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1. TITULO

Programa: “AEDES Colombia - Abordando Areas Endémicas de Dengue para la
disminucion de su impacto en la Sociedad”

Proyecto: “Impacto de factores nutricionales en la incidencia de dengue y la severidad de
la enfermedad”

2. RESUMEN EJECUTIVO

Proponemos examinar la asociacion entre el estado nutricional y la infeccién por el virus
del dengue en un estudio de cohorte de 2000 nifios y adolescentes de 2-16 afios. El
estudio se llevard a cabo entre nifios y adolescentes libres de infeccion por el virus del
dengue al momento del ingreso a la cohorte, segun confirmacién seroldgica de IgG. Los
participantes seran evaluados periédicamente durante dos afios y medio para determinar
la incidencia de infeccion. Como parte de este estudio se propone evaluar la asociacion
entre los marcadores bioguimicos de nutrientes que modulan la respuesta inflamatoria al
momento del ingreso a la cohorte, y la infeccion por el virus del dengue utilizando un
disefio de estudio anidado de casos y controles. Los casos seran los nifios con infeccion
incidente de dengue durante el seguimiento; los controles se seleccionaran
aleatoriamente de entre los nifios de la cohorte que permanezcan libres de infeccion
durante los dos afios y medio de seguimiento. En cada nifio mediremos niveles de acidos
grasos, y vitaminas A y D en muestras de plasma almacenadas, que se recogeran en el
momento de ingreso a la cohorte. Las concentraciones de estos nutrientes seran
comparadas entre casos y controles. En segunda instancia, planeamos examinar las
relaciones entre el estado antropométrico y la ingesta de micronutrientes al inicio del
estudio con la incidencia de dengue durante el seguimiento, utilizando datos de todos los
nifios participantes en la cohorte. Un objetivo secundario del estudio sera evaluar las
asociaciones entre los parametros nutricionales descritos y la severidad de la enfermedad
por dengue, en los nifios y adolescentes que se infecten con el virus del dengue durante
el seguimiento.

2.1 SUMMARY

We propose to examine the association between nutritional status and dengue virus
infection in a cohort study of 2000 children and adolescents aged 2-16 years. The study
will be conducted among children and adolescents who had no prior dengue virus infection
at baseline, acertained by lack of IgG seroconversion to dengue virus, and who will be
followed periodically for two and half years to determine whether they become infected.
Within this cohort, we propose to evaluate the association between biomarkers of nutrients
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that modulate inflammatory responses at the time of recruitment and dengue virus
infection through a nested case-control study. Cases will be children with incident dengue
infection; a random set of controls will be selected from the cohort among children who
remained uninfected during the three-year study follow-up. We will measure the
concentration of nutrients that modulate the inflammatory response (fatty acids, vitamins A
and D) in stored plasma samples collected at the time of recruitment and compare the
distributions of these nutrients between cases and controls. In addition, we propose to
examine the relations of anthropometric status and dietary intake of micronutrients at
baseline with the incidence of dengue during follow-up using the whole cohort. A
secondary endpoint of the study will be severity of dengue disease among children and
adolescents who become infected with dengue virus during follow-up.

3. PALABRAS CLAVE

Dengue, Estado nutricional, Acidos grasos, Vitamina A, Vitamina D, Severidad.

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA O NECESIDAD

El Dengue es uno de los principales problemas de salud publica del mundo. En América,
la incidencia de la enfermedad se ha incrementado 30 veces, convirtiéndose en uno de
los padecimientos mas importante en términos de morbilidad, mortalidad e impacto
econdémico. La ultima epidemia desarrollada de la enfermedad en el territorio americano,
fue la ocurrida durante el 2010, en donde solo en Colombia se presentaron 157.152
casos de Dengue, 9.482 de ellos severos; 217 muertes fueron atribuidas a la enfermedad,
registrandose un aumento en la letalidad de 7.5 veces comparado con el afio anterior, y
superando el indice maximo considerado para esta enfermedad.

Uno de los factores mas influyentes en la incidencia y los desenlaces asociados a las
enfermedades infecciosas es el estado nutricional. Se estima que la desnutricién puede
ser responsable de hasta la mitad de las muertes asociadas a enfermedades infecciosas
en niflos menores de 5 afios en los paises en desarrollo. Sin embargo, a pesar de que el
dengue es una enfermedad infecciosa de altisima importancia en salud publica, se conoce
relativamente poco sobre la influencia de factores nutricionales en aspectos relacionados
con la infeccion por este virus y la severidad de la enfermedad. Sin embargo, el creciente
reconocimiento del papel gue juegan algunos nutrientes como acidos grasos, vitaminas (A
y D) y minerales (Hierro y Zinc) como moduladores de la respuesta inflamatoria, hace
necesario evaluar el impacto que los nutrientes y el estado nutricional tienen sobre el
riesgo de infeccion por virus del dengue y sobre la severidad de la enfermedad; pues se
conoce que la respuesta inmune tiene un rol muy importante durante el establecimiento
de las infecciones, y que su intensidad es un factor clave en el desarrollo de la
extravasacion plasmética que se desarrolla en los pacientes con dengue, caracteristica
distintiva de las formas severas de la enfermedad. Establecer el tipo de influencia que
tiene la nutricion sobre la infeccibn por dengue, permitird general estrategias de
prevencion y pronéstico que contribuyan a la reduccion de la incidencia de casos y
severidad de los mismos, disminuyendo el impacto del dengue sobre la poblacion.
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5. JUSTIFICACION

El dengue continta siendo una de las mas frecuentes enfermedades transmitidas por
artropodos. Su incidencia ha aumentado 30 veces en los Ultimos cincuenta afios, ya que
se ha expandido geogréaficamente hasta haber puesto a aproximadamente un tercio de la
poblacion mundial en situacion de riesgo de la enfermedad (1). Durante el afio 2010, el
virus dengue provocé 1.800.000 casos de la enfermedad en el continente Americano
(44.656 graves). Paises como Brasil, Colombia, Perl, Venezuela, Nicaragua, México,
Puerto Rico, Honduras, y Republica Dominicana fueron algunos de los mas afectados
durante esta epidemia; donde 1.167 personas fallecieron por complicaciones de la
enfermedad (2). Durante este afio, Colombia report6 al sistema de vigilancia del Instituto
Nacional de Salud 157.152 casos de dengue, 9.482 considerados casos severos, con
217 muertes atribuibles a la enfermedad (4.7 veces mas que el afio anterior), lo cual
evidencia un aumento tanto en la frecuencia, como en el desarrollo de formas severas e
incluso mortales del dengue, las cuales durante esta ultima epidemia se concentraron en
la poblacion colombiana menor a 15 afos (3). Aunque el 75% del territorio nacional (620
municipios) registra transmision endémica urbana de dengue, el 80% de la carga de la
enfermedad se concentra en 100 municipios (4); la mayoria de estos pertenecientes a 8
departamentos del pais (Antiogquia, Huila, Norte de Santander, Santander, Tolima, Valle,
Sucre, Meta). Asi mismo, Santander se ubica entre los seis departamentos con mayor
namero de muertes reportadas (17 de las 217 reportadas) por complicaciones de la
enfermedad (3, 5). En la actualidad, 23.000.362 personas se encuentran en riesgo de
contraer la enfermedad en Colombia.

La enfermedad por dengue en la mayoria de los casos (85%) se manifiesta como un
cuadro febril leve, acompafiado de cefalea, mialgias, artralgias y dolor retroocular, de tipo
autolimitado, que tiene una duracion de 7 a 10 dias. Esta forma de la enfermedad aunque
leve, resulta altamente incapacitante, ocasionando un alto porcentaje de ausentismo
escolar y laboral. Un porcentaje considerable de los casos (15%) evoluciona hacia formas
severas de la enfermedad, llegandose a presentar hasta un 2.5% de desenlaces fatales.
La ausencia de una terapia antirretroviral especifica, conlleva a que el tratamiento del
dengue sea exclusivamente sintomatico, mediante la administracion de liquidos
intravenosos, antipiréticos y un seguimiento clinico cercano; que buscan reducir la
mortalidad en los pacientes complicados.

Hoy se conoce, que el estado nutricional es uno de los factores mas influyentes en la
incidencia y los desenlaces asociados a las enfermedades infecciosas. Se estima que la
desnutricion puede ser responsable de hasta la mitad de las muertes asociadas a
enfermedades infecciosas en nifilos menores de 5 afios en los paises en desarrollo (6).
Aunque el dengue es una enfermedad infecciosa de altisima importancia en salud publica,
se conoce relativamente poco sobre la influencia de factores nutricionales en aspectos
relacionados con la infeccién por este virus.

Aun no se han llevado a cabo estudios que relacionen el estado de acidos grasos (AG)
con la infeccion por el virus del dengue; sin embargo, el creciente reconocimiento del
papel que juegan los acidos grasos (AG) como moduladores de la respuesta inflamatoria,
ha despertado el interés en el estudio de sus efectos sobre la infeccion por virus dengue;
pues se sabe que la intensidad de la respuesta inmune al virus del dengue es un factor
clave en el desarrollo de la extravasacion plasmatica, caracteristica distintiva de las
formas severas de la enfermedad (7). Sin embargo, el papel de los AG en la infeccion por
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dengue puede ser variable. En la respuesta primaria a la infeccién, es posible que el
huésped requiera una respuesta inmune rapida y agresiva para controlar la infeccién, pero
una vez que la infeccién se ha establecido, los AG podrian prevenir la progresion a una
presentaciobn grave a través de la supresion de las citoquinas y otros mediadores
inflamatorios. Las vitaminas A y D también tienen un fuerte potencial inmunomodulador
sobre células del sistema inmunitario (linfocitos, neutréfilos, monocitos y células
dendriticas); dichas células, juegan un rol importante en la respuesta a la infeccién por
virus dengue, por lo cual el evaluar los niveles de vitamina A y D en los pacientes por
dengue y su asociacion con infeccion y severidad de la enfermedad resulta de gran
importancia para el entendimiento fisiopatoldgico de esta enfermedad.

Pocas investigaciones se han realizado hasta el momento sobre la relacién entre la
nutricibn y el dengue, estas se han centrado principalmente en la asociacion de los
indicadores antropométricos del estado nutricional y la severidad de la enfermedad por
dengue en nifios (8-20). Algunos reportes anecddticos sugieren que las personas que
presentan la enfermedad por dengue grave frecuentemente estan desnutridos, y se ha
hipotetizado que la desnutricién podria suprimir la respuesta inmune mediada por células
que estaria asociada con enfermedad severa (8). Aunque la obesidad es un factor de
riesgo para enfermedades cardiometabdlicas, también se ha encontrado un efecto
protector contra la mortalidad en pacientes con enfermedades crénicas, tales como el
VIH/SIDA vy la insuficiencia cardiaca cronica (21). Un meta-andlisis reciente encontré una
asociacion inversa entre la obesidad en adultos gravemente enfermos y su mortalidad en
las unidades de cuidado intensivo (22). Por otra parte, los estudios que han investigado la
relacion entre el estado nutricional y la enfermedad por virus del dengue en nifios ofrecen
resultados contradictorios. Algunos estudios sugieren una asociacion entre el sobrepeso y
la gravedad de la enfermedad, mientras otros han reportado lo contrario o una total falta
de asociacion (8). Las comparaciones entre estos estudios se ven limitadas por muchos
factores, incluyendo diferencias en la metodologia, el uso de diferentes medidas
antropométricas y referencias de crecimiento, y definiciones inconsistentes de la
desnutriciéon. Por otra parte, la validez de los resultados de muchos de estos estudios
puede ser cuestionable, debido a limitaciones y sesgos incluyendo la falta de
consideracion de factores de confusion, posible sesgo de seleccién, bajo poder
estadistico, y la imposibilidad de descartar infecciones asintomaticas pre-existentes en los
controles sanos.

Asi mismo, muy pocos trabajos evallan el posible efecto del estado de micronutrientes
sobre la incidencia y gravedad de la infeccidén por virus dengue. En un estudio pequefio
realizado entre casos adultos con dengue clasico y controles sanos en Guatemala, se
encontré una concentracion plasmatica de retinol que era significativamente menor en los
casos en comparacién con los controles durante la infeccion aguda, aunque no hubo
diferencias significativas en los niveles de retinol entre los dos grupos 7 dias después de
que los casos fueron dados de alta del hospital (23). No se encontré asociacion entre
niveles séricos de zinc y la gravedad de la enfermedad del dengue en un estudio
transversal de 51 nifios de Indonesia (24).

La creciente importancia global de la infeccibn por dengue, junto con la falta de
conocimiento sobre el posible efecto de factores nutricionales, a pesar de la evidencia que
sugiere una relacioén significativa entre la nutricion y las enfermedades infecciosas, exigen
la realizacion de un estudio prospectivo para determinar el impacto de los nutrientes y el
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estado nutricional en el riesgo de infeccién por el virus del dengue y la gravedad de la
enfermedad.

6. OBJETIVOS
6.1 Objetivo General:

Determinar la asociacion entre el estado nutricional y la infeccién por el virus del dengue
en niflos y adolescentes de 2-16 afios, procedentes de zonas endémicas de Dengue en
Colombia.

6.2 Objetivos Especificos:

1. Examinar la asociacion entre indicadores bioquimicos de nutrientes moduladores de la
respuesta inflamatoria (AGPI n-6, vitamina A y D) y el riesgo de infeccién por el virus
del dengue.

2. Examinar si los indicadores antropométricos del estado nutricional al inicio del estudio
se asocian inversamente con la incidencia de la infeccion por el virus del dengue.

3. Examinar si la ingesta de hierro y/o zinc al inicio del estudio se asocian inversamente
con la incidencia de la infeccion por dengue.

4. Evaluar la asociacion entre indicadores bioquimicos de nutrientes moduladores de la
respuesta inflamatoria (AGPI n-6, vitamina A y D) al momento de ingreso en la cohorte
(linea de base) y la severidad de la infeccion por dengue en los nifios que resulten
infectados durante el seguimiento.

5. Evaluar si los indicadores antropométricos del estado nutricional al inicio del estudio
se asocian inversamente con la severidad de la enfermedad por dengue.

6. Examinar si la ingesta de hierro y/o zinc al inicio del estudio se asocian inversamente
con la severidad de la enfermedad por dengue.

7. MARCOS DE REFERENCIA

Estado nutricional e Infeccion:

La interaccion entre el estado nutricional y las infecciones agudas se ha mencionado
desde las Ultimas tres décadas (25). Esta interaccion es bidireccional, el estado nutricional
influye en la susceptibilidad de desarrollar infecciones, y en los procesos infecciosos se
puede afectar negativamente la condicién nutricional (26). En los seres humanos, la
malnutricion moderada/severa se asocia con una disminucién significativa de la respuesta
inmune celular, los niveles de inmunoglobulina A (IgA) secretada, los niveles séricos del
complemento, se deteriora la funcion fagocitica y se inhibe la produccién de la
interleuquina 2 (IL-2) y factor de necrosis tumoral (TNF) (27).

Acidos grasos y respuesta inflamatoria:

El creciente reconocimiento del importante papel que los acidos grasos (AG) juegan como
moduladores de la respuesta inflamatoria ha despertado el interés en el estudio de sus
efectos sobre la infeccién. El consumo de &cido linoleico, un &cido graso poliinsaturado
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(AGPI) n-6, proporciona un sustrato para la sintesis de mediadores pro-inflamatorios (28).
Por el contrario, alguna evidencia sugiere que la ingesta de acidos grasos poliinsaturados
n-3 podria tener efectos anti-inflamatorios en trastornos caracterizados por la inflamacion
cronica, tales como asma, enfermedad intestinal inflamatoria y artritis reumatoide (29).
Las alteraciones de la respuesta inmuno-inflamatoria que se han asociado con AGPI n-3
incluyen reduccién en la producciéon de citoquinas pro-inflamatorias, disminucion de la
proliferacién, activacion y sefializacion de células T, e inhibicion de la produccién de 6xido
nitrico (30, 31). Aunque estos efectos pueden ser beneficiosos para la reduccion de la
inflamacién, la supresion de la funcion inmune también podria afectar negativamente la
resistencia del huésped a un agente infeccioso invasor. Algunos modelos animales
sugieren que el aceite de pescado, rico en AGPI n-3, podria reducir la resistencia del
huésped a la infeccién por varios patégenos, incluyendo Mycobacterium tuberculosis,
Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium, y Pseudomonas aeruginosa (32). Con
relacion a los virus, los pocos estudios experimentales disponibles han producido
resultados inconsistentes. Mientras que algunos han demostrado que los ratones
alimentados con aceite de pescado disminuyen su resistencia al virus de la influenza,
otros han encontrado que una dieta de aceite de pescado no tiene efectos adversos en
ratones infectados con Citomegalovirus (CMV) murino, o con el retrovirus de
inmunodeficiencia murino (31, 33). Por otra parte, estudios in vitro han demostrado que
los 4cidos grasos insaturados pueden tener actividad virucida (34, 35). Evidencia reciente
de estudios epidemiolégicos sugiere que los niveles de ciertos AGPI n-3 y n-6 se asocian
con un menor riesgo de transmision materno-infantil del virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), y la progresion rapida de enfermedad por SIDA (36-38). Ademas, en un
ensayo clinico aleatorizado, la suplementacion con AGPI n-3 de cadena larga en aceite de
pescado durante 6 meses se asocié de forma estadisticamente significativa con menos
episodios de enfermedades infecciosas incluyendo el resfriado comun, gripe, o episodios
de diarrea y una menor duracién de los episodios en escolares tailandeses (39). En otro
estudio, lactantes que recibieron AGPI de cadena larga a través de leche complementaria
durante 12 meses tuvieron una incidencia significativamente menor de bronquiolitis /
bronquitis luego de 5-9 meses, en comparaciébn con el grupo que no recibid la
suplementacion (40).

No se han llevado a cabo estudios que relacionen el estado de acidos grasos (AG) con la
infeccion por el virus del dengue. Aunque la patogenia de la enfermedad del dengue sigue
siendo incierta, la intensidad de la respuesta inmune al virus del dengue se considera un
factor clave en el desarrollo de extravasacion de plasma, una caracteristica distintiva de
las formas hemorragicas de la enfermedad del dengue (7). Los altos niveles de citoquinas
proinflamatorias se han asociado con formas severas de la enfermedad del dengue (7).
Es posible que el papel de los AG en la infeccion por el virus del dengue varie. En la
respuesta primaria a la infeccién con virus del dengue, es posible que el huésped requiera
una respuesta inmune rapida y agresiva para controlar la infeccion, sin embargo, una vez
que la infeccion se ha establecido, los AGPI podrian prevenir la progresiébn a una
presentacion grave a través de la supresion de las citoquinas y otros mediadores
inflamatorios.

Vitamina A y D y su accidn sobre el sistema inmune:

Ademas de los AG, las vitaminas A y D tienen también un fuerte potencial
inmunomodulador. Varias células del sistema inmunitario, incluyendo linfocitos,
neutrofilos, monocitos y células dendriticas, expresan receptores de vitamina D (41-45).
La vitamina D3 modula la respuesta del sistema inmunologico a través de varios

Sistema General de Regalias
Regalias parala Ciencia, la Tecnologia y la Innovacion



Proyecto: “Impacto de factores nutricionales en laincidencia de dengue y la severidad de la enfermedad”
Programa: “AEDES - Abordando areas endémicas de dengue para la disminucién de su impacto en la sociedad”

mecanismos, incluyendo la promocion de la actividad de los macréfagos, la produccion de
proteinas antimicrobianas, y la disminucién de la respuesta pro-inflamatoria de tipo Thl
mediada por células T ayudadoras (46). Evidencia creciente sugiere que la insuficiencia
de vitamina D es altamente prevalente en todo el mundo, incluyendo Colombia. En un
estudio reciente en nifios de Bogot4, se encontr6 que el 56% tenia insuficiencia de
vitamina D. La preocupacion por la insuficiencia de vitamina D generalizada combinada
con el creciente reconocimiento de las acciones de la vitamina D en la respuesta inmune
ha estimulado la investigacion sobre su papel en la infeccién (47). La deficiencia de
vitamina D se ha asociado con las infecciones respiratorias virales, tuberculosis, infeccién
cronica por hepatitis C (48-50), y el riesgo de transmisién vertical del VIH (51). Algunos
estudios de casos y controles han reportado una asociacion inversa entre los niveles de
vitamina D y el riesgo de infecciones respiratorias bajas severas en nifios pequefios (52-
56). En un ensayo clinico reciente en nifios de edad escolar en el Japon, la
suplementacién con vitamina D redujo la incidencia de gripe A después de 4 meses de
seguimiento (57). En otro ensayo clinico en nifios < 3 afos en Kabul, Afganistan,
suplementos de vitamina D en altas dosis redujeron el riesgo de episodios repetidos de
neumonia (58).

El papel de la vitamina A en la modulacién de la respuesta inmune ha sido ampliamente
estudiado. La evidencia sugiere que la vitamina A y los retinoides relacionados pueden
afectar a la inmunidad de varias maneras, incluyendo la apoptosis, la expresion de
citoquinas, la produccion linfocitaria de anticuerpos, y la funcién de muchas otras células
de la inmunidad (59). La suplementacion con vitamina A puede por un lado disminuir las
respuestas inflamatorias mediadas por células T, y por otro aumentar la respuesta
humoral (60). Un reciente meta-andlisis de 43 ensayos clinicos controlados realizados en
18 paises concluyd que la suplementacion con vitamina A a niflos menores de 5 afios se
asocia significativamente con una menor incidencia de sarampion y diarrea, aunque no
tiene efecto en las infecciones respiratorias (61). El efecto de la vitamina A puede variar
de acuerdo al tipo de agente infeccioso. En un estudio reciente en México se encontrd
gue la infeccion por norovirus y la respuesta de las citoquinas durante la infeccién variaron
segun el tipo de virus (60, 62).

Otros micronutrientes y su papel en las Infecciones:

Ademas de los nutrientes mencionados anteriormente, el zinc juega un papel clave en el
sistema inmunoldgico y en la resistencia del huésped a la infeccién. El zinc, necesario
para la sintesis de ADN y el crecimiento y la diferenciacién celular, es un nutriente
esencial que debe ser suministrado a través de la dieta (63). La deficiencia de zinc inhibe
la funcion del timo, que es fundamental en la maduracion de las células T ayudadoras, y
resulta en una disminucién en el desarrollo y la funcién de los linfocitos T y B (63, 64). La
deficiencia de zinc puede dar lugar a disfuncion de la inmunidad celular, lo que puede
alterar los procesos virucidas (64). Aunque no esta claro cémo la disponibilidad de zinc
afecta la replicacion de agentes infecciosos, algunos microorganismos, tales como el VIH-
1, dependen del zinc para su ensamblaje (65). Por otra parte, el zinc a altas
concentraciones puede tener una funcién microbicida (65). Varios ensayos clinicos
controlados en nifios han demostrado que la suplementacion con zinc reduce la incidencia
y duracion de la diarrea aguda y cronica; existe alguna evidencia también que sugiere un
posible efecto protector en las infecciones respiratorias bajas (66-69). Una revision
sistematica reciente concluyé que la suplementacién con zinc podria reducir la incidencia
del resfriado comun (70).
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La deficiencia de hierro también podria disminuir la resistencia del huésped a la infeccion.
El hierro y zinc comparten mecanismos de absorcion y de transporte, de tal manera que la
competencia entre los dos podria afectar su biodisponibilidad (71). Algunos ensayos
clinicos controlados sugieren que suplementos de hierro y zinc combinados podrian
resultar en una disminucion de los episodios de diarrea en nifios y un menor riesgo de
diarrea grave en lactantes (72, 73).

8. ANALISIS SITUACIONAL DE LA TEMATICA DEL PROGRAMA

El dengue es la arbovirosis de mayor importancia mundial. En lo corrido del 2011 se han
notificado al SIVIGILA 22.912 casos de dengue, de los cuales 21.898 han sido casos
leves de la enfermedad (96%), y 1.014 dengues graves (4%), reportdndose ademas un
total de 155 muertes, lo cual equivale a una letalidad nacional por dengue del 3,75%; que
evidencia un problema en el control de la transmisién, efectividad de las medidas de
prevencion, y calidad de la atencion de los paciente con dengue (74).

El panorama actual del dengue en Colombia sin duda es favorecido por el fenébmeno de
transmisiéon endémica urbana que se presenta en gran parte del territorio nacional (620
municipios). Este fendmeno es favorecido condiciones de ambientales que favorecen el
desarrollo y permanencia del vector (Aedes aegypti), la circulacién simultanea de todos
los serotipos virales que favorecen su transmisién, el comportamiento en ciclos
epidémicos cada vez mas cortos, y el aumento en la frecuencia de formas graves de la
enfermedad. Asi mismo, desde el punto de vista econdmico, el dengue genera una gran
carga econdmica a la region, que se calcula en cerca de $2.1 billones de ddlares por afio
(75).

Sin embargo, a pesar de que el dengue es una enfermedad infecciosa de altisima
importancia en salud publica, se conoce relativamente poco sobre la influencia de factores
nutricionales en aspectos relacionados con la infeccién por este virus y la severidad de la
enfermedad. Sin embargo, se sabe que la nutricién estd involucrada en la modulacién de
la respuesta inflamatoria, y que esta tiene un rol importante durante el establecimiento de
las infecciones. Ademas, se ha establecido que la intensidad de la respuesta inflamatoria
es un factor clave en el desarrollo de la extravasacion plasmatica que se desarrolla en los
pacientes con dengue, caracteristica distintiva de las formas severas de la enfermedad.

9. IDENTIFICACION DE LA POBLACION Y/O AREA TERRITORIAL BENEFICIADA

Considerando que la transmisién endémica y epidémica del virus dengue se concentra en
la poblacion urbana, y que las &reas urbanas de Colombia con poblacion entre los
250.000 y 100.000 habitantes no presentan heterogeneidad en términos de peffil
epidemiol6gico del dengue; para la ejecucién del presente estudio se seleccionara 3
municipios con caracteristicas similares en condiciones de circulacion viral, tamafio y
distribucién poblacional, e impacto de la enfermedad (Piedecuesta, Floridablanca y Dos
Quebradas) a la mayoria de municipios endémicos para dengue en Colombia.
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Los municipios seleccionados tienen caracteristicas similares en términos de incidencia,
niveles de complejidad de atencién en salud, sistema de referencia y contra-referencia,
tamafio poblacional (mediano: 50-200.000 habitantes) que ademdas cuentan con un
numero bésico y estable de técnicos involucrados en los procesos de prevencion y control
del dengue.

10. METODOLOGIA

Disefio del estudio:
Se realizard un estudio de cohorte prospectivo.

Tamafio de muestra:
Se evaluaran 2000 nifios y adolescentes de 2 a 16 afios de edad.

Nota: Este estudio se conducird en el mismo periodo de tiempo, poblacién y grupos de
edades similares a los del estudio de “Identificacibn de grupos de edad prioritarios a
vacunar en la poblacion infantil y adolescente”. Puesto que se desarrollara en el mismo
escenario, el personal del proyecto mencionado, apoyara las actividades de captacion y
vigilancia de los sujetos que se incluirdn para el presente estudio. Sin embargo, se
necesitara reforzar con esta propuesta el recurso humano del proyecto de “ldentificacion
de grupos de edad prioritarios a vacunar en la poblacién infantil y adolescente” con un
equivalente a dos equipo de trabajo (4 profesionales) por un periodo de al menos un afio y
medio.

Criterios de Exclusién:
Historia de enfermedad que contraindique tomar muestras de sangre.

Periodo de Seguimiento:

Los participantes seran seguidos durante 2 afios y medio y evaluados periddicamente
para determinar seroconversion de IgG. A los nifios que presenten infeccién por dengue
durante el seguimiento, se les registraran los datos clinicos y desenlaces relacionados
con la severidad de la enfermedad. Se obtendran muestras de sangre en todos los
participantes al ingreso en la cohorte, después de un ayuno de 12-14 horas. La muestra
de sangre sera centrifugada para obtener tres alicuotas de aproximadamente 0.7 ml cada
una, protegidas de la luz, y criopreservadas a -80 ° C.

Objetivo primario # 1 - nutrientes moduladores de las respuestas inflamatorias y
desenlaces relacionados con el dengue.

Hipétesis:

Los niveles séricos de AGPI n-6, vitamina A y vitamina D se asocian inversamente con el
riesgo de infeccién por el virus del dengue en los nifios. Las concentraciones séricas de
acidos grasos monoinsaturados, AGPI n-3, grasas saturadas y grasas trans se asocian
con un mayor riesgo de infeccién por el virus del dengue.

Desarrollo del objetivo:
Se realizard un estudio de casos y controles anidado dentro de la cohorte descrita
previamente. Los casos seran todos los nifios y adolescentes con infeccion por el virus del
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dengue incidente durante el seguimiento y los controles seran una muestra aleatoria de
los participantes que no se infecten con el virus del dengue durante los dos afios y medio
de seguimiento. Anticipamos que se presenten 500 casos incidentes y utilizaremos una
razén de 1:1 en la seleccion de los controles. Los controles seran apareados con los
casos de acuerdo al sexo y a la edad dentro de una ventana de 6 meses.

Muestras de suero obtenidas en la visita de linea de base, y que se encuentren
debidamente criopreservadas, seran identificadas para los casos y los controles, y se
transportaran a la Universidad de Michigan para la determinacion de las concentraciones
séricas de las vitaminas A y D, y de &cidos grasos (saturados, monoinsaturados y
poliinsaturados, y trans). La vitamina A se determinara con cromatografia liquida de alto
rendimiento. La vitamina D cuantificara con quimioluminiscencia. Los acidos grasos se
mediran con cromatografia de gases de is6topos estables y espectrometria de dilucién de
masas. Los andlisis de vitaminas se llevardn a cabo en el Laboratorio de Patologia y
Quimica de la Universidad de Michigan. Los analisis de acidos grasos se llevaran a cabo
en el Centro de Investigacién de Nutricion y Obesidad de Michigan. Una alicuota de suero
se almacenard en crioviales etiguetados a -80° C, para estudiar preguntas de
investigacion futuras en relacion con otros micronutrientes.

Definicion de desenlaces primarios:

Los casos se definen como los nifilos con infeccion de dengue confirmada
serolégicamente incidente durante el periodo del estudio (dos afios y medio). Los
controles se definen como aquellos sujetos que no demuestren seroconversion para la
IgG del dengue al final de los dos afios y medio del periodo de seguimiento. Ademas, la
severidad de la enfermedad del dengue entre los casos se considerard como un resultado
secundario. Los casos confirmados de infeccién por dengue, se clasificaran de acuerdo a
la sintomatologia de la enfermedad en, fiebre del dengue (FD), dengue hemorragico (DH)
y sindrome de choque por dengue (DSS) de acuerdo con los criterios OMS del 97 (76).
Donde las enfermedades graves por dengue se definen como dengue hemorragico o DSS
y las no graves como FD.

Analisis de Datos

Las caracteristicas basales y las concentraciones medias de vitamina A, vitamina D, y
cada uno de los acidos grasos en forma de porcentaje de grasa total se compararan entre
casos y controles con el test de McNemar para las variables categoéricas y el test de
rangos signados para las variables continuas. Andlisis bivariado se realizaran para
identificar las covariables que se asocien independientemente con la exposicion y las
variables de resultado. Odds ratios y 95% intervalo de confianza para el dengue incidente
por cuartiles de la concentracion de cada nutriente se calcularan mediante regresion
logistica condicional. Andlisis multivariados de regresion logistica condicional se llevaran a
cabo para obtener estimaciones de odds ratio ajustado. En estos modelos, la variable de
resultado sera el caso-control de la situacion, y los predictores incluiran las categorias
ordinales que representen los cuartiles de la concentracion de nutrientes, ademas de los
factores de confusion potenciales, incluyendo aquellos que estén asociados con la
exposicion o los resultados del andlisis de dos variables, asi como las variables que se
consideran relevantes desde un punto de vista mecanicista. Variables de ajuste se
mantendra en los modelos multivariados si se asocian significativamente con el resultado
de p <0,05, si su introduccién modifica sustancialmente las estimaciones de la asociacion
entre estas y el resultado, o si se les considera de importancia biolégica. Una prueba para
la tendencia de la asociacion entre la concentracion de nutrientes y la incidencia de
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dengue se llevara a cabo mediante la introduccién de una variable ordinal que representa
los cuartiles de distribucion de nutrientes de forma continua en los modelos, y su
significancia estadistica se evaluara mediante la prueba de Wald. Ademas, se estudiaran
las interacciones entre los indicadores de nutrientes y la posible modificacion del efecto.

Un enfoque similar se seguira para examinar las asociaciones entre cada biomarcador de
nutrientes y la gravedad del dengue, un objetivo secundario. En estos analisis
secundarios, los casos seran aquellos con infeccion por dengue grave (dengue
hemorragico y / o DSS) y los controles seradn seleccionados de entre los nifios que se
infectaron, pero no desarrollaron las formas graves de dengue.

Objetivos primarios # 2 y # 3 - Antropometria e ingesta alimentaria

Hipotesis:

Indicadores antropométricos incluyendo el indice de masa corporal, la talla, y el perimetro
braquial presentes al inicio del estudio se asocian con menor riesgo de infeccién por el
virus del dengue. Indicadores de obesidad tales como la suma y la razén de pliegues
cutaneos subescapular/tricipital, asi como la circunferencia abdominal al inicio del estudio
se asocian inversamente al riesgo de infeccion por el virus del dengue.

Las asociaciones de la antropometria y la ingesta de zinc y / o de hierro con los resultados
relacionados con el dengue se examinarad con toda la cohorte y siguiendo un disefio de
estudio de cohortes.

Recoleccién de datos:

En la visita de estudio inicial, se obtendran las medidas antropométricas de los nifios y
evaluara su la ingesta en la dieta a largo plazo con el uso de un cuestionario de
frecuencia alimentaria (CFA). La evaluacion antropométrica detallada incluird el peso con
una precision de 10 g utilizando balanzas digitales, altura con una precision de 1 mm con
placas rigidas con el pie de muebles o piezas de la cabeza, la circunferencia del brazo
(MUAC) vy la circunferencia de la cintura con cintas inextensible, y el espesor del pliegue
subescapular del triceps con pinzas Holtain. Estas mediciones se obtendran por personal
capacitado con el uso de métodos estandarizados. Tres mediciones de la altura y el
espesor de los pliegues se obtendran, y la mediana de las tres seran utilizados en el
andlisis.

Los CFAs se adaptaran a partir de un cuestionario que fue desarrollado y validado
especificamente para esta poblacién (77). El cuestionario indaga sobre la frecuencia de
consumo de los principales contribuyentes a la ingesta de nutrientes en la poblacion,
usando un tamafio estandar de las porciones. La ingesta de zinc y hierro se calcularan a
partir de la FFQ con el uso de tablas de composicién de alimentos adaptadas. Las
mediciones antropométricas se repetirdn en cada visita de seguimiento, las cuales se
realizaran a intervalos de 6 meses, en donde se aplicaran nuevamente el CFA y se
repetira la medicién de la ingesta de zinc y hierro.

Definicion de los principales resultados:

Los resultados primarios de interés son la incidencia de la infeccion por dengue
confirmada serol6gicamente. Ademas, la severidad de la enfermedad del dengue entre las
personas que han sufrido una seroconversibn se considerard como un resultado
secundario. Los casos confirmados de infeccion por dengue, se clasificaran de acuerdo a
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la sintomatologia de la enfermedad en, fiebre del dengue (FD), dengue hemorrégico (DH)
y sindrome de choque por dengue (DSS) de acuerdo con los criterios OMS del 97 (76).
Donde las enfermedades graves por dengue se definen como dengue hemorragico o DSS
y las no graves como FD.

Andlisis de Datos:

Estado antropométrico y la infeccién por dengue: El estado nutricional de los nifios de <
60 meses se caracteriza por mdultiples indices antropométricos como retraso del
crecimiento (talla para la edad puntuacién z <-2), emaciacion (peso para la talla
puntuacion z <-2), bajo peso (peso para la edad puntuacion z <-2) de acuerdo con los
Patrones de Crecimiento Infantil de la OMS (78) , la delgadez, el sobrepeso o la obesidad
basado en las clasificaciones de IMC para la edad de acuerdo a las recomendaciones de
la International Obesity Task Force (79, 80); MUAC, la suma y la relacion de pliegues
cutaneos y subescapulares del triceps como indicadores de adiposidad general y del
tronco, respectivamente, y circunferencia de la cintura, como indicador de la adiposidad
central. Entre los nifios y adolescentes> 5 afios de edad se tendré en cuenta el retraso del
crecimiento (de acuerdo con la OMS, 2007 de referencia) (81), asi como la delgadez,
sobrepeso / obesidad y los indicadores de distribucién de la grasa como se describe mas
arriba para los nifios mas pequefios.

Un analisis bivariado se realizar4 para identificar las covariables que se asocien
independientemente con la exposicion y las variables de resultado. Adicionalmente, se
estimara el riesgo relativo con intervalos de confianza del 95% para cada resultado (es
decir, la infeccion del dengue y la enfermedad del dengue incidente grave) por los niveles
de cada indicador antropométrico. Analisis multivariados de regresién binomial se llevaran
a cabo para obtener estimaciones de riesgo relativo ajustado. En estos modelos, la
variable de resultado serd cada extremo del dengue relacionados, y los predictores
incluirdn variables de indicadores antropométricos para las exposiciones de interés,
ademas de los factores de confusion potenciales, incluyendo aquellos que estan
asociados con la exposicion o los resultados en el analisis de dos variables, asi como las
variables que se consideran relevantes desde un punto de vista mecanicista. Variables de
ajuste se mantendra en los modelos multivariados si siguen estando significativamente
asociado con el resultado de p <0,05, si su introduccién modifica sustancialmente las
estimaciones de la asociacion entre los indicadores de nutrientes y el resultado, o si se les
considera de importancia biolégica. Una prueba para la tendencia de la asociacién entre
los predictores ordinales, como las categorias de IMC, y la incidencia de dengue se
llevara a cabo mediante la introduccion de una variable que represente las categorias
continuas en los modelos y las pruebas de su significacion estadistica se evaluara con la
prueba de Wald. Ademas, las interacciones entre los indicadores de nutrientes y la posible
modificacion del efecto se estudiaran. Estas interacciones seran evaluadas por la adicion
de productos cruzados entre los términos de una posible modificacion e indicadores para
el modelo multivariado, aquellas que se asocien significativamente con el resultado de p
<0,05 se mantendran en el modelo.

La ingestion de hierro y zinc y la infeccion por dengue: El Hierro en la dieta y la ingesta de
zinc se calculard a partir de la CFA. Obtendremos el consumo total de energia ajustando
los valores con el uso del método residual, y estos se clasificaran en cuartiles para
representar a la ingesta. Posteriormente, se estimaran los riesgos relativos y el 95% de
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cada uno de los resultados de dengue relacionados con los cuartiles de exposicion
dietética y usando métodos analogos a los descritos anteriormente.

11. PRODUCTOS

Conocimiento de la interaccion existente entre los indicadores bioquimicos e
indicadores antropométricos del estado nutricional, y la ingesta de hierro y/o zinc
con la incidencia de la infeccion por el virus del dengue.

Establecimiento del tipo de asociacion existente entre los indicadores nutricionales
evaluados (AGPI n-6, vitamina A y D, indicadores antropométricos, hierro y/o zinc) y
la severidad de la infeccion por dengue en los nifios que resulten infectados durante
el seguimiento.

Creacidén de estrategias de prevencion, y prediccion encaminadas a reducir el
impacto del dengue en la poblacion Colombiana.

Fortalecimiento de la comunidad cientifica. La ejecucion del proyecto conllevara la
capacitacion del personal de diferentes disciplinas en el manejo de nuevos
procedimientos.

Formacion de recurso humano al nivel de semilleros, jovenes investigadores y
maestria.

12. RESULTADOS

12.1

Fortalecimiento Comunidad Cientifica:
Formacion Descripcion Personas Beneficiario
Formagion Elaboracion de tesis Dos estudiantes de
Estudiante de . 2 .
estudiante de postgrado Maestria.
postgrado
Entrenamiento de
Jévenes profesionales con interés 2 Comunidad
investigadores por desarrollar carrera en cientifica nacional
investigacion
Generacion de Consolidacién de redes de .
) . Comunidad
Proyectos investigacion 1 L
A . S 9% Cientifica
interinstitucionales interinstitucionales
12.2 Apropiacion Social del Conocimiento:
Publicacion Descripcién Cantidad Beneficiario
. Articulo en revista Comunidad
Articulo . . . 2 N
internacional indexada Cientifica
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. Ponencia evento cientifico Comunidad
Ponencia . . : 2 O
Nacional e internacional Cientifica
12.3 Generacion de nuevo Conocimiento:
Resultado Descripcién Cantidad Beneficiario
- Creacion de estrategias de
Fortalecimiento revencion rediccion
de la P ) Y P : Comunidad en
., encaminadas a reducir el 1
prevencién de . general
impacto del dengue en la
la enfermedad y .
poblacion Colombiana
13. IMPACTOS
Impacto Afo Descripcion

Capacitacion de los miembros de los

Impactos cientificos y tecnolégicos
del proyecto en las entidades
participantes.

2015

en estudios de maestria.

En la poblacion/area territorial en
términos epidemiolégicos

2013 grupos de investigacion participantes en
nuevas técnicas y procedimiento.

Formacion intelectual de investigadores

Disefio de una politica nutricional para la
2016 poblacién de nifios y adolescentes que
residen en areas endémicas en dengue.

14. COBERTURA / LUGARES DE EJECUCION

La ejecucion del proyecto serd en 3 municipios endémicos de dengue en
Colombia: Piedecuesta, Floridablanca y Dos Quebradas.

15. CRONOGRAMA POR FASES

Actividad Actividad

1 Elaboracion de Protocolos del estudio.
Capacitacion de personal
Disefio y ejecucién de estudio piloto.
Captacion de la poblacién del estudio.

Vigilancia y Seguimiento

oo o b~ WODN

Obtencion y almacenamiento de muestras.

Inicio
07/01
07/01
08/01
10/01

03/02
10/01

Final

07/01
07/01
09/01
02/02
07/04
07/04

Ejecucio
n en
1 Mes
1 Mes
2 Meses
5 Meses
28 Meses
33 Meses
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7 Pruebas de laboratorio 02/04 08/04 6 Meses
Andlisis de la informacion 07/04  09/04 2 Meses
Elaboracion de Informe 10/04  12/04 2 Meses

10 Elaboracion de Articulos Cientificos 07/04  12/04 6 Meses

16. POSIBLES RIESGOS Y DIFICULTADES

Un riesgo del estudio son las posibles pérdidas de participantes que puedan presentarse
durante el seguimiento de los sujetos que seran enrolados en la fase Il del estudio
Epidemiol6gico. Este potencial riesgo podria impactar el poder estadistico de las
conclusiones resultantes.

17. REGULACION A CONSIDERAR

“De acuerdo al articulo 11 de la Resolucion 008430 de 1993 del Ministerio de Salud, el
presente estudio es de caracter observacional, sin intervencion en pacientes. El riesgo
para los pacientes incluidos sera el derivado de la toma de muestras de Sangre, por
razones de la investigacibn o como parte del manejo usual de estos pacientes. En
consecuencia, el estudio califica en la categoria establecida por la resolucién en mencion
como "Investigacion de riesgo minimao".

Para su ingreso al estudio, cada paciente debera firmar el consentimiento informado. En
los menores de 18 afios, se le solicitara el consentimiento a uno de sus padres. En el
consentimiento se especifica la confidencialidad de la informacion, los riesgos, los
beneficios y los derechos del paciente (Anexo 1 a 3).
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