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Respuesta neuroinmunoldgica en la encefalitis asociada al virus del
dengue
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El virus del dengue es un virus ARN miembro de la familia Flaviviridae, la cual incluye, ademas, el de la fiebre
amarilla, el del Nilo del Oeste y la encefalitis japonesa. Se realizé un estudio retrospectivo con tres pacientes
diagnosticados de encefalitis asociada al dengue, en cuyas muestras de suero y liquido cefalorraquideo se
cuantificaron los niveles de las clases mayores de inmunoglobulinas por inmunodifusion radial y la manosa de
unioén a lectina, proteina de la via de las lectinas del sistema del complemento por fluorometria. En el reibergrama
se muestra la presencia de sintesis intratecal de las tres clases de inmunoglobulinas y ausencia de sintesis
intratecal de lectina de unién a manosa. Existieron diferencias en cuanto al por ciento de sintesis intratecal de
inmunoglobulinas, las cuales estuvieron relacionadas con el momento de la infeccién por el virus y la aparicion de
las manifestaciones neuroldgicas compatibles con una encefalitis. Este es el primer reporte de afectaciones
neurolégicas en pacientes cubanos con dengue. La respuesta inmune intratecal puede ser utilizada para el mejor
conocimiento de la enfermedad y contribuir al desarrollo de posibles candidatos vacunales.
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Introduccion La patogenia de la infeccion del VDEN se mantiene
controversial; el efecto de cepas virulentas, la presencia de
citoquinas proinflamatorias secundarias a la activacién
excesiva de células T, con especificidad cruzada a otros
serotipos de pobre poder litico y la activacion del
complemento, son sugeridos como posibles mecanismos (5).

El virus del dengue (VDEN) es un virus ARN y 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.

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 (1). Ademas, el dengue ha dejado de
ser una enfermedad exclusiva del trépico y cada ano se
extiende la latitud de su alcance (2). En el continente
americano ya se han reportado brotes desde Argentina hasta
Estados Unidos (2, 3), y en Madeira, isla portuguesa, se
habia detectado un brote epidémico a finales del 2012 (4).

La infeccidon del dengue tiene la capacidad de causar una
enfermedad multisistémica. Se reportan numerosas
manifestaciones neuroldgicas, incluyendo la mielitis
transversa, el sindrome de Guillain Barré, la encefalomielitis
diseminada aguda y la miositis (6, 7). Sin embargo, la mas
ampliamente reportada es la encefalopatia.

La encefalitis es una inflamacién del parénquima cerebral,
comunmente debido a infeccion viral. La encefalitis
tipicamente se presenta con fiebre, disminucién del nivel de
conciencia, cefalea, convulsiones y signos neurolégicos
focales.

Después de la inoculacién del virus por Aedes Aegypti,
mosquito que lo transmite, la infeccién en humanos puede
resultar clinicamente asintomatica o causar manifestaciones
clinicas que van desde el sindrome febril del dengue clasico,
hasta un sindrome de shock por dengue, expresado por
aumento de la permeabilidad vascular y hemorragia (5).

Existen diagramas (reibergramas) que analizan de manera
integrada la funcién de la barrera sangre-liquido
cefalorraquideo (LCR) y la sintesis intratecal de proteinas,
para contribuir en el diagnostico de enfermedades del sistema
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nervioso central (SNC) asociados a patrones especificos de
inmunoglobulinas (8).

Consideramos que el conocimiento de la respuesta
neuroinmunoldgica en los pacientes con cuadro clinico
compatible con encefalitis asociada al dengue, pudiera
contribuir de alguna manera a desarrollar posibles candidatos
vacunales contra esta entidad.

El objetivo del presente trabajo fue mostrar la respuesta
neuroinmunolégica, a través del reibergrama, en tres
pacientes cubanos con encefalitis asociada al VDEN.

Materiales y Métodos

Se realiz6 un estudio retrospectivo en tres pacientes con
encefalitis, confirmados con el VDEN, para evaluar la posible
sintesis intratecal de las clases mayores de inmunoglobulinas
y la lectina unida a manosa (MBL), proteina de la tercera via
de activacion del sistema del complemento (via de las
lectinas), asi como la disfuncién de la barrera sangre-LCR.

Con la finalidad de realizar esta investigaciéon se revisaron
las historias clinicas de los pacientes, de las cuales se recogi6
toda lainformacién que se utilizé en este estudio y se siguieron
los protocolos establecidos por cada una de las instituciones
en que estos pacientes fueron atendidos.

Los niveles en suero y LCR de IgA, IgG e IgM fueron
cuantificados por la técnica de inmunodifusion radial simple,
utilizando placas NOR y LC Partigen, respectivamente
(Siemens, Marburg, Alemania), en los tres pacientes
confirmados, que fueron internados en diferentes hospitales
de La Habana. La razén albimina (QAlb=Albumina LCR/
Albumina suero) fue usada para evaluar la integridad de la
barrera sangre-LCR, utilizando los protocolos descritos (9).
Se utiliz6 en cada caso el reibergrama correspondiente.

La concentracion de MBL en suero fue medida utilizando un
anticuerpo anti-MBL conjugado con europio y placas de
ELISA. Se adicionaron anticuerpos monoclonales anti-MBL
en la superficie de las placas.

Las muestras de suero se diluyeron 1:100 en un buffer de
elevada concentracién 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.

La concentracién de MBL en LCR se midi6 utilizando el mismo
procedimiento pero con las muestras sin diluir (10).

La presencia de sintesis intratecal de IgM, IgG, IgA y MBL se
demostré usando los reibergramas correspondientes (11-12).
Los métodos seguidos en este estudio cumplieron las normas
éticas del comité de investigacion de las instituciones en
que se atendieron a estos pacientes.

Resultados

Las concentraciones individuales en sangre y LCR de las
clases mayores de inmunoglobulinas y MBL de los pacientes
se observan en la Tabla 1.

En la Figura 1 se observa el reibergrama para la sintesis
intratecal de las clases mayores de inmunoglobulinas de los
tres pacientes estudiados y en la Figura 2 se muestra el
reibergrama para la MBL.

La curva hiperbdlica superior (linea gruesa) representa la
linea de discriminacién 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%. Los rangos de referencia para las razones
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°.

El limite del rango de referencia para la QAIb entre las
concentraciones de proteinas normales e incrementadas
debido a la disfuncién de la barrera sangre/LCR es indicada
por lineas verticales y es dependiente de la edad, la QAIb de
5,5 x 103 (hasta 15 afios), Q Alb de 6,5 x 102 (hasta 40 anos),
y Q Alb de 8 x 10 (hasta 60 anos).

Los tres pacientes de nuestro estudio estuvieron ingresados
por un cuadro clinico de dengue clasico expresado por fiebre,
artralgias, mialgias y cefalea retroocular. Evolutivamente
desarrollaron trastornos para la marcha, con disminucién de
la fuerza muscular en los miembros inferiores.

Tabla 1. Niveles en suero y LCR de albumina, IgG, IgA, IgM y MBL.

IgA IgG IgM MBL Alb IgA IgM IgG MBL Alb

Paciente Edad g/L ga/L g/L ng/mL g/L mg/L mg/L mg/L ng/mL mg/L
suero suero suero  suero suero  LCR LCR LCR LCR LCR

1 44 1,17 3,8 0,887 1559,03 44 4,42 71,7 15,3 3,08284 211,58

2 55 0,94 5,8 0,79 138559 669 462 309 16,94 0,13042 156,03

3 51 0,42 18,79 0,43 236,105 669 2142 0,76 101,82 0,20292 471,69
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Uno de los pacientes, al realizarle el examen fisico no presenté
rigidez de nuca ni defecto motor. La resonancia magnética
del cerebro reveld lesiones en el hemisferio cerebelar, vermix,
I6bulo occipital izquierdo y a nivel del cuerpo calloso.

Otro de los pacientes, en el cual la toma neurolégica fue
mayor, llegando incluso a estar varios dias en coma, la
electromiografia de los miembros inferiores y superiores
presenté abundante actividad de denervacién, compatible
con severo compromiso de la neuroconduccién por dafo
axonomielinico con patrén neurdgeno en las cuatro
extremidades.

En los potenciales evocados somatosensoriales se constaté
una ausencia de respuesta cortical que se atribuyé al severo
compromiso de nervios periféricos. Los potenciales evocados
auditivos de tallo cerebral mostraron una onda V con latencia
prolongada en el oido derecho, mientras que en el izquierdo
se advirtid marcada prolongacion de la latencia interpico entre
las ondas lll y V. Estos hallazgos resultaron compatibles con
un severo compromiso de la conduccion a nivel mesencéfalo
protuberancial. Uno de estos pacientes presenté disartria,
paresia facial periférica, estrabismo convergente del ojo
izquierdo con diplopia y pupilas isocéricas, con respuesta
perezosa al estimulo luminoso intenso.

En el ultimo paciente, que también present6 un cuadro con
afectacion neuroldégica marcada sin llegar al coma, la
electromiografia y estimulacion magnética transcraneal
reveld: prolongacion de latencias en las respuestas con
estimulacion distal en medianos y prolongacién de latencias
distales en ambos peroneos profundos, donde se identifico
bloqueo de conduccién parcial bilateral (fibras motoras). Las
fibras sensitivas mostraron ausencia de respuesta al
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estimular nervios medianos, cubitales y sural izquierda y
enlentecimiento de la conduccién en sural derecho.

En todos los pacientes, la IgM e IgG en suero resulté positivo
para dengue y en la prueba de reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR) se identificé el serotipo DEN2 en uno de
ellos. Desde el punto de vista neuroinmunolégico, los
pacientes mostraron un patrén de sintesis de las tres clases
mayores de inmunoglobulinas y ausencia de sintesis de MBL
en el momento en que se le realiz6 la puncién lumbar.

En el reibergrama para las clases mayores de
inmunoglobulinas IgA, IgG e IgM se observa que el punto
correspondiente se encuentra por encima de la linea
hiperbdlica mas intensa, que indica el limite entre la fraccién
derivada de la sangre y la fraccion derivada del cerebro, lo
cual significa sintesis intratecal de inmunoglobulinas
(Fig. 1). Sin embargo, esto result6é diferente para la MBL,
donde el punto se encuentra por debajo de esta linea de
discriminacién e indicé ausencia de sintesis intratecal de MBL

(Fig. 2).

El por ciento de sintesis intratecal de estas inmunoglobulinas
en dos de los pacientes se comporté en el siguiente orden:
IgM>IgG >IgA; en el otro paciente el comportamiento del
por ciento de sintesis de las inmunoglobulinas fue
IgG>IgA>IgM. Estos resultados pueden ser apreciados en
los respectivos reibergramas.

Discusion

La sintesis intratecal de inmunoglobulinas durante una
variedad de enfermedades del SNC, principalmente
enfermedades inflamatorias, es originada por infiltraciones

perivasculares de los linfocitos B localmente maduros, los
cuales pueden estar asociados a enfermedades del SNC.

La relacion de la fraccién intratecal de una o mas clases de
inmunoglobulinas o el predominio de alguna de ellas, ha
creado un patrén tipico de sintesis intratecal en algunas
enfermedades neuroldgicas producidas por bacterias, virus,
parasitos u otros (13).
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El reibergrama esta basado en la demostracién de relaciones
no lineales entre la QAIb y el cociente de la concentracion
LCR-suero de lalgG, IgA, IgM y MBL (QIgG, IgA, IgM, MBL),
para determinar si existe disfunciéon de la barrera sangre-
LCR y sintesis intratecal de estas proteinas (9). Los valores
normales para las inmunoglobulinas (14) y MBL han sido
considerados en reportes previos (15).

Los tres pacientes sujetos a nuestro estudio fueron
hospitalizados. Los pacientes uno y dos lo hicieron con una
sintomatologia similar de encefalitis en el curso del dengue.
El paciente tres tuvo una afectacién mas leve, pues resulté
una encefalitis posdengue. Los principales sintomas iniciales
fueron: cefalea generalizada, vértigo, trastornos del equilibrio
y vomitos. Sin embargo, como muestran nuestros resultados,
los tres pacientes tuvieron manifestaciones neuroldgicas
compatibles con una encefalitis que se corrobora con el patrén
IgA+1gG+IgM tipico en estos casos (16). Los patrones de
sintesis intratecal de inmunoglobulinas se mantienen por
largo tiempo y esto hace que los reibergramas sean utilizados
para establecer algunas aproximaciones diagnésticas como
sucede con muchas enfermedades neuroldgicas infecciosas
y autoinmunes (17).

Desde el punto de vista neuroinmunolégico, nuestros
resultados son interesantes, ya que la fraccioén intratecal
estuvo presente de manera similar en los casos 1y 2, es
decir, hubo un por ciento mayor de sintesis intratecal de IgM,
no asi en el caso tres, donde la fraccion intratecal fue a
predominio de IgG, correspondiendo esto con el hecho que
en los dos primeros casos la encefalitis fue parainfecciosa y
en el tercer caso, posterior ala misma. Aunque para establecer
un patrén definitivo en cuanto a la frecuencia e intensidad
de la sintesis de inmunoglobulinas se requiere de una muestra
mayor.

La presencia de sintesis intratecal de las tres clases de
inmunoglobulinas en los tres pacientes estudiados es una
clara evidencia de un proceso inflamatorio en el SNC, que lo
hace similar a severos cuadros virales, como las
encefalopatias producidas por virus de la familia
herpesviridae y en NeuroSIDA, en los momentos iniciales
(18). Sin embargo, ninguno de ellos sintetizé intratecalmente
la MBL.

Esta proteina es considerada una molécula de reconocimiento
que puede ser activada por la presencia de carbohidratos
presentes en la superficie de los microorganismos, incluyendo
los virus. Es posible que la misma no presente receptores
que reconozcan los ligandos presentes en la superficie del
VDEN, o que el sistema del complemento haya sido activado
por otras de sus vias (la via clasica o la alternativa) y no
precisamente por la via de las lectinas, ya que en los tres
casos hay sintesis de las clases mayores de
inmunoglobulinas que pudieran haber activado el
complemento por la via clasica. Se plantea que se depositan
inmunocomplejos a nivel del SNC en afecciones neurolégicas
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por dengue, que se inician tardiamente dentro de la evolucién
de esta enfermedad (19).

La interaccion de la MBL con algunos virus puede tener un
efecto adverso en la infeccién viral debido a la subversion del
sistema del complemento por los virus. De hecho, la
activacion anticuerpo-independiente de la via clasica o de
las lectinas del complemento resulta en la deposicion 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 (19).

Como la activacion del complemento es un componente
crucial de la inmunidad innata (via alterna y de las lectinas),
asi como de la inmunidad adaptativa (activaciéon de la via
clasica, dependiente de anticuerpos), la evasion de este
sistema es de particular importancia para los virus (19).

Este es el primer reporte de afectaciones neurolégicas en
pacientes cubanos con dengue. De ahi laimportancia de dar
a conocer esta respuesta neuroinmune que puede ser
utilizada para el diagnéstico precoz de esta entidad. Este
conocimiento le permitiria al médico de asistencia tomar
conductas mas acertadas, a una mejor comprension de la
enfermedad en cuanto a formas evolutivas, asi como al
desarrollo de posibles candidatos vacunales.

De todos es conocido que el desarrollo de una vacuna efectiva
para el dengue es una de las prioridades de la salud publica,
definidas por la Organizacién Mundial de la Salud.
Actualmente algunos candidatos vacunales se encuentran
en la Fase | y Il de estudios clinicos y otros se encuentran en
una fase preclinica avanzada, aunque confeccionar una
vacuna para el dengue es complejo debido a que se necesita
desarrollar una vacuna contra los cuatro serotipos (20).

Por otro lado, lainmunidad 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
contintia siendo una prioridad. Es urgente definir estas
interrogantes para permitir el establecimiento de la eficacia
de un candidato vacunal (20).
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Neuroimmunological response in dengue virus encephalitis

Abstract

Dengue virus is a RNA virus of the Flaviviridae family including also West Nile virus, Japanese encephalitis virus
and yellow fever virus. A retrospective study with three patients diagnosed with encephalitis associated with
dengue virus was carried out. Using their sera and cerebrospinal fluid samples the levels of high class of
immunoglobulins by radial immunodiffusion and mannan binding lectin were quantified by fluorometry three
classes of immunoglobulins levels were quantified by using an immunodiffusion technique. Mannose-binding
lectin was quantified by fluorometry. A retrospective study with three patients diagnosed with encephalitis. The
Reibergram has shown three classes of immunoglobulins intrathecal synthesis and absence of mannan binding
lectin synthesis. Differences in the immunoglobulin intrathecal synthesis percent were observed, which were
related with the moment of virus infection and the onset of neurological manifestations compatible with encephalitis.
This is the first report of neurological affectations in Cuban patients with dengue fever. The intrathecal immune
response may be used for the best knowledge of the disease and for the contribution to the development of
possible candidate vaccine.

Key words: encephalitis, dengue, reibergram.
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