LCR. En este
paciente se cuantificaron altos niveles de sintesis de proteinas activadoras de la
via de las lectinas. Se asume entonces activacion intratecal de la via clasica y de
las lectinas del sistema del complemento en el sistema nerviosos central. Se
establece criterio de proceso inflamatorio del sistema nervioso central.

El paciente niumero seis no presenté sintesis intratecal de inmunoglobulinas
mayores pero si disfuncion de la barrera sangre/LCR. Ademas, se establecié una
deficiencia de MBL en contraste con las ficolinas H y M. Es correcto decir que a
pesar de no tener activa la via clasica del sistema del complemento se encuentra
activa la via de las lectinas. No se establece criterio de proceso neuroinflamatorio.
Se establecié por técnicas genéticas que esta paciente padecia una deficiencia
congénita de MBL.

Los pacientes siete y ocho, presentaron patron de sintesis de tres clases de
inmunoglobulinas, con mayor fraccion intratecal de IgG. No se presentd en estos
casos disfuncion de la barrera sangre/LCR aun a pesar del edema cerebral
presentado como complicacibn en ambos casos. El edema cerebral fue de tipo
citotoxico. Estos casos presentaron activacion intratecal tanto de la via clasica
como de la via de las lectinas del sistema del complemento en el sistema nervioso
central. Se establece criterio de proceso inflamatorio del sistema nervioso central.
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El paciente niumero nueve presentd patrén de sintesis intratecal de una sola
clase, la IgG y disfuncién de la barrera sangre/LCR. En este paciente se demostro
sintesis intratecal de proteinas activadoras de la via de las lectinas. Se asume
entonces activacion intratecal de la via clasica y de las lectinas del sistema del
complemento en el sistema nerviosos central. Se establece criterio de proceso
inflamatorio del sistema nervioso central.

El paciente diez cursé con patron de sintesis intratecal de una sola clase, la IgM,
sin disfuncion de la barrera sangre/LCR. Este paciente mostré deficiencia de la
sintesis intratecal de MBL pero si se constatd sintesis intratecal de Ficolinas H y
M, por tanto es valido plantear que se encuentra activada tanto la via clasica como
la de las lectinas del sistema del complemento en el sistema nerviosos central. Se
establece criterio de proceso inflamatorio del sistema nervioso central. Por
técnicas genéticas se determind que este caso presentaba deficiencia congénita
en la sintesis de MBL.

El paciente once present6 patrén de sintesis de una clase, la IgG con disfuncién
de la barrera sangre/LCR. Ademas, se pudo demostrar altos por cientos de
sintesis intratecal de proteinas activadoras de la via de las lectinas en este
paciente, por lo que se asume que se encuentra activa tanto de la via clasica
como de la via de las lectinas del sistema del complemento en el sistema nervioso
central. Se establece criterio de proceso inflamatorio del sistema nervioso central.
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IV. DISCUSION

Las complicaciones neurolégicas del dengue es un fenémeno nuevo en Cuba 2y
aun no se reporta en paises donde no concomitan diversos serotipos que afecten
a la poblacién simultaneamente. Debido a que los distintos serotipos del VDEN
fueron entrando en nuestro pais de una forma secuencial y sin ocurrencia
simultanea de varios serotipos al mismo tiempo hasta fechas recientes, pudiera
esta ser una posible explicacion a esta observacion 23],

La patogenia de la infeccion del VDEN se mantiene controversial; el efecto de
cepas virulentas, la presencia de citoquinas proinflamatorias secundarias a la
activacion excesiva de células T, con especificidad cruzada a otros serotipos de
pobre poder litico y la activacion del complemento, son sugeridos como posibles
mecanismos [23-24],

Observaciones recientes indican que el espectro clinico del dengue esta
cambiando y las manifestaciones clinicas atipicas estan siendo mas
frecuentemente reportadas. La incidencia de la variedad de estas complicaciones
se desconoce. Encefalitis, mielitis, meningitis y sindrome de Guillain Barré son los
trastornos neurolégicos mas importantes asociados al dengue 3, Estos datos
coinciden con nuestro estudio, pues en la variedad de afectaciones neurologicas
presentadas por nuestros pacientes se destaca la mielitis transversa, la encefalitis,
la encefalomielitis diseminada aguda, la meningoencefalitis y el sindrome de
Guillain Barré.

En Brasil existe mucha experiencia en pacientes con manifestaciones
neurolégicas asociadas a VDEN. En sus trabajos se destaca también la presencia
de complicaciones neurolégicas mas atipicas aun, tales como la muerte encefalica
y la encefalitis autoinmune [?9]. Estos datos también coinciden con lo presentado
en nuestro estudio. Coincidencia relevante si tomamos en cuenta que existe
relacion epidemioldgica pues en ambas naciones circulan los cinco serotipos del
VDEN vy se fueron estableciendo de forma gradual y secuencial.
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Las manifestaciones neurolégicas se encuentran asociadas principalmente con
los serotipos VDEN-2 y VDEN-3. Se plantea que una infeccién previa con un
serotipo diferente, incrementa la posibilidad de desarrollar las manifestaciones
hemorragicas del virus. Esto es debido a un fendbmeno denominado “amplificacion
dependiente de anticuerpo” (del inglés “antibody dependent enhancement”), en el
cual los anticuerpos heterépicos no neutralizantes forman complejos con el virus
dengue, el cual infecta el sistema fagocitico mononuclear, aumentando su eficacia.
Consecuentemente, un elevado numero de células en el hospedero estan
infectadas, incrementando la replicacién viral y empeorando los signos clinicos, lo
cual pudiera contribuir a desarrollar las complicaciones neuroldgicas 26, En
nuestro estudio pudo demostrase y vincular el dafio neurolégico no solo a los
serotipos VDEN-2 y VDEN-3 como ya ha sido ampliamente demostrado, sino que
se reporta por primera vez en Cuba y América Latina la muerte encefalica
asociada al serotipo VDEN-1.

Se evidenci6 también la experiencia previa y causal en las manifestaciones
neurolégicas, pues en el caso numero cinco se logro relacionar la sensibilizacion
por dos serotipos secuenciales ocurrida en diferentes momentos.

La respuesta inmune dentro del SNC tiene la caracteristica de que se ausenta el
cambio o switch que se produce normalmente de clase IgM a clase IgG por lo que
evidentemente existe una diferencia en la respuesta inmune sistémica y la
respuesta inmune intratecal 15161,

Con respecto a la sintesis intratecal de inmunoglobulinas, se ha demostrado que
tanto en enfermedades autoinmunes como infecciosas del SNC, la presencia de
fraccion intratecal sintetizada localmente indica inequivocamente la existencia de
un proceso inflamatorio en el SNC [15-16. 21, 271 Por tal motivo el reibergrama es una
herramienta indispensable, pues no solo nos permite caracterizar la dinamica
intratecal sino también el estado funcional de la barrera sangre/LCR 151,

Como se demostré en nuestro estudio el empleo del reibergrama contribuye al
diagnostico del proceso neuroinflamatorio.
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En casos como el Guillain Barré, donde no se constata sintesis intratecal de
inmunoglobulinas mayores, el reibergrama permite evaluar el estado de la barrera
sangre/LCR. Esto constituye una herramienta mas para los servicios diagnosticos
en Medicina.

Se ha reportado que en pacientes con alteraciones neuroldgicas asociadas al
VDEN el analisis citoquimico del LCR puede resultar normal, lo cual no excluye el
diagnostico de manifestaciones neuroldgicas asociadas al VDEN. Se plantea que
hasta un 50% de los pacientes con encefalitis pueden presentar un estudio
citoquimico normal 2 28 Es valido sefialar que en nuestro estudio el analisis
citoquimico de todos los casos se presentd alterado y con rasgos caracteristicos
de cada manifestacion.

Debido al tamafio de la muestra no es posible establecer una relacion que vincule
el predominio de sintesis con la manifestacion neurolégica. Como a medida que se
van en aumento los casos de dengue con estas manifestaciones tal vez con mayor
namero de pacientes se pudiera asociar estadisticamente otros vinculos y de
estos establecer alguna relacion de importancia clinica y neuroinmunoldgica.

Puccioni-Sohler plantea que el proceso neuroinflamatorio asociado con las
manifestaciones neurologicas en el VDEN como la encefalitis, mielitis y meningitis,
el LCR estd acompafiado de una pleocitosis e hiperproteinorraquia, disfuncién de
la barrera sangre/LCR (Qalb=8 x10-3) y sintesis intratecal de 1gG total (indice IgG
20.7) y que el Guillain Barré se presenta con una disociacién albimina/citolégica
29 En nuestro estudio las caracteristicas citoquimicas del LCR coinciden con lo
antes planteado, difiere en la disfuncién de la barrera pues tan solo tres casos
cursaron con alteraciones en la integridad de la misma. Otra diferencia es que la
sintesis de 1gG no fue total, pues aunque de forma general fue la inmunoglobulina
predominante, se advirti6 predominio en algunos casos de IgA e IgM.

Existen evidencias que sugieren que las manifestaciones clinicas en el Guillain
Barré son el resultado de una reaccion inmunolégica mediada por células. La
reaccion autoinmune puede ocurrir después de la infeccion del VDEN %, como es
el caso que nos ocupa, siendo resultado de la deposicion de inmunocomplejos en
el SNC [0l Con semejante fisiopatologia se puede vincular la encefalitis
autoinmune 31,
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El sindrome de Guillain Barré ha sido descrito en un 30 % de las manifestaciones
neuroldgicas asociadas al VDEN 12 30 | a presentacion clinica del Guillain Barré
inducida por el dengue es similar a las que se producen causadas por otras
infecciones, con paraparesia ascendente como principal signo 2],

Se ha reportado que el sindrome de Guillain Barré, independiente de la etiologia
presenta un patron caracteristico de disfuncion de la barrera sangre/LCR sin
sintesis intratecal de inmunoglobulinas [15-16.31-321 Estos datos permiten diferenciar
esta entidad con respecto al proceso neuroinflamatorio aun cuando el agente
etioldgico es el mismo.

Con respecto a la integridad de la barrera sangre/LCR en enfermedades
producidas por virus, se ha podido relacionar su estado con entidades especificas,
lo que ha permitido caracterizarlas. Por ejemplo, en la encefalitis asociada al
citomegalovirus, se observa una marcada disfuncién de la barrera sangre/LCR 1%
18] sin embargo en la encefalitis por virus del herpe simple tanto en el tipo 1 como
2 no se presenta alteraciones de la barrera, aun cuando estos virus pertenecen a
la misma familia 1¢. EI neuroSIDA no cursa con disfunciéon de la barrera
sangre/LCR [%1, Sin embargo nuestros casos, aunque no de manera
predominante, presentaron alteraciones en la integridad de la barrera. Es por este
motivo que no es posible establecer un patron que caracterice a esta entidad en
cuanto al estado de la barrera sangre/LCR en nuestro estudio.

Nuestros resultados difieren de lo presentado por otros autores sobre la integridad
de la barrera sangre/LCR en esta entidad [21.

La deficiencia de MBL se ha asociado al padecimiento de enfermedades
infecciosas del SNC, sobre todo de meningoencefalitis de multiples etiologias [33l,
En nuestro estudio se pudo comprobar la afirmacion anterior puesto que el
paciente con deficiencia de MBL curso con meningoencefalitis por dengue.
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Tanto la MBL como las ficolinas H y M forman complejos y se consideran
moléculas de reconocimiento que pueden ser activadas por la presencia de
carbohidratos presentes en la superficie de los microorganismos, incluyendo los
virus 3436 Por tal motivo asumimos la posibilidad de que estas proteinas
presenten receptores que reconozcan los ligandos presentes en la superficie del
VDEN.

La interaccién de la MBL con algunos virus puede tener un efecto adverso en la
infeccion viral debido a la subversién del sistema del complemento por los virus.
De hecho, la activacion anticuerpo-independiente de la via de las lectinas del
complemento resulta en la deposicién de fragmentos de C3 en la superficie viral,
pero no lleva a la destruccion eficiente de muchos virus que han desarrollado
mecanismos de resistencia para escapar a la lisis mediada por el complemento
[34, Esto explicaria la el por qué, aun estando activada esta via, la gravedad de la
sintomatologia. Como mostré el caso cinco, que fue el que mayor fraccion
intratecal de estas proteinas sintetizd, sin embargo mostré un cuadro agudo mas
grave donde no solo se presentaron alteraciones neuroldgicas sino también
hematoldgicas.

Las ficolinas pueden unirse al MASP2 35361 y g |a MBL 4y ser utilizado para
neutralizar al VDEN y esto pudiera provocar una disminucion de sus
concentraciones libres. Sin embargo, todo parece indicar que la sintesis intratecal
de las ficolinas H y M libre se observa claramente en los pacientes afectados,
dados por la fraccion soluble que se sintetiza y se detecta en el LCR de los casos
estudiados. Esto pudiera indicar una inefectividad de la via de las lectinas en la
respuesta ante la infeccion por VDEN en el SNC.

Es bien conocido que las ficolinas M y H intervienen en la via de las lectinas [35-36]
asociadas a la MBL que es otra pieza clave en la iniciacion de este proceso 4. Lo
gue se desconocia hasta hace muy poco es que las ficolinas para estabilizar su
polimerizacién de varios mondmeros utilizan el fibrin6geno. Esto se sospecha sea
la causa, hasta ahora desconocida, de la coagulacion intravascular diseminada
para-infecciosa 71, El caso que curs6 con mayor sintesis intratecal de ficolinas H y
M desarrolld coagulacion intravascular diseminada, fendmeno que hacemos
dependiente de lo antes planteado.
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El desarrollo de una vacuna efectiva para el dengue es una de las prioridades de
la salud publica, definidas por la Organizacion Mundial de la Salud. Actualmente
algunos candidatos vacunares se encuentran en la Fase | y Il de estudios clinicos
y otros se encuentran en una fase preclinica avanzada 2%, aunque confeccionar
una vacuna para el dengue es complejo debido a que se necesita desarrollar una
vacuna contra los cinco serotipos [,

Por otro lado, la inmunidad protectora contra los virus y el rol de la respuesta
inmune celular en la proteccién y recuperacion, no se encuentran bien definidos,
por lo que continla siendo una prioridad. Es urgente definir estas interrogantes
para permitir el establecimiento de la eficacia de un candidato vacunar 23],

Este es el segundo reporte de afectaciones neurolégicas en pacientes cubanos
con dengue. El conocimiento del proceso neuroinflamatorio asociado al VDEN
resulta de importancia para el manejo de los pacientes con manifestaciones
neuroldgicas cada vez mas frecuentes en nuestro medio. Resulta esencial para el
mejor tratamiento y evolucion de estos pacientes determinar si existe sintesis
intratecal de inmunoglobulinas, elemento clave para el diagndéstico de la
neuroinflamacion y ademas conocer el funcionamiento de la barrera sangre/LCR
para comprobar el sindrome de Guillain Barré.

En nuestro estudio todos los pacientes con proceso neuroinflamatorio asociado al
VDEN presentaron sintesis intratecal de al menos una de las clases mayores de
inmunoglobulinas, asi como sintesis intratecal de proteinas activadoras de la via
de las lectinas. Lo antes planteado corrobora nuestra hipétesis de que en los
pacientes con proceso inflamatorio asociado al VDEN se encuentran activa tanto
la via clasica como de las lectinas del sistema del complemento en el SNC.
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V. CONCLUSIONES

Este es el segundo estudio neuroinmunolégico de manifestaciones neuroldgicas
asociada al VDEN vy el primero sobre la via de las lectinas en esta entidad
realizado en Cuba.

En este estudio se pudo demostrar la activacion intratecal tanto de la via clasica
como de las lectinas del sistema del complemento en el SNC.

Se determin6 el patron de sintesis intratecal predominante en pacientes con
proceso inflamatorio asociado al VDEN.

Se determind que el estado de la barrera sangre/LCR en los pacientes con
proceso inflamatorio asociado al VDEN no constituye un signo distintivo.

Se reporta por primera vez en Cuba y América Latina la ocurrencia de
complicaciones neuroldgicas asociadas al serotipo VDEN-1.

Se demuestra que el patrén de sintesis intratecal constituye un elemento clave
para el diagndstico auxiliar de la neuroinflamacion.

Se plantea la inefectividad de la via de las lectinas en la respuesta ante la
infeccion por VDEN en el SNC y su asociacion con el debut de la coagulacion
intravascular diseminada.
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VI. RECOMENDACIONES

1. Considerar el patron de sintesis intratecal como criterio para el diagndéstico
auxiliar de la neuroinflamacion.

2. Considerar este estudio a la hora de elegir candidatos vacunares contra el
virus del dengue como marcador de la respuesta neuroinmunolégica en esta
entidad.
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