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RESUMEN

Introduccion: La infeccion por el virus del dengue desencadena una respuesta
inmunitaria compleja, mediada por diversas citocinas. La IL-20, perteneciente a la
familia de IL-10, participa en procesos inflamatorios y podria estar involucrada en la
fisiopatologia del dengue; sin embargo, no existen estudios previos que evallden su
expresion en esta infeccion.
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Objetivos: Evaluar los niveles de expresion del gen IL-20 en pacientes con
diagndstico clinico de dengue, y su posible asociacion con los signos y sintomas
presentados.

Métodos: Se incluyeron 25 adultos con sindrome febril y diagndstico clinico y
seroldgico de dengue. Las células mononucleares de sangre periférica se aislaron
al cuarto dia del comienzo de los sintomas y se extrajo ARNm para cuantificar la
expresion relativa de IL-20 mediante gRT-PCR. Para el andlisis estadistico se
emplearon las pruebas U de Mann-Whitney y la correlacion de Spearman.

Resultados: No se observaron diferencias significativas en la expresién de IL-20
entre los grupos de dengue con signos de alarma y dengue sin signos de alarma.
Los niveles de expresion fueron significativamente menores en pacientes con dolor
retro-orbital (p = 0,034). No se identificaron asociaciones con otros signos y
sintomas.

Conclusiones: Los resultados sugieren que la expresion de IL-20 no se asocia con
la clasificacion clinica de gravedad del dengue en esta cohorte; sin embargo, su
menor expresion en pacientes con dolor retro-orbital podria indicar una posible
relacion con determinadas manifestaciones clinicas. Estudios con mayor tamafio
muestral permitiran esclarecer el papel potencial de esta citocina en la respuesta
inmunitaria frente al dengue.

Palabras clave: citosinas; dengue; IL-20.

ABSTRACT

Introduction: Dengue virus infection triggers a complex immune response mediated
by various cytokines. IL-20, a member of the IL-10 family, participates in
inflammatory processes and may be involved in the pathophysiology of dengue;
however, no previous studies have evaluated its expression in this infection.

Objectives: To evaluate IL-20 gene expression levels in patients with clinical
diagnosis of dengue and their potential association with the signs and symptoms
presented.

Methods: The study included 25 adults with febrile syndrome and clinical and
serological diagnosis of dengue. Peripheral blood mononuclear cells were isolated
on the fourth day after the onset of symptoms, and mRNA was extracted to quantify
the relative expression of IL-20 using qRT-PCR. Statistical analysis was performed
using the Mann-Whitney U test and Spearman’s correlation.
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Results: No significant differences in IL-20 expression were observed between the
groups with dengue with warning signs and dengue without warning signs.
Expression levels were significantly lower in patients with retro-orbital pain (p =
0.034). No associations were identified with other signs or symptoms.

Conclusions: The results suggest that IL-20 expression is not associated with the
clinical severity classification of dengue in this cohort; however, its lower expression
in patients with retro-orbital pain may indicate a potential relationship with specific
clinical manifestations. Studies with larger sample sizes will help clarify the potential
role of this cytokine in the immune response to dengue.

Keywords: cytokines; dengue; IL-20.
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Introduccion

El dengue es una infeccidn viral sistémica causada por el virus del dengue (DENV),
transmitido entre humanos por mosquitos.() Afecta a paises de regiones tropicales
y subtropicales, con aproximadamente 400 millones de infecciones anuales.??
Menos del 20 % de los infectados por el DENV desarrollan manifestaciones clinicas,
las cuales, segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), se clasifican en:

— Dengue sin signos de alarma (DSSA)
— Dengue con signos de alarma (DCSA
— Dengue grave (DG)®

Entre los principales factores que contribuyen a casos severos y fatales de dengue
se incluyen el serotipo viral, la ocurrencia de una infeccion secuencial heterotipica
capaz de inducir fendmenos de inmunoamplificacién, asi como distintos aspectos
de la respuesta inmune innata y adaptativa del hospedero.® La interaccién entre
DENV vy las células dianas, como los monocitos y las células dendriticas (DC),
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desencadena una respuesta inmune, caracterizada por la liberacién de una variedad
de moléculas y citocinas. Entre estas, se destacan aquellas que tienen funciones
proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), la interleucina 6
(IL-6), la IL-1, la IL-12 y las quimiocinas como IL-8, CCL2 y CCL3.®) También se ha
descrito el papel de la IL-10, citocina antiinflamatoria importante en la regulacion de
la respuesta inmune.(”)

Dentro de las citocinas se encuentra la subfamilia de la IL-20, perteneciente a la
familia de IL-10, la que incluye a IL-19, IL-20, IL-22, CCL2 y CCL3.® Todos sus
miembros presentan genes codificantes agrupados, estructuras gendmicas y
proteicas similares, asi como complejos de receptores similares; a pesar de ello,
poseen diferentes funciones biolégicas.(”)

Las citocinas de la subfamilia IL-20 ejercen acciones especificas en lugar de
amplios efectos antiinflamatorios y participan de manera relevante en la
fisiopatologia de diversas enfermedades.® En particular, la IL-20 actia como una
citocina proinflamatoria asociada a patologias como la psoriasis,® la artritis
reumatoide('? y |a aterosclerosis,('") donde regula la proliferacion de queratinocitos,
induce la produccién de TNF-a e IL-6 en monocitos, y estimula la expresion de
factores de crecimiento en linfocitos T CD8*.(®) Este perfil funcional sugiere que la
IL-20 no se limita a enfermedades inflamatorias crénicas, sino que también podria
desempenar un papel importante en procesos infecciosos. En este sentido, su
posible participacion en la patogénesis de la infeccion por DENV resulta
razonable,('213) dado que la principal fuente de produccion de la IL-20 son los
monocitos y estos constituyen una de las células diana clave del DENV.(1214)
Ademads, esta citocina favorece la liberacion de mediadores inflamatorios
directamente implicados en los mecanismos patogénicos de la enfermedad.('?

Aunque hasta el momento no existen estudios que evaluen el posible papel de la IL-
20 en la infeccion por dengue, esta citocina ha mostrado relevancia en otras
enfermedades infecciosas. Se ha descrito que modula funciones de neutréfilos y la
respuesta inflamatoria durante infecciones bacterianas, por lo que regula procesos
clave como el reclutamiento celular y la homeostasis tisular.('5'% Sin embargo, su
papel en infecciones virales continta siendo escasamente explorado. Dado que IL-
20 interactua con mediadores de la respuesta inmune implicados en la patogénesis
de la infeccién por DENV, resulta pertinente analizar si la variabilidad en su
expresion se asocia con las manifestaciones clinicas de la enfermedad. En este
estudio se investigd la asociacion entre los niveles de expresion del gen IL-20 y los
signos y sintomas en pacientes con diagnostico clinico y serolégico de dengue.
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Métodos

Poblacion del estudio

En el estudio se incluyeron 25 pacientes con sindrome febril y diagnéstico clinico-
seroldgico de infeccidon por DENV durante la epidemia de DENV-4 ocurrida en La
Habana en 2006; de ellos, 15 estuvieron hospitalizados en el Instituto de Medicina
Tropical Pedro Kouri (IPK) y 10 en el Hospital Salvador Allende. Todos los pacientes
incluidos en el estudio eran adultos con una edad media de 38,8 + 11,4 (rango: 20-
71 afos), entre ellos 18 mujeres y 7 hombres.

El cuadro clinico de los pacientes fue clasificado de acuerdo con los criterios
establecidos por la OPS/OMS en 2009.*

Obtencion de muestras

A cada paciente se le realiz6 la obtencién de muestras de sangre venosa periférica
(SVP) al cuarto dia desde el inicio de los sintomas. Estas muestras fueron
recolectadas utilizando citrato de sodio como anticoagulante, destinadas al
aislamiento de células mononucleares (CMSP), almacenadas a -80 ° C hasta el
momento de su utilizacion en la extraccién de ARN mensajero (ARNm).

Al sexto dia de la enfermedad se obtuvo una muestra de sangre para la obtencion
de suero y la determinacion de IgM anti-DENV por ELISA para confirmacion del
diagnostico clinico.('?)

Adicionalmente, a los seis meses de la infeccidn, se obtuvo una muestra de sangre
capilar colectada en papel de filtro para la serotipificacion mediante ensayo de
neutralizacion.

Determinacion de la especificidad de serotipo de los anticuerpos anti-
dengue

La especificidad de serotipo de los anticuerpos anti-DENV se determiné mediante
un ensayo de neutralizacion por reduccién del nimero de placas simplificado,
basado en el método descrito por Morens y otros('® para DENV en células BHK-21
con modificaciones.(') Este enfoque permiti6 inferir el serotipo infectante, a partir
del patron de neutralizacion seroldgica frente a los cuatro serotipos del DENV.
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Para el analisis se utilizo una dilucion fija 1:30 de los sueros. Se emplearon cepas
de referencia para cada serotipo de DENV: Angola 7PC6/36 (DENV-1), A15 2PR
2PC6/36 (DENV-2), 116/00 6PC6/36 (DENV-3) y Dominica 5PC6/36 (DENV-4).

Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica

A partir de las muestras de SVP de cada paciente, se aislaron CMSP,(9 |as cuales
fueron ajustadas a la concentracion de 1 x 10° células/ml para los procedimientos
posteriores.

Cuantificacion de los niveles de expresion del gen de IL-20

Para la extraccion de ARNm de las CMSP se sigui6 el protocolo recomendado,
segun el manual del estuche comercial QlAamp RNA Blood Mini Kit (Qiagen GmbH,
Wiesbaden-Nordenstadt, Alemania).

La cuantificacidn de la expresién del gen IL-20 se realizé mediante PCR en tiempo
real con transcriptasa reversa (qRT-PCR), utilizando el estuche comercial
LightCycler Master SYBR Green | (Roche, Suiza), de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Las reacciones se llevaron a cabo en un equipo LightCycler 1.5
(Roche Applied Science).

La amplificacion se realizé empleando cebadores especificos para IL-20 y para el
gen de expresion constitutiva hipoxantina-fosforribosiltransferasa (HPRT), utilizado
como control interno para la normalizacion de la expresidn génica. Las secuencias
de los cebadores empleados se muestran en la tabla 1. La especificidad de la
amplificacién se verific6 mediante el analisis de la curva de fusion.

Tabla 1 - Cebadores empleados
Citocina Cebadores sentido/antisentido
IL-20 CGATGC TGC CTG CG/GCT GCC TGAGGTTCCAGCTT
HPRT AGT CTG GCT TAT ATC CAACAC TTC G/GAC TTT GCT TTC CTT GGT CAG G

Nota: HPRT: hipoxantina-fosforribosil transferasa.
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La cuantificacion relativa de la expresion del gen IL-20 se determind mediante el
método 272¢T, normalizando los valores de Ct de IL-20 respecto a HPRT.

Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa IBM SPSS Statistics version
20y para la realizacion de graficos se empled el programa GraphPad PRISM versién
10. Se utilizo6 la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney para comparar los niveles
de expresion del gen de la IL-20 entre los grupos DCSA y DSSA, y para la asociacién
entre la expresion génicay la presencia o ausencia de signos y sintomas.

Consideraciones éticas

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica del IPK y se realizé conforme a la
Declaracion de Helsinki. Todos los participantes otorgaron consentimiento
informado escrito para la toma de muestras. Las muestras fueron obtenidas por
personal capacitado bajo normas de bioseguridad, y los datos se manejaron de
forma codificada para garantizar la confidencialidad.

Resultados

De los 25 pacientes incluidos en el estudio, 18 fueron clasificados como DCSA y
siete como DSSA, los cuales tenian una infeccién por DENV-4, segun el ensayo de
neutralizacion realizado.

Comparacion de los niveles de expresion del gen de IL-20 entre los
grupos clinicos

Aunque los niveles de expresién del gen de la IL-20 al cuarto dia de la enfermedad
no mostraron diferencias significativas entre los grupos con distinto grado de
severidad (DCSA vs. DSSA) (p = 0,164) (fig. 1), se observé una tendencia a mayores
niveles de expresion del gen en los pacientes con DSSA (DCSA: mediana 2,99, RIQ
9,06; DSSA: mediana 12,47, RIQ 72,01).

{co)) 0| Esta obra estd bajo una licencia: https:/creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES




eCiMED

F corronaLciencias mepicas Revista Cubana de Medicina Tropical 2026;78:e1475
ns
1 1

] __I__

70
& 301 °
=
3 254
c
=)
7]
o 201
o
x
Q
[:] 151
T
n L
D
< 101
2
=z °

5+

u- #

DCSA DSSA

Leyenda: DCSA: dengue con signos de alarma, DSSA: dengue sin signos de alarma, ns: no significativo. Los puntos
representan la distribucién de los niveles de expresion del gen para cada paciente.

Fig. 1 - Relacion de los niveles de expresion del gen de la IL-20 respecto a los grupos
diagndstico. Prueba realizada: U de Mann-Whitney, p = 0,164. Nivel de significacion a =
0,05, n =25.

Asociacion entre los niveles de expresion del gen de IL-20, y los
signos y sintomas clinicos

Los niveles de expresién del gen al cuarto dia fueron significativamente mayores
en los pacientes que no presentaron dolor retro-orbital (n = 7) en comparacién con
quienes lo reportaron (n = 18) (p = 0,034) (fig. 2).
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Leyenda: Cada punto representa el valor individual de la expresién génica.

Fig. 2 - Comparacion de los niveles de expresion del gen de la IL-20 entre los grupos
Presencia y No Presencia de dolor retro-orbital en los pacientes con cuadro febril y
diagnéstico clinico de dengue. La diferencia entre grupos se evalué mediante U de Mann-
Whitney (p = 0,034). Nivel de significacién a = 0,05, n = 25.

Para el resto de los signos y sintomas evaluados no se observaron asociaciones
significativas (tabla 2); sin embargo, la presencia de rash mostré una tendencia a la
asociacién con los niveles disminuidos de expresion del gen de la IL-20 (p = 0,054).

Tabla 2 - Asociacion de los niveles de expresion del gen de la IL-20 con los sintomas
reportados por los pacientes con diagndstico clinico de dengue (n = 25)

Mediana IL-20 (RIQ)

Sintoma p
Presencia No Presencia
Trombocitopenia 6,72 (1,50-15,63) 1,00 (0,17-8,11) 0,103
Hemoconcentracion 7,16 (2,20-13,18) 4,29 (1,00-13,47) 0,628
Leucopenia 6,45 (1,09-13,00) 1,96 (0,24-11,80) 0,308
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Fiebre
Cefalea
Nauseas
Vémitos *
Petequias
Exantema
Eritema
Rasht
Sudoracion
Somnolencia
Diarreas
Tos
Decaimiento
Malestar general
Astenia
Anorexia
Pérdida de equilibrio
Hipersensibilidad

Al menos un tipo de
sangramiento *

Gingivorragia *
Metrorragia *
Epistaxis *

> 1 tipo de
sangramiento

Dolor abdominal *
Dolor retro-orbital

Mialgia

6,28 (1,00-12,83)
3,66 (1,00-13,18)
4,29 (1,26-27,61)

1,83 (0,65-12,72)

1,18 (0,27-2,07)

2,20 (0,17-18,47)

2,33 (1,00-2,33)
1,00 (0,31-1,00)
8,87 (1,09-25,23)
3,66 (1,35-23,75)
1,66 (0,95-13,99)

8,87 (1,33-21,93)

4,24 (1,09-11,68)

4,24 (1,56-11,45)

6,28 (1,00-10,17)

9,73 (6,28-9,73)

2,93 (1,22-10,05)
2,14 (0,95-10,05)

4,97 (1,99-25,12)

6,72 (6,28-6,71)

6,63 (1,00-13,18)
7,16 (1,96-13,18)
6,45 (1,00-13,00)
4,97 (1,00-12,22)
4,97 (1,00-12,75)
7,16 (1,48-14,82)
6,45 (1,09-12,22)
6,45 (1,09-13,00)
6,63 (1,00-3,18)
6,45 (1,62-13,99)
3,67 (0,66-9,26)

6,90 (0,95-12,65)
6,63 (1,96-12,47)
2,20 (0,65-9,26)

4,97 (1,00-13,00)

6,45 (1,09-13,00)

6,63 (0,91-14,46)

6,63 (1,00-14,46)
5,15 (1,09-15,46)

4,97 (1,00-12,22)

3,66 (1,00-12,47)

6,63 (1,00-16,45)
13,18 (3,66-29,24)

6,63 (0,81-12,47)

0,841

0,824

0,165

0,488

0,331

0,405

0,054

0,541

0,096

0,423

0,241

0,253

0,827

0,471

0,191

0,579

0,331

0,816

0,941
0,734

0,212

0,483

0,471

0,034

0,405
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Artralgia 6,45 (1,50-14,73) 3,66 (0,66-12,83) 0,571
Dolor epigastrico 2,31 (0,16-2,31) 6,45 (1,00-14,00) 0,503
Lumbalgia 1,35(0,66-11,36) 6,90 (1,24-13,00) 0,121
Raquialgia - 6,45 (1,09-13,00) 0,127

Nota: Se empled la prueba U de Mann-Whitney para comparar los niveles de expresién del gen de la IL-20 entre pacientes
con presencia y sin presencia de cada signo y sintoma clinico. Se consideraron estadisticamente significativas las p < 0,05.
Las p significativas se muestran en negrita.

* Variables consideradas signos de alarma segun la clasificacion de dengue de la OPS/OMS en 2009.@

1 Asociacién cercana al nivel de significacion estadistica.

Discusion
En este estudio se evalud la expresion del gen de la IL-20 en pacientes con sindrome
febril y diagnostico clinico-seroldégico de dengue al cuarto dia de evolucion,
momento clinicamente relevante porque coincide con la transicién entre la fase
febril y la fase critica del dengue. La literatura describe que el deterioro clinico puede
manifestarse, generalmente, entre los dias tres y cinco de evolucion, con un

promedio cercano a 3,75 dias, periodo en el que se inicia la fuga plasmatica y otras
alteraciones propias del agravamiento.'22

Aunque se ha propuesto que algunas citocinas de la familia de la IL-10 pueden
participar en la inmunopatogenia del dengue, especialmente en la regulacion de
respuestas inflamatorias y en la disfuncion endotelial,(232% |a evidencia disponible
sobre la IL-20 es escasa. Por ello, nuestros resultados representan una
aproximacion inicial en la exploracion de su posible rol durante la enfermedad.

Los niveles de expresién génica de esta citocina al cuarto dia de la enfermedad no
mostraron diferencias significativas entre los pacientes con DCSA y DSSA. Este
resultado no necesariamente implica ausencia de asociacion bioldgica; mas bien
sugiere que en el grupo de estudio, el cuarto dia de evolucién podria no ser el
momento en el que la expresién de IL-20 refleje diferencias vinculadas a la gravedad
clinica. De manera descriptiva, se observé que los pacientes con DSSA presentaron
valores mayores de expresion génica en comparacién con quienes presentaron
signos de alarma, aunque esta asociacién no alcanzé significacion estadistica. Este
hallazgo contrasta con lo descrito para otras citocinas proinflamatorias, cuya
elevacion temprana se ha asociado con las formas graves de la enfermedad.@® En
este caso, esto pudiera deberse a un pico en la cinética de expresion de esta citocina
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en fases mas tempranas o mas tardias de la enfermedad, lo que no pudo ser
evaluado por confinar el estudio a un solo dia de evolucién; asimismo, las
diferencias en el tamano muestral entre los distintos grupos pueden haber influido
en nuestros resultados. Aumentar el nimero de pacientes por grupo y afadir un
grupo con dengue grave, podria orientar mejor sobre si la IL-20 tiene realmente un
papel protector o no frente al agravamiento de la enfermedad.

El dolor retro-orbital es una manifestacion clinica distintiva del dengue,2627) descrito
como parte de un sindrome doloroso relacionado con neuroinflamacién mediada
por citocinas.®® Aunque los mecanismos especificos del dolor retro-orbital en
infecciones por arbovirus no han sido completamente dilucidados, estudios
experimentales han demostrado que la inflamacién ocular puede activar vias
nociceptivas del nervio trigémino, y desencadenar dolor mediante mecanismos
periféricos y centrales de neuroinflamacion.(9

Uno de los hallazgos relevantes en esta investigacion fue la asociacion entre los
menores niveles de expresidn del gen de la IL-20 con la presencia de este sintoma.
Sibien la IL-20 pertenece a la familia de citocinas IL-10, se ha demostrado que actua
principalmente sobre células epiteliales y participa en procesos de defensa y
homeostasis tisular,?® y que puede modular funciones endoteliales como
proliferacion y remodelacion vascular en modelos experimentales.®? Sin embargo,
su papel en infecciones virales sistémicas no esta completamente definido, por lo
que la relacion observada en nuestro estudio debe interpretarse con cautela y
requiere investigaciones adicionales para esclarecer su significado bioldgico.

Aunque esta asociacion no se extendidé a otros signos clinicos, se observo una
tendencia entre los niveles de expresion del geny el rash cutaneo. Los pacientes sin
esta manifestacion clinica mostraron mayores niveles de expresién, con una
significacion cercana al umbral estadistico. Aunque no permite establecer una
asociacion concluyente, podria sugerir que la expresidon de IL-20 no se relaciona
directamente con los procesos inflamatorios cutaneos observados en el dengue, o
alternativamente, que su papel inmunomodulador depende de interacciones con
otros mediadores de la respuesta inmune frente al virus.

Se concluye que, en conjunto, los resultados de este estudio sugieren un patrén
consistente en que los mayores niveles de expresion del gen de la IL-20 se
observaron en pacientes que no presentaron ciertas manifestaciones clinicas, asi
como en aquellos sin signos de alarma. Considerando que esta citocina pertenece
a la familia de la IL-10, dentro de la cual se incluyen mediadores con funciones
inmunomoduladoras,®? es posible plantear la hipétesis de que la IL-20 pudiera
participar en mecanismos regulatorios de la respuesta inflamatoria durante la
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infeccién por dengue. En modelos bacterianos se ha demostrado que IL-20 modula
directamente funciones de los neutréfilos, lo que respalda su posible papel
regulador en contextos infecciosos.(19)

No obstante, se debe considerar que la principal limitacion en este estudio fue el
reducido tamafio de la muestra, en especial la diferencia entre los grupos, lo que
limita la potencia estadistica. Aun asi, constituye una primera aproximacion al papel
de esta citocina en el dengue y abre la posibilidad a investigaciones adicionales
enfocadas en estudiar la cinética completa de IL-20 desde los primeros dias de
fiebre y evaluar simultdneamente otras citocinas de la misma familia. Futuras
investigaciones con muestras mas amplias y analisis integradores permitiran
clarificar su papel en la proteccién o en la inmunopatogenia del dengue.
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