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RESUMEN



Resumen 

 

Biomarcadores de estrés oxidativo como indicadores pronósticos de severidad en 

pacientes con dengue 

Introducción. Existen evidencias de la participación del estrés oxidativo en la patogénesis del 

dengue grave. Sin embargo, los referentes observacionales presentan ciertas limitaciones 

metodológicas, las cuales pueden afectar su validez interna y externa. 

 

Materiales y métodos. Estudio de casos y controles, con pacientes con dengue grave y dengue 

con signos de alarma, para examinar el comportamiento de los niveles séricos de carbonilos 

proteicos, hidroperóxidos lipídicos, superóxido dismutasa mitocondrial, citosólica y total, en pro 

de su evaluación como potenciales indicadores pronósticos de severidad en pacientes con 

diagnóstico de dengue, utilizando análisis de regresión logística binaria y probit binario, 

enmarcado en una estrategia de doble validación cruzada. Para tal fin, se seleccionó un grupo 

de derivación con muestras de suero de pacientes pediátricos procedentes de Barranquilla-

Colombia y un grupo de validación externa con muestras de suero, de niños y adultos, remitidas 

al Instituto Nacional de Salud del Perú.  

 

Resultados. Los carbonilos proteicos fueron los únicos marcadores de estrés oxidativo que 

mostraron asociación con la severidad del dengue, tanto en niños como en adultos. En el grupo 

de derivación, el punto de corte óptimo fue estimado en 5,29 nmol/mg de proteína, y en el grupo 

de validación externa, fue de 5,77 nmol/mg de proteína.  

 

Conclusión. Los modelos pronósticos basados en estos dos umbrales diagnósticos presentaron 

una alta capacidad discriminatoria de severidad del dengue, reproducibilidad externa, 

transportabilidad geográfica y características de validez y seguridad diagnóstica, propias de las 

pruebas de cribado. 

 

Palabras clave: Dengue, Dengue Grave; Carbonilación Proteica; Superóxido Dismutasa; 

Peróxidos Lipídicos (Fuente: DeCS) 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

SUMMARY



Summary 

 

Oxidative stress biomarkers as prognostic indicators of severity in patients 

with dengue 

 

Introduction. There is evidence for the role of oxidative stress in severe dengue 

pathogenesis. However, previous observational studies presents certain methodological 

limitations, which may affect its internal and external validity.  

 

Materials and methods. This study was a case-control analysis of patients with severe 

dengue and dengue with warning signs, to evaluate the serum protein carbonyls-PCOs and 

lipid hydroperoxides-LOOHs levels and activities of superoxide dismutases-SODs (MnSOD, 

Cu/ZnSOD and total SOD), as potential prognosis indicators of severity in dengue patients, 

using binary logistic and binary probit regression analysis and strategy of double cross-

validation. Therefore, the study population was subdivided into a derivation group (pediatric 

patients, Barranquilla-Colombia) and an external validation group (children and adults 

patients, National Institute of Health of Peru). 

 

Results. The protein carbonyls was the only oxidative stress markers that showed a 

strongest association with the severity of dengue, both in children and adults. In the 

derivation group, the optimal cut-off point was estimated at 5.29 nmol/mg of protein, and in 

the external validation group, it was 5.77 nmol/mg of protein. 

 

Conclusion. The prognostic models based on these two diagnostic thresholds showed a 

high discriminatory capacity of dengue severity, external reproducibility, geographic 

transportability, and typical characteristics of diagnostic validity and safety of screening 

tests. 

 

Keywords: Dengue; Severe Dengue; Oxidative Stress; Protein Carbonylation; Superoxide 

Dismutase, Manganese; Superoxide Dismutase, Cu-Zn; Lipid Hydroperoxide; Prognosis 

(Source: MeSH) 
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1. Introducción al dengue 

El dengue es una enfermedad infecciosa tropical producida por el virus dengue-DENV y 

transmitida por artrópodos del género Aedes. Aunque A. aeqypti se considera el vector 

primario, se conoce que otras especies como A. albopictus y A. polynesiensis pueden 

participar en la cadena de infección en ciertas zonas geográficas del mundo1-4- 

 

1.1 Agente etiológico  

El DENV es un ribovirus, perteneciente a la Familia Flaviviridae (género Flavivirus), con 

genoma monocatenario, lineal, no segmentado y de polaridad positiva, el cual se encuentra 

protegido por una cápside icosahédrica de, aproximadamente, 30 nm de diámetro, 

constituida por la proteína C. Esta nucleocápside se encuentra rodeada por una envoltura 

lipídica con glicoproteínas peploméricas E y proteína M. Adicional a estas tres proteínas 

estructurales, el genoma DENV tiene la información para la traducción de siete proteínas 

no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5) 5, 6. Se reconocen cuatro 

serotipos de este flavivirus (DENV-1 al -4) con, aproximadamente, el 70% de secuencias 

de aminoácidos idénticas 7, 8. 

 

1.2 Infección DENV 

La glicoproteína E participa en la infección de la célula blanco actuando como proteína de 

adherencia vírica-PAV, mediando el reconocimiento de receptores primarios, tales como el 

heparán sulfato y la lectina DC-SIGN. Existe evidencia de penetración tanto por fusión de 

membranas en monocitos humanos, en células de mosquito y células BHK, como por 

viropexis en células HeLa, en células de mosquito C6/36 y en células BSC-1 9. 

 

In vitro, se ha demostrado la infección DENV productiva en células dendríticas, 

monocitos/macrófagos, linfocitos B, linfocitos T, fibroblastos, células endoteliales y 

hepatocitos. In vivo, monocitos/macrófagos se consideran células blanco primario 10, 11. 

 

En niños mayores y en adultos inmunocompetentes, la primoinfección por DENV se 

caracteriza por la aparición de un síndrome febril agudo, con sintomatología inespecífica y, 

ocasionalmente, con manifestaciones hemorrágicas. La resolución de este proceso 
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infeccioso está asociada a una robusta respuesta inmune innata y adaptativa. Algunos 

casos pueden desarrollar cuadros clínicos más graves, especialmente, en niños pequeños 

y en adultos mayores. Las características más relevantes en este tipo de casos 

corresponden a la presencia de pérdida plasmática y a la hemoconcentración. Aunque la 

elevación de transaminasas y la trombocitopenia se pueden manifestar independiente de la 

severidad del dengue, la magnitud de cambio de estas dos manifestaciones es mayor en 

los casos de dengue grave 12. 

 

Para el caso de las infecciones secundarias, los individuos presentan una tormenta de 

citoquinas, caracterizada por altas concentraciones, en suero, de citoquinas 

proinflamatorias, la cual puede conllevar a la activación endotelial y pérdida vascular con 

hemorragia y choque. Esta condición inmune se acompaña de la activación de la cascada 

de coagulación, de proteínas de fase aguda, receptores solubles y otros mediadores 

proinflamatorios 12, 13. 

 

1.3 Características epidemiológicas del dengue 

En el mundo, se estima que más de dos billones de personas habitan en regiones 

endémicas de dengue. Esta estimación es consistente tanto con los reportes de hasta 100 

millones de casos de dengue cada año como con el incremento de la incidencia global de 

esta arbovirosis, observado en las últimas décadas. El anterior perfil epidemiológico se 

puede explicar por la influencia de múltiples macrodeterminantes y microdeterminantes 

relacionados con la transmisión y diseminación del dengue, presentes en las poblaciones 

expuestas 14, 15.  

 

Los determinantes epidemiológicos pueden ser categorizados en: (I) factores ambientales: 

latitud, altitud, temperatura, humedad relativa y pluviosidad; (II) factores sociales y 

económicos: urbanización no planificada, baja frecuencia y calidad de los servicios 

sanitarios y suministro deficiente de agua potable; (III) factores culturales: modos y estilos 

de vida de la población expuesta, baja percepción individual y colectiva del riesgo de 

exposición vectorial, y desconocimiento de los deberes en el control y prevención; (IV) 

factores políticos: escaso desarrollo institucional y débil capacidad de respuesta técnica 
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operativa necesarias para el control y prevención, entre otros; (V) factores del hospedador; 

(VI) factores asociados al virus y (VII) factores asociados al vector 14, 15. 

 

1.4 Perfil epidemiológico del dengue en las Américas 

Debido a la suspensión de los programas de erradicación vectorial en los años 60, la 

mayoría de los países de Latinoamérica y el Caribe fueron re-infestados con A. aegypti, 

emergiendo la enfermedad. En 1977, se reportó la primera epidemia en Cuba, causada por 

DENV-1. En cambio, la epidemia cubana del 1981, se asoció al genotipo del sureste de 

Asia-DENV-2, reportándose más de 10 000 casos de dengue hemorrágico, y en más del 

95% de estos se asociaron a reinfección. Igualmente, la otra gran epidemia cubana del 

1997, también fue causada por reinfecciones por DENV-2. Actualmente, la hiperendemia 

ha sido reportada en la mayoría de los países, lo cual incrementa la probabilidad de 

aparición de casos de dengue grave en América 16, 17. 

 

1.5 Perfil epidemiológico del dengue en Colombia 

Desde 1980, se considera a Colombia un país endémico para dengue. Entre 2001 y 2005, 

se reportaron más de 240 000 casos y, aproximadamente, el 70% del total de muertes 

notificadas en América. En 2010, se presentó una epidemia con más de 157 000 casos y 

letalidad de 2,26% 18, 19. En un período de doce años (1999-2010), la tasa de incidencia se 

incrementó en, aproximadamente, el 277%. Este fenómeno de expansión también se pudo 

evidenciar en el aumento en el número de municipios endémicos 18. 

 

Pero, desde la epidemia del 2013-2014, la tasa de incidencia nacional de dengue se ha 

reducido desde 478,3 casos por 100 000 habitantes hasta 366,2 casos por 100 000 

habitantes 20-24.  

 

Al comparar los periodos epidémicos e interepidémicos en Colombia, otras características 

epidemiológicas que se evidencian son: mayor notificación de casos de dengue en 

individuos mayores de 14 años, acompañado con una reducción en la detección de casos 

de dengue grave. En este punto, es importante señalar que esta reducción en notificación 

de casos severos no es una característica de patrón homogéneo en el territorio nacional, 
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por ejemplo, para el primer año del período interepidémico, Barranquilla fue la única entidad 

territorial de la Costa Caribe que hizo parte del grupo de 12 entidades que notificaron el 

80% de los casos de dengue grave en Colombia 22, en cambio, para el año siguiente, todas 

las entidades territoriales de la Costa Caribe reportaron tan solo el 13% de los casos de 

dengue grave, con un comportamiento del dengue en situación de éxito y seguridad durante 

todas las 52 semanas epidemiológicas del 2016 23. 

 

1.6 Perfil epidemiológico del dengue en Perú 

En el Perú, el perfil de la incidencia del dengue es predominantemente estacional en las 

diferentes regiones del país, presentándose el mayor número de casos durante el período 

de lluvias, correspondiente a diciembre a abril, en la zona de selva o durante el período de 

enero a mayo en las zonas del bosque seco y de la costa norte peruana 25. 

 

En un país con evidencia de la co-circulación de los cuatro serotipos DENV, se considera 

que el ingreso del linaje Asiático/Americano del DENV-2 fue el factor desencadenante de la 

última epidemia registrada de dengue, afectando en mayor proporción a la población menor 

de 14 años y al sexo femenino. En este período epidémico, se reportó una tasa de 

incidencia nacional de 62,95 casos por 100 000 habitantes, pero el 25% de las regiones 

peruanas que notificaron casos reportaron tasas de incidencia superiores, con valores entre 

218,4 a 2356,77 casos por 100 000 habitantes 26.  

 

Durante el período interepidémico, 2013-2016, en los casos notificados de dengue se 

registró un ligero predominio del sexo masculino y una mayor proporción de enfermos en 

los grupos etarios superiores a 14 años 27-30.  

 

1.7 Manifestaciones clínicas y definición de casos de dengue 

El dengue posee un periodo de incubación de 3 a 7 días, posteriormente, se presentan tres 

fases clínicas 31. 
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Fase febril (día 1-3). Los pacientes infectados desarrollan, de manera súbita, fiebre alta y, 

a menudo, acompañada por eritema cutáneo, mialgias, artralgias, cefalea, anorexia, 

náuseas y vómitos 31.  

 

Fase crítica o de defervescencia (día 4-6). Se puede presentar un incremento en la 

permeabilidad capilar concomitante con una elevación del hematocrito. Por lo general, el 

período de pérdida plasmática con importancia clínica dura entre 24-48 horas, precedido 

por leucopenia progresiva y seguido por un descenso rápido en el conteo de plaquetas. En 

este momento, se presenta la mejoría en los pacientes sin permeabilidad capilar o se 

desarrollan cuadros más severos en los pacientes con permeabilidad capilar incrementada, 

por tanto, esta es la única fase clínica que permite la diferenciación de los casos de dengue 

según su severidad 31. 

 

Fase de convalecencia (día 7-10). Si el paciente sobrevive a la fase crítica, en las siguientes 

48 a 72 horas, se presentará una reabsorción gradual de los fluidos en los compartimentos 

extravasculares 31. 

 

1.8 Patogénesis del dengue grave 

La severidad del dengue varía con la edad, etnia, genética, estado inmune y ciertas 

comorbilidades del individuo, asimismo, influyen las reinfecciones heterólogas 32-36.  

 

La co-circulación de varios serotipos DENV en una misma región geográfica, facilita la 

presencia de co-infecciones, las cuales han sido reportadas en frecuencias entre el 5% al 

50%. Esta característica epidemiológica parece ser otro aspecto relacionado a la 

patogénesis de los casos graves, ya que existen evidencias que muestran que los 

individuos coinfectados desarrollan manifestaciones más severas, en comparación con los 

pacientes monoinfectados 7. 

 

Otro posible factor asociado a la severidad de esta arbovirosis es el estrés oxidativo 

inducido por la infección DENV. En general, el estrés oxidativo puede ser consecuencia de 

una producción excesiva de pro-oxidantes o por pérdida de defensas antioxidantes 37.  
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Las reacciones de las especies reactivas de oxígeno (ROS, del inglés Reactive Oxygen 

Species) con biomoléculas producen diferentes tipos de compuestos secundarios 38, 39.  

 

Entre estos se encuentran los hidroperóxidos lipídicos-LOOHs, productos que se 

consideran superiores a otros marcadores para evaluar la lipoperoxidación, incluso dentro 

del contexto de la infección DENV 40, 41.  

 

Otro marcador importante para evaluar los daños oxidativos son los carbonilos proteicos-

PCOs, considerados modificaciones oxidativas proteicas. Los PCOs se consideran 

marcadores químicamente más estables, con presencia sérica más temprana y circulación 

sistémica por mayor tiempo, en comparación con los subproductos de la lipoperoxidación y 

con otros marcadores de estrés oxidativo 40, 42. 

 

Acerca de los mecanismos de defensa frente a ROS, existen diferentes enzimas endógenas 

con capacidad de degradación de estas especies, entre las que se encuentra la superóxido 

dismutasa-SOD 43, 44. Esta enzima cataliza la reducción del radical anión superóxido a 

peróxido de hidrógeno; uno de sus cofactores es el manganeso-Mn. La MnSOD se localiza 

en la matriz mitocondrial 43, 45, donde se considera como la primera línea de defensa debido 

a la importancia que tiene la fosforilación oxidativa en la generación de ROS. Es más, en 

ratones MnSOD knock-out se ha demostrado su importancia para mantener las funciones 

normales de las mitocondrias en los tejidos expuestos a condiciones altamente oxidantes, 

como cerebro, corazón e hígado 46.  

 

La isoenzima citosólica, SOD-1, puede ser localizada en el núcleo, en el espacio 

intermembrana mitocondrial, en lisosomas y en peroxisomas 47. Aunque en ratones knock-

out se ha demostrado que esta enzima no es esencial para la vida, su expresión tiene la 

capacidad de prevenir la disfunción endotelial 48, 49. 

 

1.9 Biomarcadores de estrés oxidativo 

Un biomarcador se define como una característica que puede ser objetivamente medida y 

evaluada como un indicador de procesos biológicos normales, de procesos patológicos, de 

respuesta farmacológica o bioquímica a una intervención terapéutica/nutricional 50, 51. La 
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Academia Nacional de Ciencias de los Estados Unidos los define como indicador de 

eventos de señalización en sistemas biológicos o muestras 52. En otras palabras, un 

marcador biológico se considera como una alteración molecular, bioquímica o celular que 

puede medirse en algún medio biológico. En consecuencia, con estos indicadores se podría 

realizar tanto la predicción de la respuesta a un tratamiento como el pronóstico de un cuadro 

clínico, en particular 50. 

 

Más allá de los resultados divergentes, la búsqueda de biomarcadores de estrés oxidativo 

y la comprensión de su comportamiento biológico, bioquímico y molecular siguen siendo 

objetivos de investigación, con una creciente atención en el campo biomédico. 

 

1.9.1 Carbonilos proteicos 

La oxidación de proteínas es un proceso normal en cualquier ser viviente, generando en 

ellos tanto efectos dañinos como benéficos. En estos sistemas fisiológicos, la oxidación de 

proteínas puede ocurrir por: (I) autooxidación espontánea de cisteinil-tioles; (II) interacción 

de proteínas con ROS y (III) reacciones, deliberadas y controladas, catalizadas por 

oxidasas.    

 

Existen reportes de la asociación entre el incremento de la oxidación de proteínas con el 

envejecimiento, el estrés oxidativo y con ciertas enfermedades crónicas no transmisibles, 

tales como la enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, artritis reumatoide, 

aterosclerosis, diabetes, entre otras 53. 

 

En el contexto del estrés oxidativo, cualquier factor que ocasione este desequilibrio puede 

causar oxidación proteica, por ejemplo, el aumento en la producción de ROS o en la 

susceptibilidad de las proteínas para ser oxidadas, la disminución en la capacidad de 

respuesta optima de las defensas antioxidantes o en la capacidad de reciclar las proteínas 

oxidadas 54. El ataque por ROS, catalizado por metales, sobre las cadenas laterales de 

aminoácidos como arginina, lisina, treonina y prolina, da como resultado la formación de 

grupos carbonilos reactivos. Otras fuentes de este tipo de compuestos reactivos son la 

glicoxidación, la lipoxidación y el clivaje de proteínas por la vía de la α-amidación 53-55. 
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Entre estos compuestos se encuentran diversos grupos químicos funcionales que incluyen 

aldehídos, cetonas, ácidos carboxílicos, ésteres, amidas y lactámicos 56, 57. Dada su 

naturaleza electrofílica, los grupos carbonilos resultan ser especies altamente reactivas 

contra diferentes componentes celulares, de naturaleza nucleofílicas, incluidas las 

proteínas 57. Los carbonilos reactivos insaturados tienden a ser mucho más reactivos en 

comparación con las especies saturadas, en consecuencia, los aldehídos α, β-insaturados, 

los dialdehídos y los cetoaldehídos son los principales responsables de los daños a 

biomoléculas asociados a especies carbonilos reactivas 58. 

 

Los sitios blancos de estas especies reactivas resultan ser los aminoácidos con mayor 

abundancia en los sitios activos de las proteínas celulares, tales como son los residuos de 

arginina, cisteína y lisina 59. 

 

En general, se considera que los efectos biológicos inducidos por los carbonilos reactivos 

resultan ser similares a los inducidos por ROS, sin embargo, debido a su mayor estabilidad 

química, los carbonilos reactivos, sin carga, podrían reaccionar con biomoléculas 

localizadas lejos del sitio de producción del carbonilo reactivo 57. 

 

1.9.2 Superóxido dismutasa 

Esta es la enzima responsable de catalizar la dismutación del radical anión superóxido a 

especies menos reactivas, tales como peróxido de hidrógeno y agua, pero siempre en 

presencia de un donador exógeno de electrones. En células de mamíferos, se reconocen 

tres isoformas para esta metaloenzima: (I) SOD que contienen Cu y Zn, Cu/ZnSOD; (II) 

SOD específicas para Fe o Mn, FeSOD, MnSOD o Fe/MnSOD y (III) SOD específicas para 

Ni, NiSOD 60, 61, siendo la Cu/ZnSOD, SOD-1, la isoforma más abundante.  

 

La presencia del átomo de cobre es esencial para la actividad catalítica de esta proteína 

dimérica, mientras que su estabilidad está regida por la presencia del átomo de Zn. Esta 

forma isoenzimática ha sido localizada tanto en el citosol como en el núcleo de la célula 

eucariótica 60. 
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Adicional a esta, pero localizada en la mitocondria, se encuentra la isoforma MnSOD, SOD-

2. Esta proteína tetramérica se encarga de dismutar los radicales anión superóxido 

producidos durante el transporte de electrones en este organelo 61. 

 

Cualquier alteración en la expresión o función de esta isoforma, única indispensable para 

la vida de los organismos aerobios, puede desencadenar múltiples consecuencias en las 

funciones mitocondriales por los efectos deletéreos del daño oxidativo, conllevando al 

desarrollo de diferentes condiciones patológicas, tales como el cáncer, diabetes tipo II e 

hipertensión 62.  

 

1.9.3 Hidroperóxidos lipídicos 

Las membranas celulares son sitios celulares blanco del ataque de ROS, sufriendo la 

desprotonación del metileno bis-alílico presente en sus ácidos grasos poli-insaturados, 

dando inicio a la lipoperoxidación. Otros lípidos de membrana que pueden ser blanco de 

estas especies reactivas son los glicolípidos y el colesterol. Como productos primarios de 

esta reacción en cadena se originan los hidroperóxidos lipídicos, LOOHs. Éstos pueden 

participar en múltiples reacciones, por ejemplo, reducción por glutatión peroxidasas o 

descomposición mediada por metales, disminuyendo o aumentando su capacidad tóxica, 

respectivamente 63. La toxicidad de los LOOHs radica en su capacidad de producir radicales 

libres del tipo alcoxilo y de aldehídos, los cuales tienen la capacidad de inducir daño 

oxidativo irreversible en biomoléculas, siendo los aminofosfolípidos uno de los blancos 

principales para las modificaciones covalentes por LOOHs 50. 

 

1.9.4 Estudios sobre el papel del estrés oxidativo en la patogénesis del dengue 

Los estudios observacionales relacionados con el estrés oxidativo en el contexto del dengue 

fueron identificados mediante una búsqueda electrónica, basada en palabras clave, en 

diversas bases de datos (PubMed, EMBASE, ScienceDirect, Scopus, Biblioteca Virtual de 

la Salud, Dialnet, redalyc, SciELO, DOAJ), tal cual como se describe en una revisión 

sistemática recientemente publicada 64. La aplicación de esta estrategia de búsqueda hasta 

noviembre de 2015 permitió identificar 19 artículos 40, 41, 65-81.  
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En la mayoría de éstos se utilizaron adultos como única población objeto de estudio, 

excepto en tres referentes: Ray et al. 81, Trairatvorakul, et al. 78 y Chareosirisuthigul, et al. 

77, los cuales trabajaron con niños  15 años.   

 

En la investigación de Rojas y cols. 76, junto con la población de adultos, se seleccionó un 

grupo de niños para evaluar los niveles plasmáticos de glutatión peroxidasa, GPx.  Algo 

similar se presenta en el trabajo de Levy, et al. 70, donde se reportan concentraciones 

plasmáticas del radical óxido nítrico, tanto en niños como en adultos con dengue. 

 

En la mayoría de los artículos identificados 41, 65, 67, 69, 71, 74, 79, se evaluaron marcadores de 

lipoperoxidación, siendo el más frecuente, el malondialdehído-MDA. Esto se reconoce 

como una debilidad debido a la posibilidad de subestimar la lipoperoxidación ya que existen 

lípidos que no producen MDA, también es posible sobrestimarla debido a la producción de 

MDA por la tromboxano sintasa de las plaquetas 82. En estos siete estudios, las 

concentraciones séricas de MDA fueron significativamente mayores que las encontradas 

en controles sanos.  La validez de estos hallazgos se ve limitada porque MDA es un 

marcador inespecífico e impreciso para evaluar estrés oxidativo in vivo 83. 

 

Adicional al MDA, Gil, et al. 41, 69 compararon los niveles plasmáticos de LOOHs entre los 

pacientes con dengue y controles sanos. A pesar de que estos dos referentes publican 

datos discordantes, LOOHs se consideran un biomarcador que supera las limitaciones 

descritas para MDA ya que éstos son los principales productos de la lipoperoxidación 84. 

 

A parte de lo anterior, se han reportado mayores niveles plasmáticos de PCOs en pacientes 

con fiebre hemorrágica por dengue o síndrome de choque por dengue en comparación con 

pacientes que cursan con fiebre dengue. En consecuencia, existen indicios de una posible 

asociación entre las concentraciones de este biomarcador de estrés oxidativo con la 

severidad del dengue en población adulta 40, 74. 

 

Por otra parte, Gil, et al. 41, 69, Ray, et al. 81 y Rasool, et al. 65 evaluaron la actividad 

enzimática de SOD para evaluar la respuesta antioxidante en el dengue. En los cuatro 

estudios se reportó un incremento significativo en los niveles plasmáticos de SOD en 

pacientes infectados en comparación con controles sanos pareados. En ninguno de éstos 
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se diferenció la actividad de las isoformas de la enzima, aspecto relevante si se tiene en 

cuenta que MnSOD se considera la primera línea de defensa ante la generación 

mitocondrial de ROS 43. 

 

Chandrasena, et al. 66 reportan a la actividad de la paraoxonasa como el biomarcador de 

estrés oxidativo más sensible durante la infección DENV, por encima de otros marcadores 

del sistema de defensa antioxidante; en este estudio no se discriminan los casos según la 

severidad del dengue. 

 

Adicionalmente, se identificaron dos artículos con resultados discordantes para la relación 

entre los niveles plasmáticos del radical óxido nítrico y la severidad del dengue, en adultos 

80 y en niños 78. Aun así, se ha reportado una mayor tasa de transporte de L-arginina en 

paciente con fiebre dengue o fiebre hemorrágica por dengue en comparación con adultos 

controles sanos 68, 75. 

 

1.10 Detección colorimétrica de biomarcadores de estrés oxidativo  

1.10.1 Determinación de carbonilos proteicos por el método de referencia: reacción con 

2,4-dinitrofenilhidrazina en medio ácido 

Regularmente, para la detección de los grupos carbonilos de los aldehídos o cetonas se 

utilizan varios métodos, entre los cuales encuentran los espectrofotométricos basados en 

la derivatización o reacción covalente del grupo carbonil con 2,4-DNPH, formando una base 

de Schiff inestable, lo cual resulta en la formación de un aducto estable de 2,4-

dinitrofenilhidrazona (DNP, derivado hidrazona), como resultado de la reacción 

adición/eliminación favorecida por el pH bajo (pH = 3-5). A este pH, el oxígeno carbonilo se 

encuentra protonado haciendo más electrofílico al átomo de carbono carbonilo y, en 

consecuencia, se hace más propenso al ataque de la hidracina nucleofílica. El derivado 

hidrazona-DNP puede ser cuantificado espectrofotométricamente debido a que exhibe un 

espectro de absorción característico con una absorbancia máxima de 360-385 nm. Para la 

cuantificación de PCOs por este método se utiliza el coeficiente de extinción para 2,4-DNPH 

a 370 nm (22.000 M-1 cm-1) 85, 86. 
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Entre las principales limitaciones de este método de referencia se encuentran: (I) la 

complejidad del procedimiento por los múltiples pasos requeridos para la cuantificación del 

analito de interés, por ejemplo, precipitación de proteínas, procesos de lavados con una 

mezcla de solventes orgánicos polares y resuspensión de proteínas y (II) la posible 

interferencia de la 2,4-DNPH libre o sin derivatizar, dado que este reactivo puede absorber 

a 370 nm 87. 

 

1.10.2 Determinación de carbonilos proteicos por el método alcalino; reacción con 2,4-

dinitrofenilhidrazina en medio alcalino 

Con la finalidad de superar las limitaciones antes descritas, se ha propuesto un método 

alternativo para la determinación de PCOs en muestras biológicas. Este método alcalino, 

que no requiere los pasos de precipitación, lavado y resuspensión de proteínas propios del 

método tradicional, ha sido validado con muestras de proteínas con diferentes grados de 

oxidación. Para la cuantificación de PCOs por este método alcalino se utiliza el coeficiente 

de extinción para 2,4-DNPH a 450 nm (22.308 M-1 cm-1) 87. 

 

1.10.3 Determinación de la actividad de superóxido dismutasa 

Para la determinación de la actividad de la SOD, se utiliza un indicador redox, sal azul de 

tetrazolio nitrado-NBT, para la detección de los radicales libres superóxidos generados por 

el sistema xantina oxidasa/hipoxantina. Una de las propiedades más importantes de este 

detector de radicales consiste en ser solubles e incoloras en su estado oxidado, pero 

insoluble y coloreadas en su estado reducido. La NBT es reducida a azul de formazán. El 

rango de absorbancia del azul de formazán corresponde a 440-460 nm. En este método 

descrito por Spitz and Oberley 88 , una unidad de SOD se define como la cantidad de enzima 

necesaria para exhibir una disminución del 50% del radical anión superóxido. 

 

La adición de cianuro de potasio a este ensayo inhibe tanto Cu/ZnSOD citosólica como la 

Cu/ZnSOD extracelular, permitiendo la detección de la actividad de la MnSOD y con la 

diferencia entre el valor de absorbancia de la actividad de SOD total y el valor de 

absorbancia de la actividad de MnSOD se puede estimar la actividad de la Cu/ZnSOD 89. 
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1.10.4 Determinación de hidroperóxidos lipídicos por reacción redox con iones ferrosos 

La cuantificación de LOOHs radica en reacciones redox con iones ferrosos en solución 

ácida. Debido a su inestabilidad química, estos analitos reaccionan con los iones ferrosos 

para producir iones férricos, los cuales pueden ser detectados mediante tiocianato de 

amonio, como el cromógeno, por la formación del ion complejo monotiocianato férrico, de 

color rojo violeta. Este complejo muestra una fuerte absorción a 500-510 nm 90.  

 

Se recomienda realizar el ensayo en cloroformo para evitar la interferencia de los iones 

férricos y de peróxido de hidrógeno que pudieran estar presentes en la muestra, para así 

evitar la sobrestimación de los LOOHs 91.  
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2. Planteamiento del problema de investigación y justificación del estudio 

La Organización Mundial de la Salud-OMS considera al dengue una de las 17 

enfermedades tropicales desatendidas 92, presente en más de 100 países, con reportes de 

50 a 100 millones de casos nuevos y 20 000 muertes cada año 93-95.  

 

Estas cifras presentan una tendencia al aumento debido a la expansión geográfica del 

binomio virus-vector 96; situación presente en América donde se ha observado un 

incremento sostenido en la incidencia de casos 97, con casi todos sus países presentando 

patrones hiperendémicos 98 y con la notificación de casos en áreas donde antes no existía 

transmisión autóctona del virus 2, 93, 94. 

 

En el ámbito mundial, se desconoce la carga total de esta arbovirosis 98, pero es la 

enfermedad tropical desatendida con mayor porcentaje de cambio en los años de vida 

ajustados por discapacidad-AVAD, durante el período 1990 a 2016 99, y con promedios 

nacionales entre 22,1 a 658 AVAD por millón de habitantes por año, en diferentes países 

100-106, con las mayores cifras de este indicador sintético de salud en las regiones de Asia, 

de Oceanía y de América Latina y el Caribe 107.  

 

Cierto es que existen discrepancias en los criterios de definición de casos en los países de 

América 108, sin embargo, de las seis subregiones de América, en los últimos tres años, la 

subregión andina ha reportado hasta el 25,0% de los casos de dengue y entre el 15,8% al 

46,5% de los casos de dengue grave reportados en el continente, siendo Colombia y Perú, 

los dos países andinos que reportaron las mayores tasas de incidencia de casos graves y 

de letalidad asociada, durante este trienio 109-111.  

 

Si bien el patrón epidemiológico del dengue, como el anteriormente descrito, puede estar 

relacionado con la existencia de debilidades y dificultades que afectan la efectividad de la 

implementación de la estrategia de gestión integrada-EGI-Dengue en estos dos países 

andinos 112, también hay que señalar la posible influencia del vigente sistema de 

clasificación de casos de dengue, dado que en su diseño se pensó en mejorar el 

reconocimiento clínico y la vigilancia de los cuadros clínicos de mayor severidad 113. 
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Al respecto cabe mencionar que, desde el 2009, la OMS promulgó las nuevas definiciones 

de casos, reportándose casos como dengue sin signos de alarma, con signos de alarma y 

dengue grave 31. Estos signos de alarma han sido propuestos como criterios pronósticos de 

dengue grave 31, 114, 115.  

 

Aunque el actual sistema de clasificación de casos (OMS-2009) supera, en parte, las 

limitaciones conceptuales y prácticas identificadas en el anterior esquema 116-121, éste 

pudiera permitir interpretaciones arbitrarias en la severidad del sangrado por parte del 

personal médico como consecuencia del uso de criterios de definición menos rigurosos, por 

la ausencia de parámetros cuantitativos y por su independencia de las pruebas de 

laboratorio en la identificación de casos graves 122-125. 

 

El impacto de estas debilidades podría verse limitado en el caso de poder identificar 

biomarcadores que permitan la detección temprana de aquellos pacientes con mayor riesgo 

de severidad, con independencia de características sociodemográficas o virológicas. Es 

oportuno ahora destacar que con la disponibilidad de este tipo de indicadores pronósticos 

se podría brindar un cuidado médico más específico y oportuno, que resulta fundamental 

para mejorar el pronóstico clínico de los pacientes. Es más, en este posible escenario, 

también es coherente pensar en una reducción de la letalidad y del impacto económico, 

asociados a esta enfermedad tropical. 

 

En este punto, es interesante examinar el problema de investigación desde las relaciones 

conceptuales entre dengue, disfunción endotelial y estrés oxidativo. El rasgo más 

característico de los casos de dengue grave y el mejor indicador de severidad es la pérdida 

plasmática. Esta alteración de la permeabilidad vascular, que se hace presente en la fase 

de defervescencia del dengue, resulta más por disfunción endotelial que por destrucción 

estructural de las células endoteliales 126-129. Actualmente, se ha reportado la posible 

asociación entre la disfunción endotelial y la severidad del dengue en niños y adultos 130.  

 

Existen muchas referencias que explican la relación entre disfunción endotelial y estrés 

oxidativo 131-141. Por lo general, se entiende como disfunción endotelial a un desequilibrio en 

la biodisponibilidad de diversas sustancias activas, de origen endotelial, que predispone a 

diversos procesos como vasoconstricción, inflamación e incremento de la permeabilidad 
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vascular. Su manifestación más temprana es la disminución de la dilatación dependiente 

del radical óxido nítrico-ON., causada por una pérdida de su bioactividad 142, 143.  

 

Una de las causas asociadas a esta reducción es la degradación acelerada por las ROS, 

en consecuencia, la deficiencia de ON. se considera una causa importante de estrés 

oxidativo 134, 138, 140, el cual se define como un desbalance en el equilibrio entre el estatus 

pro-oxidante/antioxidante en los sistemas celulares, terminando en daño celular por 

lipoperoxidación o por oxidación de otras biomoléculas 39.   

   

El estrés oxidativo participa como determinante de la homeostasis vascular 37, 45, 144, 145, y 

en la patogénesis de diversas enfermedades infecciosas, tales como: hepatitis C crónica 

146, encefalitis japonesa 147, leptospirosis 148, enfermedad respiratoria asociada a virus 

sincitial respiratorio 149, malaria 150, cardiomiopatía chagásica 151, esquistosomiasis 152, 

sepsis 153, encefalitis aguda asociada a virus herpes simplex -1, panencefalitis esclerosante 

subaguda 154 y dengue 41. 

 

Para este último ejemplo, Soundravally, et al., proponen que el estrés oxidativo inducido 

por la infección DENV tendría la capacidad de activar la liberación de citoquinas pro-

inflamatorias, incluido TNF-, participando, en conjunto, en la patogénesis del dengue grave 

67. Esto es coherente con los reportes que indican que las cepas DENV virulentas se 

caracterizan por una alta tasa de replicación y una fuerte influencia en la expresión génica 

de múltiples citoquinas pro-inflamatorias en el hospedador 155-158. 

 

Si bien es cierto que, en humanos, se ha demostrado que los niveles de ciertos marcadores 

de estrés oxidativo parecen estar asociados con la infección DENV, es relevante señalar 

que estos estudios fueron en su mayoría realizados solamente en población adulta, con 

limitaciones derivadas del diseño metodológico elegido, del tamaño de muestra, de la falta 

de control de posibles fuentes de sesgos (concentraciones séricas del biomarcador sin 

ajustar) y del manejo estadístico de los datos. Adicional a esto, todos estos estudios 

epidemiológicos utilizaron el sistema OMS-1997 para la clasificación de los casos de 

dengue en su población de estudio 40, 41, 65-81. Hasta el momento, no se tiene conocimiento 

de la evaluación pronóstica de marcadores de estrés oxidativo en pacientes con dengue 

dentro del contexto de definición de casos OMS-2009.  



Capítulo 2 
 

19 
 

A pesar de considerarse a los LOOHs y a los PCOs, como los marcadores más estables o 

específicos para evaluar la lipoperoxidación 84 y la modificación oxidativa proteica 159, 

respectivamente, son pocos los estudios que reportan el comportamiento de estos 

productos de la oxidación de lípidos 41, 69 y de la oxidación de proteínas 40, 74 en pacientes 

con dengue. Ninguno de los dos estudios que determinó las concentraciones de LOOHs, 

diferenció estos niveles séricos según la severidad del dengue. Solo en uno de los estudios 

con PCOs se realizó dicha diferenciación 40.  

 

Adicional a lo anterior, es interesante mencionar que cada biomarcador (LOOHs o PCOs) 

fue evaluado por un mismo equipo de investigadores y en la misma cantidad de individuos 

analizados, lo cual sugiere la posibilidad de que sean estudios duplicados.   

 

En cuanto a la superóxido dismutasa, existen cuatro estudios que reportan sus niveles en 

casos de dengue 41, 69, 81. Solo uno de estos estudios reporta concentraciones de esta 

enzima antioxidante en cuanto a las tres presentaciones clínicas del dengue indicadas por 

el sistema de clasificación OMS-1997 81. Aunque se reconoce la importancia del TNF- en 

la patogénesis del dengue 160-162 y su capacidad para inducir, de manera selectiva, tanto in 

vivo como in vitro, la expresión del ARNm de la MnSOD 163, ninguno de estos cuatro 

referentes estudia los niveles séricos de esta metaloenzima en pacientes con dengue. 

 

En macrófagos murinos, se ha demostrado que la sobreexpresión de la isoenzima citosólica 

de la SOD (Cu/ZnSOD, SOD-1)  aumenta la liberación de TNF-α y metaloproteinasas tipo 

MMP-2 y MMP-9 164. Destaca que la MMP-2 ha sido fuertemente asociada con la pérdida 

plasmática en adultos infectados con DENV 165 

 

De todas las circunstancias descritas, se deriva el interés de estudiar el comportamiento de 

las concentraciones séricas de PCOs, LOOHs, MnSOD, Cu/ZnSOD y SOD total, durante la 

fase crítica del dengue, en pro de su evaluación como potenciales indicadores pronósticos 

de severidad en pacientes con diagnóstico de dengue.  

 

En esencia, el propósito de la presente investigación es coherente con las actuales 

prioridades de investigación descritas en la literatura 166 y en los objetivos de desarrollo 

sostenible 167.   
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2.1 Formulación del problema  

¿Cuál es la capacidad pronóstica de severidad de los niveles séricos de carbonilos 

proteicos, hidroperóxidos lipídicos y superóxido dismutasa mitocondrial, citosólica y total, 

en pacientes con dengue? 
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3. Hipótesis y objetivos de investigación 

3.1 Hipótesis de investigación 

Durante la fase de defervescencia, los puntos de corte óptimos de los niveles séricos de 

carbonilos proteicos, hidroperóxidos lipídicos o superóxido dismutasa mitocondrial, 

citosólica y total, permiten pronosticar la evolución a dengue grave, tanto en niños como en 

adultos 

 

3.2 Objetivos de investigación 

3.2.1 Objetivo general 

Evaluar la capacidad de los niveles séricos de carbonilos proteicos, hidroperóxidos lipídicos, 

superóxido dismutasa mitocondrial, citosólica y total, como potenciales indicadores 

pronósticos de severidad en pacientes cursando la fase de defervescencia del dengue 

 

3.2.2 Objetivos específicos 

Caracterizar la población objeto de estudio de acuerdo con variables sociodemográficas, 

clínicas, de laboratorio y virológicas de interés  

 

Analizar el comportamiento de los niveles séricos de carbonilos proteicos, hidroperóxidos 

lipídicos y superóxido dismutasa mitocondrial, citosólica y total, en la población objeto de 

estudio    

 

Estimar el punto de corte óptimo y el área bajo la curva de cada biomarcador evaluado y de 

sus posibles combinaciones, en pacientes con dengue grave y dengue con signos de 

alarma 

 

Examinar el potencial pronóstico para la severidad del dengue de los biomarcadores 

evaluados, mediante los análisis de regresión logística binaria y probit binario 

 

Determinar la calibración y discriminación del mejor modelo pronóstico estimado, mediante 

la prueba Hosmer-Lemeshow y el área bajo la curva ROC, respectivamente 
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Determinar la transportabilidad del mejor modelo pronóstico en un nuevo grupo de 

pacientes con dengue grave y con signos de alarma (grupo de validación externa), mediante 

la prueba de Hosmer-Lemeshow y el área bajo la curva ROC, respectivamente
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4. Materiales y métodos 

4.1 Diseño del estudio 

Se realizó un estudio con diseño de casos y controles, el cual se considera uno de los 

mejores diseños para realizar estudios pronósticos 168.  

 

4.1.1 Definición de casos y controles 

Se consideraron como casos a los pacientes que presentaron: (I) cuadro febril entre el 

cuarto y sexto día de evolución, acompañado con dos o más de los siguientes síntomas: 

cefalea, dolor retro-ocular, mialgias, artralgias, dolor generalizado, exantema, anorexia, 

náuseas, vómitos, petequias, sangrado de mucosas y leucopenia; (II) resultado positivo 

para NS1-DENV o IgM anti-dengue y (III) requerimiento de atención especializada en 

unidad de cuidados intensivos-UCI, debido a la presencia de las manifestaciones graves de 

la enfermedad, siguiendo el esquema de clasificación OMS-2009 31. Varios estudios han 

utilizado el requerimiento de atención especializada en UCI para definir la severidad clínica 

del dengue 169-171. 

 

Las manifestaciones graves consideradas fueron: 

- Extravasación grave de plasma que conduce a síndrome de choque por dengue o 

acúmulo de líquidos con dificultad respiratoria (distrés respiratorio). Como signos de 

choque por dengue se consideraron: hipotensión arterial, presión arterial diferencial < 

20 mm Hg, presión arterial media < 70 mm Hg, extremidades frías y cianosis, pulso 

rápido, fino y llenado capilar lento. 

 

- Hemorragias intensas: paciente con enfermedad febril aguda que presenta hemorragias 

intensas con compromiso hemodinámico. 

 

- Daño orgánico grave: paciente con enfermedad febril aguda y signos clínicos o de 

laboratorio de daño grave de órganos como miocarditis, encefalitis, hepatitis 

(transaminasas mayores de 1 000), colecistitis  alitiásica,  insuficiencia  renal  aguda y 

afección de otros órganos 31. 
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Para la selección de los controles, se consideraron a los pacientes: (I) con cuadro febril 

entre el cuarto y sexto día de evolución, acompañado con dos o más de los siguientes 

síntomas: cefalea, dolor retro-ocular, mialgias, artralgias, dolor generalizado, exantema, 

anorexia, náuseas, vómitos, petequias, sangrado de mucosas y leucopenia; (II) con 

resultado positivo para NS1-DENV o IgM anti-dengue; (III) con presencia de uno o más de 

los signos de alarma descritos en el actual sistema de clasificación de casos31 y (IV) que no 

requirieron atención especializada en UCI, por no desarrollar ninguna de las 

manifestaciones graves antes descritas.  

 

Se excluyeron aquellos pacientes con registro de comorbilidades como: enfermedades 

cardiovasculares graves, trastornos hematopoyéticos, metabólicos, pulmonares, hepáticos 

o renales, enfermedades autoinmunes, desnutrición, embarazos, neoplasias y 

enfermedades infecciosas concomitantes.  

 

4.1.2 Tamaño de muestra 

Para modelos de regresión logística, Vittinghoff, et al.172, reportaron que el rango entre 5 a 

9 eventos por cada variable predictora-EVP es comparable con el rango entre 10 a 16 EVP, 

cuando se analizan predictores binarios en diversos escenarios. En coherencia con lo 

anterior, para la identificación del mejor modelo pronóstico, se probaron las siguientes 

combinaciones de variables predictoras:  

 

- Carbonilos proteicos (indicador de oxidación proteica), hidroperóxidos lipídicos 

(indicador de oxidación de lípidos) y superóxido dismutasa mitocondrial (indicador del 

sistema de defensa antioxidante) 

 

- Carbonilos proteicos (indicador de oxidación proteica), hidroperóxidos lipídicos 

(indicador de oxidación de lípidos) y superóxido dismutasa citosólica (indicador del 

sistema de defensa antioxidante) 

 

- Carbonilos proteicos (indicador de oxidación proteica), hidroperóxidos lipídicos 

(indicador de oxidación de lípidos) y superóxido dismutasa total (indicador del sistema 

de defensa antioxidante) 
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Por lo tanto, se seleccionaron como casos a 20 pacientes con dengue grave y, para cumplir 

con una relación 1:2, se seleccionaron como controles a 40 pacientes con dengue con 

signos de alarma.  

 

4.1.3 Población objeto de estudio 

4.1.3.1 Grupo de derivación: pacientes pediátricos 

La evaluación de la capacidad pronóstica de los biomarcadores de estrés oxidativos fue 

realizada en muestras de suero obtenidas de pacientes, menores de 15 años, atendidos en 

la red distrital de hospitales de Barranquilla-Colombia, durante el período comprendido 

entre enero de 2014 hasta enero de 2016. 

 

4.1.3.2 Grupo de validación externa: pacientes pediátricos y adultos 

De igual manera, la evaluación de la capacidad pronóstica de los biomarcadores de interés 

fue realizada en muestras de suero, obtenidas de pacientes de todas las edades, remitidas 

al Laboratorio de Metaxénicas Virales del Instituto Nacional de Salud del Perú, durante el 

período comprendido entre enero y febrero de 2018.   

 

Con la finalidad de complementar la evaluación del comportamiento de los marcadores 

biológicos, se incluyeron:  

 

- Veinte (20) muestras de suero obtenidas de pacientes con dengue sin signos de alarma 

 

- Veinte (20) muestras de suero obtenidas de pacientes con diagnóstico serológico o 

molecular de infección por virus zika 

 

- Diez (10) muestras de suero obtenidas de pacientes con evidencias serológicas o 

moleculares de la presencia de dengue y otro arbovirus (virus zika o virus de fiebre 

amarilla). En el Laboratorio de Metaxénicas Virales del INS-Perú, estas muestras fueron 

categorizadas como reacciones cruzadas para dengue. 

 

Todas las muestras fueron conservadas, de manera sistemática, entre -20 C a -80 C, 

evitando la auto-oxidación de los biomarcadores 173. 
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4.1.4 Recolección de datos 

Se revisaron las historias clínicas de los 60 pacientes pediátricos, identificados como grupo 

de derivación, para así registrar su información sociodemográfica (edad, sexo y 

procedencia) datos clínicos (días de evolución, tiempo de estancia hospitalaria, tiempo de 

estancia en UCI, signos y síntomas asociados) y de laboratorio de interés (nivel de 

hemoglobina, valores de hematocrito, conteo de plaquetas, presencia de neutropenia, 

presencia de leucopenia, presencia de linfopenia, presencia de monocitosis, presencia de 

linfocitosis, presencia de basofilia, presencia de neutrofilia, presencia de niveles alterados 

de transaminasas y presencia de niveles alterados de BUN y creatinina).  

 

Para el caso de los 110 pacientes del Perú, se revisaron las fichas de notificación 

epidemiológica para el registro de las variables de interés, tales como: edad, sexo, 

procedencia, días de evolución, sintomatología asociada, detección cualitativa de NS1-

DENV en suero, presencia de trombocitopenia e incremento de hematocrito. 

 

4.1.5 Detección cualitativa de NS1-DENV (grupo de derivación)  

Para la detección cualitativa de NS1-DENV en los sueros de los pacientes pediátricos del 

grupo de derivación, se realizó una prueba inmunocromatográfica de un paso (SD Bioline 

Dengue NS1 Ag, Kyong, South Korea®), bajo las condiciones especificadas por la casa 

comercial. 

 

Brevemente, en una tira de nitrocelulosa sensibilizada con anticuerpo monoclonal anti-NS1 

DENV en la región de la banda de prueba, el conjugado formado por la muestra de suero 

del paciente y los anticuerpos monoclonal anti-NS1 DENV con oro coloidal, migra a lo largo 

de la membrana cromatográfica hacia la región de prueba y, en el caso de estar presente 

el antígeno NS1-DENV en la muestra del paciente, se forma una banda coloreada visible 

que representa el complejo anticuerpo monoclonal-NS1-anticuerpo monoclonal/oro 

coloidal, indicando un resultado positivo. 

 

4.1.6 Detección semicuantitativa de IgM anti-DENV e IgG anti-DENV (grupo de 

derivación) 

La detección de IgM anti-DENV e IgG anti-DENV, en los sueros de los pacientes pediátricos 

del grupo de derivación, fue realizada mediante dos enzimoinmunoensayos (ELISA, Vircell, 
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España, Referencias M1018 y G1018, respectivamente), bajo las condiciones 

especificadas por la casa comercial. 

 

La detección semicuantitativa de IgM anti-DENV está basada en la captura de IgM anti-

DENV por anticuerpos anti-IgM unidos a la superficie de poliestireno. Las inmunoglobulinas 

no unidas son eliminadas en el proceso de lavado. Luego, el antígeno conjugado con 

peroxidasa reacciona con las IgM anti-DENV capturadas; el conjugado no unido también es 

eliminado por el proceso de lavado. El antígeno unido reacciona con el sustrato 3,3´,5,5´-

tetrametilbencidina-TMB, para dar una reacción coloreada azul, que cambia a amarillo tras 

la adición de la solución de parada.  

 

Para la interpretación de resultados, un índice de anticuerpos >11,0 se consideró positivo, 

con interpretación de presencia de anticuerpos IgM anti-DENV en la muestra de suero 

analizada; mientras que índices de anticuerpos inferiores a 9,0 fueron considerados 

negativos, con interpretación de ausencia de anticuerpos IgM anti-DENV en la muestra de 

suero analizada. Un índice de anticuerpos entre 9,0 y 11,0 se interpretó como muestra de 

resultado dudoso.  

 

Para la detección de IgG anti-DENV se utiliza la reacción del suero del paciente con el 

antígeno unido a la superficie de poliestireno de los micropocillos. De igual forma, las 

inmunoglobulinas no unidas por reacción con el antígeno son eliminadas en el proceso de 

lavado. Posteriormente, la inmunoglobulina anti-humana reacciona con el complejo 

antígeno-anticuerpo capturado; lo que no se une es eliminado por los lavados. En cambio, 

el conjugado unido reacciona con el sustrato TMB, para dar una reacción coloreada azul, 

que cambia a amarillo tras la adición de la solución de parada.  

 

Para la interpretación de resultados, un índice de anticuerpos >11,0 se consideró positivo, 

con interpretación de presencia de anticuerpos IgG anti-DENV en la muestra de suero 

analizada; mientras que índices de anticuerpos inferiores a 9,0 fueron considerados 

negativos, con interpretación de ausencia de anticuerpos IgG anti-DENV en la muestra de 

suero analizada. Un índice de anticuerpos entre 9,0 y 11,0 se interpretó como muestra de 

resultado dudoso. Como evidencia serológica sugestiva de infección secundaria de dengue, 

se utilizó la relación IgM/IgG < 1,8 174-176. 
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Para todas las determinaciones semicuantitativas de anticuerpos anti-DENV se utilizó un 

espectrofotómetro bicromátrico (Stat Fax® 303/PLUS, Awareness Technology, Inc. Florida, 

Estados Unidos), con filtro de lectura de 450 nm y de referencia de 620 nm. 

 

4.1.7 Detección semicuantitativa de IgM anti-DENV e IgG anti-DENV (grupo de validación 

externa)  

La detección de IgM anti-DENV e IgG anti-DENV, en los sueros de los pacientes del grupo 

de validación externa, fue realizada mediante dos enzimoinmunoensayos de captura 

(TARIKI-Dengue IgM, TARIKI-Dengue IgG, INS-Perú), bajo las condiciones especificadas 

por el Centro Nacional de Productos Biológicos del Instituto Nacional de Salud del Perú. 

 

Con la utilización de placas de ELISA sensibilizadas con anticuerpos anti IgM humano o 

con anticuerpos anti-IgG humano, se capturaron los analitos de interés (IgM anti-DENV o 

IgG anti-DENV, respectivamente) en el suero del paciente, durante una incubación a 37 C 

por una hora. Luego, se adicionaron volúmenes iguales de una solución de antígeno 

(DENV-1 cepa Hawái; DENV-2 cepa Nueva Guinea, DENV-3 cepa H87 y DENV-4 cepa H-

241) y de una solución de conjugado con peroxidasa de rábano picante-HRP. A 

continuación, se incubaron los micropocillos a 37 C por una hora. Posterior a cinco lavados, 

se agregó el cromógeno, constituido por el sustrato TMB/peróxido de hidrógeno, y se incubó 

por 30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Finalmente, se adicionó la solución 

de parada, constituida por ácido sulfúrico 2 N. 

 

Las muestras de suero con densidades ópticas inferiores al valor de corte se consideraron 

no reactivas/negativas a presencia de anticuerpos IgM anti-DENV o IgG anti-DENV, según 

fuera el caso. Las muestras de suero con densidades ópticas superiores al valor de corte 

se consideraron reactivas/positivas a presencia de anticuerpos IgM anti-DENV o IgG anti-

DENV, según fuera el caso. Todas las muestras de suero son densidades ópticas cercanas 

al valor de corte (±0,020) fueron consideradas indeterminadas. 

 

Para todas las determinaciones semicuantitativas de anticuerpos anti-DENV se utilizó un 

lector de microplacas para absorbancias (PHOmo, Autobio Co., LTD), con filtro de lectura 

de 450 nm y de referencia de 620 nm. 
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4.1.8 Detección semicuantitativa de IgM anti-virus de la fiebre amarilla-FAV (grupo de 

validación externa) 

La detección de IgM anti-FAV, en los sueros de los pacientes del grupo de validación 

externa, fue realizada mediante el enzimoinmunoensayo de captura (TARIKI-Fiebre 

Amarilla IgM, INS-Perú), bajo las condiciones especificadas por el Centro Nacional de 

Productos Biológicos del Instituto Nacional de Salud del Perú. 

 

Estos anticuerpos fueron capturados por los anticuerpos anti-IgM humana que sensibilizan 

la superficie interna de poliestireno de los micropocillos. El antígeno concentrado (cepa INS 

287-78) del FAV 177 y el conjugado de HRP concentrado se diluyeron hasta diluciones de 

trabajo (1/10 para el antígeno y 1/100 para el conjugado).  Luego, se adicionó una mezcla 

de volúmenes iguales de antígeno diluido y conjugado diluido para la formación de 

complejos antígeno-conjugado. El suero residual fue eliminado por el proceso de lavado y 

se adicionaron los complejos formados. Después de incubar a 37 C por una hora, se realizó 

un nuevo proceso de lavado. A continuación, se adicionó un sistema de sustrato incoloro, 

constituido por TMB/peróxido de hidrógeno y se incubó por 30 minutos a temperatura 

ambiente en oscuridad. Finalmente, se adicionó la solución de parada, constituida por ácido 

sulfúrico 2 N. 

 

Para la interpretación de resultados, un índice de reactividad >1,1 se consideró positivo, 

con interpretación de presencia de anticuerpos IgM anti-FAV en la muestra de suero 

analizada; mientras que índices de anticuerpos inferiores a 0,9 fueron considerados 

negativos, con interpretación de ausencia de anticuerpos IgM anti-FAV en la muestra de 

suero analizada. Un índice de anticuerpos entre 0,9 y 1,1 se interpretó como muestra de 

resultado indeterminado. 

 

Para todas las determinaciones semicuantitativas de anticuerpos anti-FAV se utilizó un 

lector de microplacas de para absorbancias (PHOmo, Autobio Co., LTD), con filtro de lectura 

de 450 nm y de referencia de 620 nm.  

 

4.1.9 Extracción y purificación de ARN viral (grupo de validación externa) 

Para la extracción y purificación automática y simultánea de ARN viral, a partir de las 

muestras de suero de los pacientes del grupo de validación externa, se utilizó la tecnología 
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de partículas magnéticas del QIAsymphony® Virus/Bacteria Mini Kit (Quiagen, Crawley, 

UK) en combinación con el instrumento QIAsymphony® SP, siguiendo las instrucciones del 

fabricante, antes del análisis de reacción en cadena polimerasa con transcripción inversa 

(RT-PCR) en tiempo real, dado que la tecnología de partículas magnéticas permite purificar 

ácidos nucleicos de alta calidad que carecen de proteínas, nucleasas y otras impurezas. 

 

El procedimiento de purificación automática de ARN viral comprende cuatro pasos: reacción 

del tampón de lisis, unión del ARN viral a las partículas magnéticas, lavado y elución.  

 

En cada proceso de extracción y purificación, se utilizaron cuatro controles positivos 

(DENV-1 cepa West Pac74; DENV-2 cepa S16803; DENV-3 cepa CH53489; DENV-4 cepa 

TUP 360; dilución de trabajo 1/100) y un control negativo (agua ultrapura de grado RCP). 

 

4.1.10 Detección cualitativa y diferenciación de ARN-DENV, ARN-ZIKV, ARN-CHIKV y 

ARN-FAV (grupo de validación externa) 

La identificación simultánea de virus del dengue, virus zika y virus chikungunya, en 

muestras de suero de pacientes del grupo de validación externa, se realizó con un protocolo 

de reacción en cadena de la polimerasa con transcripción reversa en tiempo real (Trioplex, 

CDC, Atlanta, USA) 178 . 

 

En esta prueba molecular, se utilizaron sondas de hidrolisis tipo Taqman® de cebadores y 

doble etiquetado para la detección cualitativa in vitro del ARN de DENV, ZIKV y CHIKV en 

muestras biológicas humanas. En el caso de la sonda específica para DENV utilizada en la 

prueba RT-PCR Trioplex en tiempo real, el fluoróforo para su extremo 5´ corresponde al 

colorante fluoresceína/FAMTM (Abs max 494 nm; EM max 518 nm) y el colorante para su 

extremo 3´ es BHQ-1® (480-580 nm). Para la sonda específica para CHIKV, el fotocromo 

reportero corresponde al colorante fluorescente hexacloro-fluoresceína/HEXTM (Abs max 

535 nm; EM max 556 nm), el cual se inhibe por BHQ-1® (480-580 nm) en su terminal 3’; 

para la sonda específica para ZIKV, la señal del colorante fluorescente CAL Fluor Red 610 

(Abs max 590 nm; EM max 610 nm) en el terminal 5’ se inhibe por BHQ-2® (550-650 nm) 

en su terminal 3’ 178.  
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Para la detección molecular del ARN-DENV se utilizaron VDEN-F, VDEN-R1, VDENV-R2 y 

VDENV-P (SO3684), con blanco en la región 5´-UTR del ARN-DENV. Para el ARN-CHIKV, 

se utilizaron VCHIK-F, VCHIK-R y VCHIK-P (SO3685), con blanco en nSP1. Y en el caso 

del ARN-ZIKV, se utilizaron VZIK-F, VZIK-R y VZIK-P, con blanco en el gen de la envoltura 

de ZIKV (Material Suplementario, Anexo 1). Como condiciones de amplificación se utilizaron 

tres etapas: (I) 30 minutos a 50 C, 1 rep; (II) 2 minutos a 95 C, 1 rep; (IIIa) 15 segundos a 

95 C, 45 ciclos y (IIIb) 1 minuto a 60 C 178. 

 

Los controles positivos para los sets de cebadores y sonda específicos para cada uno de 

los tres arbovirus y el control de espécimen humano-HSC, correspondiente a material de 

células humanas cultivado no infeccioso, utilizado como con control de extracción y como 

control positivo para el set de cebador y sonda de RNasa P-RP, fueron proporcionados por 

el fabricante (CDC; catálogo #KT0167) 178. Toda muestra de suero con valor de Ct inferior 

a 35 fue considerada positiva para la presencia del respectivo arbovirus evaluado (Material 

Suplementario, Anexo 2). 

 

Para la detección molecular de FAV, se tomaron 5,0 µL de ARN viral extraído y purificado, 

para someterlo a RT-PCT en tiempo real en las siguientes condiciones: 12,5 µL de RT-PCR 

master mix (1x), 0,5 µL de oligonucleótidos (10 µM) (Material Suplementario, Anexo 1), 

5,0 µL de sulfato de magnesio (5 mM), 0,5 µL de enzima transcriptasa/platinum Taq mix 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Como condiciones de amplificación se utilizaron: 30 

minutos a 50 C, 1 rep; 2 minutos a 94 C, 1 rep; 15 segundos a 94 C, 40 rep; 30 segundos 

a 55 C, 40 rep; 2 minutos a 72 C, 40 rep; 10 minutos a 72 C, 1 rep. Toda muestra de 

suero con valor de Ct inferior a 35 fue considerada positiva para la presencia de este 

arbovirus. 

 

4.1.11 Serotipificación de ARN-DENV (grupo de validación externa) 

Para la identificación del serotipo DENV en las muestras de suero del grupo de validación 

externa que resultaron positivas para ARN-DENV, se utilizó 10,0 µL del ARN viral, extraído 

y purificado, empleado el protocolo descrito por Lanciotti, et al. 179, con los oligonucleótidos 

descritos en el Anexo 1 (Material Suplementario). Luego de la transcripción reversa de 10 

minutos a 50 C, siguieron 45 ciclos de amplificación. Toda muestra de suero con valor de 
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Ct inferior a 35 fue considerada positiva para la presencia del respectivo serotipo DENV 

evaluado (Material Suplementario, Anexo 3). Todas las reacciones de PCR en tiempo real 

fueron procesadas con un Rotor-Gene Q real time PCR cycler (Qiagen, Hilden. Alemania). 

 

4.1.12 Determinación colorimétrica de los niveles séricos de carbonilos proteicos 

Para la determinación cuantitativa in vitro de carbonilos proteicos (PCOs) en muestras de 

suero, se utilizaron los materiales y reactivos del Protein Carbonyl Colorimetric Assay Kit 

(catalogo no. 10005020; Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI), cumpliendo con las 

especificaciones del fabricante (método convencional).  

 

Brevemente, se realizó una mezcla de 200 µL de la muestra de suero (dilución de trabajo 

1:10) con 800 µL de 2,4-DNPH en un tubo eppendorf-muestra y una mezcla de 200 µL de 

la muestra de suero (dilución de trabajo 1:10) con 800 µL de HCl 2,5 M en un tubo eppendorf 

-control. Estos tubos fueron incubados por una hora a temperatura ambiente en la 

oscuridad, con agitación cada 15 minutos durante la incubación. Luego, se adicionó 1 mL 

de ácido tricloroacético-TCA al 20% y se incubó por cinco minutos, en frío. Seguido, se 

centrifugó a 10 000 x g por 10 minutos a 4 C. A continuación, se descargó el sobrenadante 

y se resuspendió el pellet en 1 mL de TCA al 10%. Se colocó en hielo por cinco minutos y, 

nuevamente, se centrifugó a 10 000 x g por 10 minutos a 4 C. Se descargó el sobrenadante 

y se resuspendió el pellet en 1 mL de una mezcla de etanol/acetato de etilo (1:1); 

nuevamente, se centrifugó a 10 000 x g por 10 minutos a 4 C. Este paso se repitió dos 

veces más. Se resuspendió el pellet en 500 µL de hidrocloruro de guanidina. Seguido de 

una centrifugación a 10 000 x g por 10 minutos a 4 C, se transfirieron 220 µL del 

sobrenadante del tubo de eppendorf-muestra y del tubo de eppendorf-control a su 

respectivo pocillo en una microplaca.  

 

También, se realizó la cuantificación de PCOs utilizando el método alcalino, el cual consiste 

en una neutralización con NaOH 6 M posterior al paso de derivatización con 2,4-DNPH para 

cambiar la absorbancia de la hidrazona conjugada con proteína a 450 nm 87. A diferencia 

del método convencional, en este método alcalino no se requiere realizar los pasos de 

precipitación, lavado y resuspensión de proteínas, antes descritos.  
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En resumen, se realizó una mezcla, a volúmenes iguales, entre 2,4-DNPH y la muestra de 

suero (dilución de trabajo 1:10). Como blanco, se realizó la mezcla, a volúmenes iguales, 

entre 2,4-DNPH y buffer fosfato salino (pH=7,2). Después de 10 minutos de incubación a 

temperatura ambiente, en la oscuridad, se adicionaron 200 µL de NaOH 6 M. Luego, se 

incubó por 10 minutos a temperatura ambiente 87.  

 

Para la comparación entre el método convencional y el método alcalino, se realizaron las 

lecturas de absorbancia en un espectrofotómetro bicromátrico (Stat Fax® 303/PLUS, 

Awareness Technology, Inc. Florida, Estados Unidos), con filtro de lectura de 450 nm y de 

referencia de 620 nm. En cambio, para la determinación de los niveles séricos de PCOs en 

las muestras de suero de los pacientes, se realizaron las lecturas en un lector de 

microplacas para absorbancias (PHOmo, Autobio Co., LTD), con filtro de lectura de 450 nm 

y de referencia de 620 nm. 

 

Los niveles séricos de PCOs fueron ajustados con la concentración de proteínas presente 

en cada muestra (nmoles de PCOs/mg de proteínas). La concentración de proteínas en las 

muestras de suero analizadas, fue estimada utilizando una curva de calibración (0,2-2,0 

mg/mL) de albumina sérica bovina disuelta en hidrocloruro de guanidina, en las condiciones 

sugeridas por el fabricante. 

 

4.1.13 Determinación colorimétrica de los niveles séricos de superóxido dismutasa 

mitocondrial, citosólica y total 

Para la determinación cuantitativa in vitro de la superóxido dismutasa (SOD) en suero, se 

utilizaron los materiales y reactivos del Superoxide Dismutase Assay Kit (catalogo no. 

706002; Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI). La adicción de cianuro de potasio-

KCN (3 mM) al ensayo permitió la inhibición tanto de la Cu/ZnSOD como de la SOD 

extracelular, para de esta forma poder detectar, solamente, la actividad de la superóxido 

dismutasa mitocondrial (MnSOD). 

 

En la preparación de los pocillos para los estándares de SOD, se adicionaron 200 µL del 

detector de radical diluido y 10 µL de uno de los siete estándares del SOD disponibles en 

el kit (0-0,25 U/mL). Para la preparación de los pocillos para las muestras, se adicionaron 

190 µL del detector de radical diluido, 10 µL de KCN 3 mM y 10 µL del suero del paciente 
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(dilución de trabajo 1:5). Para la determinación de la actividad enzimática de SOD total, se 

adicionaron 200 µL del detector de radical diluido y 10 µL del suero del paciente (dilución 

de trabajo 1:5). La reacción se inició con la adición de 20 µL de xantina oxidasa diluida. Al 

blanco, se le adicionó 20 µL del buffer de muestra disponible en el kit. Luego de agitar por 

unos segundos, se incubó por 20 minutos a temperatura ambiente. Se realizaron las 

lecturas en un lector de microplacas para absorbancias (PHOmo, Autobio Co., LTD), con 

filtro de lectura de 450 nm y de referencia de 620 nm. En ausencia del inhibidor KCN 3mM, 

se pudo determinar la actividad enzimática total de SOD y con la diferencia entre los valores 

de actividad enzimática de SOD total y de MnSOD, se pudo estimar la actividad enzimática 

de la isoforma citosólica Cu/ZnSOD. 

 

El coeficiente de variación interensayo para este método fue de 4,6%, obtenido con los 

calibradores disponibles en el kit, pues no existe material de control para esta 

determinación. 

 

4.1.14 Determinación colorimétrica de los niveles séricos de hidroperóxidos lipídicos 

Para la determinación cuantitativa in vitro del contenido de hidroperóxidos lipídicos en 

suero, se utilizaron los materiales y reactivos del Lipid Hydroperoxyde (LPO) Assay Kit 

(catalogo no.705003; Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI).  

 

Inicialmente, la muestra de suero del paciente (dilución de trabajo 1:20) fue sometida a un 

proceso de extracción con etanol y cloroformo, seguido de un paso de centrifugación a 

1 500 x g por cinco minutos a 0 C. Luego, se adicionaron 300 µL del extracto de la muestra, 

300 µL del cromógeno (volúmenes iguales de FTS reactivo 1 y FTS reactivo 2) y 300 µL de 

la mezcla etanol-cloroformo. Se realizó una curva de calibración con los ocho estándares 

de LOOHs (solución etanólica del ácido 13-hidroperoxioctadecadienoico, 13-HpODE, 0,0-

5,0 µM) disponibles en el kit. Se realizaron las lecturas en un lector de microplacas para 

absorbancias (PHOmo, Autobio Co., LTD), con filtro de lectura de 492 nm y de referencia 

de 620 nm. El coeficiente de variación interensayo para este método fue de 5,3%, obtenido 

con los calibradores disponibles en el kit, pues no existe material de control para esta 

determinación. 
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4.1.15 Plan de análisis estadístico de los datos 

Toda la información obtenida a partir de las variables sociodemográficas, clínicas, 

virológicas y de laboratorio de interés, fue almacenada en una base de datos electrónica 

(Microsoft Excel 2010, Microsoft Corp). En la presentación de las variables numéricas 

estudiadas, se utilizaron herramientas de estadística descriptiva, tales como las medidas 

de tendencia central y de dispersión coherentes con la verificación de normalidad de la 

distribución de datos, realizada con una de las pruebas de bondad de ajuste con mayor 

poder estadístico, la prueba de Shapiro-Wilks 180, 181.  

 

En relación con el diseño elegido, las asociaciones estadísticas entre las variables de 

caracterización con la severidad del dengue fueron identificadas con la prueba exacta de 

Fisher, acompañada del respectivo tamaño del efecto (OR-odds ratio 182, con su respectivo 

intervalo de confianza del 95%) para la evaluación del sentido y del nivel de la correlación 

encontrada. Para lograr este propósito estadístico de asociación, se utilizó una prueba de 

hipótesis con la finalidad de rechazar o no la hipótesis nula, expresada así H0: la presencia 

de la variable de caracterización no se asocia con la severidad del dengue. 

 

La comparación de la medida de tendencia central del biomarcador evaluado entre los 

casos y los controles fue realizada con la prueba de t de Student de muestras 

independientes o con la prueba U de Mann-Whitney, de acuerdo con el cumplimiento del 

supuesto de normalidad. También, se estimó el respectivo tamaño del efecto (d de Cohen 

o coeficiente r de Rosenthal, respectivamente) 182. Para lograr este propósito estadístico de 

comparación, se utilizó una prueba de hipótesis con la finalidad de rechazar o no la hipótesis 

nula, expresada así H0: las medidas de tendencia central del biomarcador de estrés 

oxidativo evaluado en los pacientes con dengue grave y en los pacientes con dengue con 

signos de alarma, son iguales (µd=0). 

 

Dependiendo del cumplimiento del supuesto de normalidad, para las comparaciones 

múltiples de la medida de tendencia central de un biomarcador evaluado entre más de dos 

grupos de pacientes, se realizó una prueba F de ANOVA de un factor o una prueba H de 

Kruskal-Wallis, seguida de una prueba de comparación por parejas, como la prueba de 

Dunnett (prueba post-hoc). Este propósito estadístico de comparación fue alcanzado, 

realizando una prueba de hipótesis con la finalidad de rechazar o no la hipótesis nula, 
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expresada así H0: las medidas de tendencia central del biomarcador de estrés oxidativo 

evaluado en los pacientes con dengue grave, en los pacientes con dengue con signos de 

alarma, en los pacientes con dengue sin signos de alarma, en los pacientes con infección 

por virus zika y en los pacientes con evidencia de reacciones cruzadas entre arbovirus, son 

iguales (µd=0). 

 

En el grupo de derivación, la elección del punto de corte óptimo o punto óptimo diagnóstico 

de cada predictor candidato, se basó en el valor máximo del Índice de Youden (J), obtenido 

a partir del análisis de la curva ROC (del inglés, Receiver Operating Characteristic). Para 

cada uno de estos umbrales diagnósticos, se estimaron los parámetros de validez y 

seguridad diagnóstica, con su respectivo intervalo de confianza del 95%.  

 

Para establecer la relación entre el criterio o variable de respuesta dicotómica (dengue 

grave) con las variables predictoras o factores (punto óptimo diagnóstico de los 

biomarcadores analizados, predictor dicotomizado), dentro de un diseño de casos y 

controles, se utilizaron modelos estadísticos de regresión logística binaria (método 

automático de pasos hacia adelante-condicional) y de regresión probit binario. De igual 

manera, se aplicaron estos modelos de regresión, utilizando los valores continuos (predictor 

continuo) de los biomarcadores analizados. 

 

La validación interna del mejor modelo pronóstico fue realizada en un subgrupo de 

pacientes, pertenecientes del grupo de derivación, seleccionados al azar, por el método de 

bootstrap, como técnica de remuestreo, para así realizar la evaluación de la calibración del 

modelo mediante la prueba estadística de bondad de ajuste global de Hosmer-Lemeshow 

o con la puntuación de eficiencia estadística de ROA. Como medidas de discriminación se 

utilizaron: el AUC o estadístico c 183, estimada por vía no paramétrica, y el coeficiente de 

determinación (pseudo-R2) de Nalgerke .  

 

La interpretación de los valores de exactitud global (AUC) se realizó de acuerdo con los 

criterios de Swets 184. Para la comparación de dos valores de exactitud global se utilizó la 

prueba estadística de Hanley y McNei185, como prueba de homogeneidad de áreas (prueba 

de Ji-cuadrado). 
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En este propósito estadístico de predicción, se utilizaron las siguientes pruebas de 

hipótesis:  

 

- Prueba de hipótesis relacionada con la bondad de ajuste del modelo (H0: el uso del 

punto de corte óptimo del biomarcador de estrés oxidativo evaluado no mejora, de 

manera significativa, la predicción de la probabilidad de ocurrencia del dengue grave en 

los pacientes del grupo de derivación). 

 

- Prueba de hipótesis relacionada con la capacidad discriminativa del modelo pronóstico 

basado en el punto óptimo diagnóstico (predictor continuo, H0: el modelo pronóstico 

basado en la concentración sérica del biomarcador de estrés oxidativo evaluado no 

puede distinguir a los pacientes con dengue grave de los pacientes con dengue con 

signos de alarma; predictor dicotomizado, H0: la probabilidad de ocurrencia del dengue 

grave en la población no se puede pronosticar por la aplicación del modelo pronóstico 

basado en el punto óptimo diagnóstico del biomarcador de estrés oxidativo evaluado). 

 

- Prueba de hipótesis relacionada con la capacidad pronóstica del modelo (H0: la 

eliminación del biomarcador de estrés oxidativo evaluado de la ecuación de regresión 

no produce cambios significativos en el logaritmo de verosimilitud del modelo).  

 

- Prueba de hipótesis relacionada con la comparación de la capacidad discriminativa del 

modelo pronostico basado en el punto óptimo diagnóstico en los grupos etarios 

evaluados (H0: la capacidad discriminativa del modelo pronóstico basado en el punto 

óptimo diagnóstico, es igual en niños y en adultos). 

 

- Pruebas de hipótesis relacionadas con la comparación de dos curvas ROC (H0: las 

áreas bajo las curvas ROC de los biomarcadores de estrés oxidativo evaluados, son 

iguales; H0: las áreas bajo las curvas ROC de los modelos pronósticos elegidos, son 

iguales). 

 

Todos p-valores estimados en las pruebas de hipótesis realizadas, fueron interpretados 

utilizando los criterios de Sterne and Smith 186. Pero, para establecer diferencias 

estadísticamente significativas entre dos grupos independientes, se interpretaron los 
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intervalos de confianza del 95% de la diferencia (IC95%dif) entre proporciones 

independientes, entre medias o entre medianas, según la naturaleza de la variable o con el 

cumplimiento del supuesto de normalidad.  

 

Para la evaluación de la transportabilidad geográfica (validez externa) del mejor modelo 

pronóstico, se utilizó un nuevo grupo de casos y controles constituidos por pacientes con 

diagnóstico de dengue grave y con signos de alarma, respectivamente, notificados al 

Instituto Nacional de Salud del Perú (grupo de validación externa). En esta evaluación se 

utilizaron las mismas pruebas estadísticas señaladas para la evaluación de la calibración y 

discriminación de modelos pronósticos.  Finalmente, se utilizó la estrategia de la doble 

validación cruzada, la cual consistió en utilizar cada grupo para estimar un modelo 

pronóstico para aplicar en el otro 187.  

 

Todos los procedimientos estadísticos correspondientes al plan de análisis de datos fueron 

realizados en cuatro softwares estadísticos: IBM® SPSS® Statistics versión 23.0 (IBM Corp, 

Armonk, New York), GraphPad PRISM® versión 6.01 (GraphPad software, San Diego, CA), 

EpiDat 3.1® (Dirección Xeral de Innovación e Xestión da Saúde Pública, Xunta de Galicia, 

España, Organización Panamericana de la Salud e Instituto Superior de Ciencias Médicas 

de La Habana) y Stata® versión 14.2 (Stata Corporation, College Station, TX, USA). 

 

4.1.16 Consideraciones éticas 

Según la Resolución N 8430 de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia-Artículo 11, el 

presente estudio correspondió a una investigación sin riesgo por ser un estudio 

retrospectivo con registro de datos a partir de la revisión de las historias clínicas de los 

pacientes seleccionados o de las fichas de notificación epidemiológica y, además, se 

utilizaron las muestras de suero conservadas para la evaluación de los analitos de interés, 

sin ninguna intervención o modificación intencionada de la variables biológicas, fisiológicas, 

sicológicas o sociales de los individuos que participaron en la investigación. El presente 

estudio fue revisado y aprobado por la IPS Universitaria sede Barranquilla-Colombia 

(Material Suplementario, Anexo 4) y por el Instituto Nacional de Salud del Perú (Material 

Suplementario, Anexo 5).  
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5. Resultados  

5.1 Características de la población de estudio 

 

5.1.1 Grupo de derivación. 

Los pacientes pediátricos procedían de Barranquilla y presentaron la misma mediana para 

la edad (11 años; RIC: 10 a 13), en casos y en controles. El sexo masculino fue 

predominante (63,3%; 38/60; IC95% 50,7% a 74,4%), sin evidencia de asociación 

estadística o diferencia significativa respecto a la severidad del dengue (prueba exacta de 

Fisher, p=0,573; IC95%dif -15,8% a 31,8%). 

 

La mediana para los días de evolución del dengue fue similar en casos y controles (5 días 

vs. 4 días; U de Mann-Whitney=479; p=0,192; IC95%dif -1,0 día a 0,0 día). Sin embargo, los 

pacientes pediátricos con dengue grave presentaron una mayor mediana de estancia 

hospitalaria respecto a los que desarrollaron dengue con signos de alarma (5 días vs. 3 

días; IC95%dif 1,0 día a 3,0 días). Adicionalmente, se encontró una fuerte asociación 

estadística y directamente proporcional entre la severidad del dengue y el número de días 

de estancia hospitalaria (coeficiente r de Rosenthal=0,6; p≤0,0001).  

 

La mayoría de los casos seleccionados (90,0%; 18/20; IC95% 69,9% a 97,2%) presentaron 

manifestaciones de fuga plasmática (taquicardia, derrame pleural o incremento del 

hematocrito) o evidencias clínicas de daño orgánico grave (hepatitis o insuficiencia renal 

aguda, principalmente), coincidiendo ambos tipos de manifestaciones graves en el 44,4% 

(8/18; IC95% 24,6% a 66,3%) de estos casos. 

 

No se pudo encontrar evidencia de asociación estadística entre la severidad del dengue y 

la sintomatología asociada a esta enfermedad febril, excepto para la presencia de astenia 

(prueba exacta de Fisher, p=0,036; OR=6,3; IC95% 1,1 a 36,3), la cual presentó una fuerte 

asociación estadística y directamente proporcional con la severidad del dengue en esta 

población pediátrica. Igualmente, se detectó una fuerte asociación estadística y 

directamente proporcional entre la presencia de trombocitopenia y la severidad del dengue 

(prueba exacta de Fisher, p=0,001; OR=12,0; IC95% 3,4 a 41,8). 
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En el caso de los niveles alterados de transaminasas, transaminasa glutámico-pirúvica-GPT 

y transaminasa glutámico oxalacética-GOT, estas enzimas presentaron una fuerte 

asociación estadística y directamente proporcional con dengue grave en este grupo de 

pacientes pediátricos (prueba exacta de Fisher, p=0,0007; OR=8,5; IC95% 2,5 a 28,9 y 

p=0,0001; OR=13,8; IC95% 3,8 a 49,6; respectivamente).  

 

Aproximadamente, el 50,0% (10/20; IC95%dif 29,9% a 70,1%) de los casos y el 30,0% 

(12/40; IC95%dif 18,1% a 45,4%) de los controles presentaron evidencia serológica 

sugestiva de reinfección, pero sin mostrar diferencias estadísticamente significativas entre 

ellos (prueba exacta de Fisher, p=0,161; IC95%dif -5,3% a 43,4%). El resto de variables 

estudiadas en esta población pediátrica se presentan en la Tabla 1. 

 

5.1.2 Grupo de validación externa 

La mayoría de los casos procedían de los departamentos de Ucayali (6/20), Madre de Dios 

(3/20), Loreto (2/20), Lima (2/20) y Trujillo (2/20). El 72,5% de los controles procedían de 

los departamentos de Ucayali (25/40) y Madre de Dios (4/40).  

 

En este grupo, la mediana para la edad de los casos fue comparable con la estimada para 

los controles (20 años vs. 16 años; U de Mann-Whitney=339,5; p=0,347; IC95%dif -10,0 a 

4,0). Tampoco se encontró diferencia estadísticamente significativa en la distribución de 

casos y de controles entre los pacientes pediátricos y los pacientes mayores de 15 años 

(IC95%dif -6,4% a 41,4%; prueba exacta de Fisher, p=0,174). Igualmente, no se pudo 

encontrar asociación estadística o diferencia significativa entre la severidad del dengue y el 

sexo del paciente (prueba exacta de Fisher, p=0,176; IC95%dif -6,3% a 42,7%). 

 

Aunque se observó una moderada asociación estadística entre la presencia de dengue 

grave y el número de días de evolución de la enfermedad (coeficiente r de Rosenthal=0,3; 

p=0,031), no se pudo encontrar una diferencia estadísticamente significativa al comparar 

casos y controles (5 días vs. 4 días, respectivamente; IC95%dif -1,0 día a 0,0 días). 

 

Aproximadamente, el 42,5% (17/40; IC95% 28,5% a 57,8%) de los casos seleccionados 

presentaron manifestaciones de fuga plasmática (extremidades frías, pulso débil, distrés 

respiratorio o incremento del hematocrito, principalmente) o evidencias clínicas de daño 
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orgánico grave (letargia, principalmente), coincidiendo ambos tipos de manifestaciones 

graves en el 82,4% (14/17; IC95% 59,0% a 93,8%) de estos casos. 

 

Los únicos síntomas que presentaron una fuerte asociación estadística con la severidad del 

dengue, pero con alta imprecisión, fueron: astenia (prueba exacta de Fisher, p=0,004; 

OR=16,7; IC95% 2,3 a 113,1) y letargia (prueba exacta de Fisher, p=0,0004; OR=15,6; 

IC95% 2,9 a 82,8), en cambio, la presencia de distrés respiratorio (prueba exacta de Fisher, 

p=0,042; OR=3,4; IC95% 1,1 a 10,7) mostró una moderada asociación estadística con 

dengue grave. El resto de variables evaluadas en el grupo de validación externa, se 

presenta en la Tabla 2. 

 

Ahora bien, el distrés respiratorio por acumulación de líquidos fue la única sintomatología 

que se relacionó con el dengue grave en la población pediátrica peruana, mostrando una 

fuerte asociación estadística, pero con alta imprecisión (prueba exacta de Fisher, p=0,013; 

OR=18,0; IC95% 2,2 a 151,7) (Tabla 3). 

 

Aproximadamente, el 55,0% (11/20; IC95% 34,2% a 74,2%) de los casos y el 40,0% (16/40; 

IC95% 26,4% a 55,4%) de los controles presentaron evidencia serológica sugestiva de 

reinfección, pero sin mostrar diferencias estadísticamente significativas (prueba exacta de 

Fisher, p=0,288; IC95%dif -10,9% a 38,5%). 

 

En tan solo el 25,0% (4/20; IC95%11,2% a 46,9%) de los casos y el 30,0% (12/40; IC95% 

18,1% a 45,4%) de los controles se pudo identificar al serotipo DENV infectante, siendo 

DENV-2, el único identificado. No se detectó la presencia del genoma de ZIKV, CHIKV o 

FAV en las muestras de suero analizadas.  
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Tabla 1. Características clínicas y de laboratorio de pacientes pediátricos con dengue grave 
y dengue con signos de alarma, Grupo de derivación, Barranquilla, 2014-2016 

Variables de estudio Dengue grave 
n (%) 

DCSA  
n (%) 

p-valor* 

Fiebre 20 (100,0) 40 (100,0) NE 

Dolor lumbar 10 (50,0) 24 (60,0) 0,582 

Dolor retroocular 15 (75,0) 28 (70,0) 0,769 

Frecuencia respiratoria alterada 3 (15,0) 2 (5,0) 0,322 

Frecuencia cardiaca alterada 3 (15,0) 3 (7,5) 0,390 

Astenia 5 (25,0) 2 (5,0) 0,036 

Vómitos persistentes 10 (50,0) 24 (60,0) 0,582 

Letargia 0 (0,0) 6 (15,0) NE 

Petequias 2 (10,0) 1 (2,5) 0,255 

Exantema 5 (25,0) 10 (25,0) 0,998 

Edema 1 (5,0) 3 (7,5) 0,998 

Epistaxis 4 (20,0) 4 (10,0) 0,422 

Gingivorragias 3 (15,0) 0 (0,0) NE 

Hematemesis 2 (10,0) 0 (0,0) NE 

Distención abdominal 13 (65,0) 21 (52,5) 0,416 

Derrame pleural 3 (15,0) 0 (0,0) NE 

Hemoglobina<12 g/dL 3 (15,0) 14 (35,0) 0,136 

Incremento del HCT 9 (45,0) 11 (27,5) 0,246 

RLD (al ingreso hospitalario)    

Trombocitopenia 15 (75,0) 8 (20,0) 0,001 

Neutropenia 4 (20,0) 13 (32,5) 0,375 

Linfopenia 4 (20,0) 13 (32,5) 0,375 

Monocitosis 7 (35,0) 12 (30,0) 0,772 

Linfocitosis 5 (25,0) 18 (45,0) 0,166 

Basofilia 3 (15,0) 6 (15,0) 0,998 

Neutrofilia 6 (30,0) 12 (30,0) 0,998 

BUN alterado 1 (5,0) 2 (5,0) 0,998 

Creatinina alterada 4 (20,0) 3 (7,5) 0,208 

GPT alteradas 12 (60,0) 6 (15,0) 0,0007 

GOT alteradas 16 (80,0) 9 (22,5) 0,0001 
       * estimado por la prueba exacta de Fisher; DCSA: Dengue con signos de alarma; NE: no estimado;  

RLD: recuento de leucocitos diferencial; HCT: hematocrito; BUN: nitrógeno ureico sérico;  
GPT: transaminasa glutámico-pirúvica; GOT: transaminasa glutámico-oxalacética;  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Capítulo 5 
 

46 
 

Tabla 2. Características clínicas y de laboratorio de pacientes con dengue grave y dengue 
con signos de alarma, grupo de validación externa, Perú, 2018 

 
Variables de estudio Dengue grave 

n (%) 
DCSA  
n (%) 

p-valor* 

Fiebre 20 (100,0) 40 (100,0) NE 

Astenia 6 (30,0) 1 (2,5) 0,004 

Epistaxis 2 (10,0) 2 (5,0) 0,595 

Petequias 0 (0,0) 1 (2,5) NE 

Gingivorragias 1 (5,0) 1 (2,5) 0,998 

Exantema 5 (25,0) 15 (37,5) 0,395 

Mialgias 17 (85,0) 29 (72,5) 0,347 

Artralgias 14 (70,0) 34 (85,0) 0,189 

Letargia 9 (45,0) 11 (27,5) 0,0004 

Lipotimia 3 (15,0) 1 (2,5) 0,103 

Vómitos persistentes 13 (65,0) 30 (75,0) 0,545 

Hematemesis 1 (5,0) 4 (10,0) 0,656 

Melenas 1 (5,0) 0 (0,0) NE 

Hematuria 2 (10,0) 1 (2,5) 0,255 

Distensión abdominal 13 (65,0) 30 (75,0) 0,545 

Derrame seroso 3 (15,0) 0 (0,0) NE 

Hipotermia 4 (20,0) 0 (0,0) NE 

Disminución de la diuresis 3 (15,0) 2 (5,0) 0,322 

Distrés respiratorio 10 (50,0) 9 (22,5) 0,042 

Extremidades frías 7 (35,0) 0 (0,0) NE 

PAD≤20 mmHg 5 (25,0) 0 (0,0) NE 

Pulso débil 5 (25,0) 0 (0,0) NE 

Trombocitopenia 2 (10,0) 11 (27,5) 0,186 

Incremento del HCT 5 (25,0) 21 (52,5) 0,056 
          * estimado por la prueba exacta de Fisher; DCSA: Dengue con signos de alarma;  

    PAD: presión arterial diferencial; HCT: hematocrito; NE: no estimado  
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Tabla 3. Características clínicas y de laboratorio de pacientes pediátricos con dengue grave 
y dengue con signos de alarma, grupo de validación externa, Perú, 2018 

 
Variables de estudio Dengue grave 

n (%) 
DCSA  
n (%) 

p-valor* 

Fiebre 6 (100,0) 20 (100,0) NE 

Astenia 1 (16,7) 0 (0,0) NE 

Epistaxis 0 (0,0) 2 (10,0) NE 

Petequias 0 (0,0) 1 (2,5) NE 

Gingivorragias 0 (0,0) 1 (2,5) NE 

Exantema 2 (33,3) 7 (35,0) 0,998 

Mialgias 5 (83,3) 9 (45,0) 0,170 

Artralgias 4 (66,7) 14 (70,0) 0,998 

Letargia 6 (100,0) 0 (0,0) NE 

Lipotimia 1 (1,7) 1 (5,0) 0,415 

Vómitos persistentes 4 (66,7) 12 (60,0) 0,998 

Hematemesis 0 (0,0) 0 (0,0) NE 

Melenas 0 (0,0) 0 (0,0) NE 

Hematuria 1 (16,7) 1 (5,0) 0,415 

Distensión abdominal 4 (66,7) 17 (85,0) 0,558 

Derrame seroso 2 (33,3) 0 (0,0) NE 

Hipotermia 0 (0,0) 0 (0,0) NE 

Disminución de la diuresis 0 (0,0) 0 (0,0) NE 

Distrés respiratorio 4 (66,7) 2 (10,0) 0,013 

Extremidades frías 2 (33,3) 0 (0,0) NE 

PAD≤20 mmHg 2 (33,3) 0 (0,0) NE 

Pulso débil 0 (0,0) 0 (0,0) NE 

Trombocitopenia 1 (16,7) 2 (10,0) 0,998 

Incremento del HCT 2 (33,3) 4 (20,0) 0,596 
          * estimado por la prueba exacta de Fisher; DCSA: Dengue con signos de alarma;  

    PAD: presión arterial diferencial; HCT: hematocrito; NE: no estimado 
 

5.2 Comportamiento de los niveles séricos de los biomarcadores   

 

5.2.1 Niveles de carbonilos proteicos en muestras de suero de pacientes pediátricos 

(grupo de derivación) 

Para la determinación cuantitativa de PCOs en la muestras de suero se utilizó el método 

alcalino de 2,4-DNPH (Apéndice 1, Material Suplementario). Con este método, se estimaron 

medianas para la concentración de PCOs de 23,49 nmol/mL (RIC: 21,53 a 26,91) y 16,26 

nmol/mL (RIC: 14,41 a 18,16) para casos y controles, respectivamente. Al ajustar estos 

valores con las concentraciones séricas de proteínas, se encontraron 7,30 nmol de 

PCOs/mg de proteína (RIC: 6,75 a 8,60) en los pacientes pediátricos con dengue grave y 

4,82 nmol de PCOs/mg de proteína (RIC: 4,52 a 5,31) en los niños con dengue con signos 

de alarma.  
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Se pudo demostrar una diferencia estadísticamente significativa entre los valores séricos 

estimados en casos y controles, tanto con las concentraciones séricas de PCOs no 

ajustadas (IC95%dif 4,03 a 9,08 nmol/mL), como en las ajustadas con el nivel de proteínas 

séricas del paciente (IC95%dif 1,45 a 2,95 nmol de PCOs/mg de proteína). También se 

encontró una fuerte asociación estadística y directamente proporcional entre la severidad 

del dengue y las concentraciones séricas de PCOs (concentraciones de PCOs no 

ajustadas: coeficiente r de Rosenthal=0,5; p=0,0001; concentraciones de PCOs ajustadas: 

coeficiente r de Rosenthal=0,5; p=0,0002) (Figura 1a y 1b). 

 

5.2.2 Actividad enzimática de superóxido dismutasa mitocondrial, citosólica y total (grupo 

de derivación) 

Para este biomarcador, se encontraron valores séricos de 1,39 ± 0,05 U/mL en los niños 

con diagnóstico de dengue grave, mientras que en los niños con dengue con signo de 

alarma se encontraron 1,41 ± 0,10 U de MnSOD/mL. No se pudo encontrar diferencia 

estadísticamente significativa entre estos dos valores de actividad enzimática (IC95%dif -

0,02 a 0,06 U/mL de MnSOD; prueba t de Student para muestras independientes, t=0,988; 

gl: 58; p=0,327) (Material Suplementario, Figura S1a). 

 

Al mismo tiempo, se estimaron las actividades enzimáticas de SOD total y de la isoforma 

citosólica Cu/ZnSOD. En los casos, se encontraron valores séricos de 3,21 ± 0,05 U/mL y 

de 1,82 ± 0,07 U/mL, respectivamente. Y en los controles, se encontraron niveles séricos 

de SOD total de 3,18 ± 0,05 U/mL y niveles séricos de Cu/ZnSOD de 1,78 ± 0,10 U/mL.  

 

También, se encontró evidencia de asociación estadística, entre moderada y fuerte, de la 

actividad enzimática de SOD total con la severidad del dengue (prueba t de Student para 

muestras independientes, t=1,989; gl: 39,83; p=0,054; d de Cohen=0,7).  

 

Además, la actividad enzimática de la isoforma Cu/ZnSOD también se asoció, pero con una 

magnitud entre débil y moderada, con el dengue grave (prueba t de Student para muestras 

independientes, t=1,996; gl: 52,96; p=0,051; d de Cohen=0,4).  
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La moderada fuerza de los datos contra la hipótesis nula, representada por el p-valor 

estimado para la relación entre la actividad enzimática total de SOD con la severidad del 

dengue, estuvo acompañada con la escasa ausencia de diferencia estadísticamente 

significativa detectada para la comparación de los niveles séricos de SOD total entre los 

pacientes con dengue grave y con dengue con signos de alarma (IC95%dif -0,0004 a 0,05 

U/mL).  

 

Lo anterior, también se presentó con la relación entre la actividad enzimática de la isoforma 

Cu/ZnSOD y el diagnóstico de dengue grave en los niños evaluados (IC95%dif -0,0002 a 

0,09 U/mL) (Material Suplementario, Figuras S1b y S1c). 

 

5.2.3 Niveles de hidroperóxidos lipídicos en muestras de suero de pacientes pediátricos 

(grupo de derivación) 

En este grupo, se encontraron niveles séricos de LOOHs de 61,20 ± 6,88 µM en los niños 

con dengue grave y de 59,79 ± 7,08 µM en los niños con dengue con signos de alarma. No 

se encontró asociación estadística entre los niveles séricos de este biomarcador con la 

severidad del dengue (prueba t de Student para muestras independientes, t=-0,735; gl: 58; 

p=0,465), ni diferencia estadísticamente significativa al comparar estos valores séricos 

(IC95%dif -5,26 a 2,43 µM de LOOHs) (Material Suplementario, Figura S2). 
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Figura 1. Comparación entre las concentraciones de carbonilos proteicos en las muestras de suero de pacientes pediátricos con 
dengue grave y con dengue con signos de alarma (DCSA). Grupo de derivación, Barranquilla, 2014-2016 
A: concentraciones no ajustadas; B: concentraciones ajustadas. Las barras representan la mediana y el rango intercuartílico de 
los datos 
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5.2.4 Niveles de carbonilos proteicos en muestras de suero de pacientes (grupo de 

validación externa) 

En este grupo de validación externa, se estimó una mediana para la concentración sérica 

de este biomarcador de 20,02 nmol/mL (RIC: 18,34 a 21,59) para los pacientes con 

diagnóstico de dengue grave y, en los controles, una mediana de 13,62 nmol de PCOs/mL 

(RIC: 12,11 a 16,26).  

 

En los casos, la mediana para la concentración ajustada de PCOs fue de 6,95 nmol/mg de 

proteína (RIC: 6,63 a 7,56). Y en los controles, la mediana para los niveles séricos ajustados 

fue de 4,47 nmol de PCOs/mg de proteína (RIC: 4,00 a 5,19).  

 

Las concentraciones séricas de PCOs en los pacientes con dengue grave fueron 

significativamente superiores en comparación con las estimadas en los pacientes con 

dengue con signos de alarma (niveles séricos no ajustados: IC95%dif 3,42 a 7,34 nmol de 

PCOs/mL y niveles séricos ajustados: IC95%dif 1,59 a 2,84 nmol de PCOs/mg de proteína). 

 

Adicional a esto, se encontró una fuerte asociación estadística y directamente proporcional 

entre el diagnóstico de dengue grave y los niveles séricos de PCOs (niveles séricos no 

ajustados: coeficiente r de Rosenthal=0,6; p<0,0001; niveles séricos ajustados: coeficiente 

r de Rosenthal=0,6; p<0,0001) (Figuras 2a y 2b).  

 

Algo semejante se presentó al comparar las medianas para los niveles séricos de PCOs 

entre casos y controles pediátricos (concentraciones no ajustadas: 20,13 nmol/mL vs. 12,11 

nmol/mL, respectivamente; IC95%dif 5,33 a 9,42 nmol/mL; coeficiente r de Rosenthal=0,6; 

p=0,001; concentraciones ajustadas: 8,40 nmol/mg de proteína vs. 4,29 nmol/mg de 

proteína, respectivamente; IC95%dif 2,27 a 4,82 nmol/mg de proteína; coeficiente r de 

Rosenthal=0,7; p<0,0001) y entre casos y controles adultos (concentraciones no ajustadas: 

19,74 nmol/mL vs. 15,00 nmol/mL, respectivamente; IC95%dif 0,62 a 6,17 nmol/mL; 

coeficiente r de Rosenthal=0,5; p=0,007; concentraciones ajustadas: 6,42 nmol/mg de 

proteína vs. 4,63 nmol/mg de proteína, respectivamente; IC95%dif 0,84 a 2,43 nmol/mg de 

proteína; coeficiente r de Rosenthal=0,5; p=0,001). 
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Por otra parte, se estimaron las concentraciones de este marcador biológico en muestras 

de suero de pacientes con: dengue sin signos de alarma, infectado con ZIKV y evidencia 

serológica o molecular de la presencia de DENV y otro arbovirus. Los niveles séricos de 

PCOs evaluados en estos tres grupos fueron similares a los estimados en pacientes con 

dengue con signos de alarma (niveles séricos sin ajustar: H de Kruskal-Wallis=5,812; gl: 3; 

n=90; p=0,121; niveles séricos ajustados: H de Kruskal-Wallis=1,821; gl: 3; n=90; p=0,610).  

 

Algo diferente fue encontrado al ser comparados con las concentraciones séricas de PCOs 

estimadas en los pacientes con dengue grave (niveles séricos sin ajustar: H de Kruskal-

Wallis=31,37; gl: 4; n=110; p<0,0001; niveles séricos ajustados: H de Kruskal-

Wallis=38,382; gl: 4; n=110; p<0,0001) (Figuras 3a y 3b).  
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Figura 2. Comparación entre las concentraciones de carbonilos proteicos (PCOs) en las muestras de suero de pacientes con 
dengue grave y con dengue con signos de alarma (DCSA). Grupo de validación externa, Perú, 2018 
A: concentraciones no ajustadas; B: concentraciones ajustadas. Las barras representan la mediana y el rango intercuartílico de los 
datos 
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Figura 3. Comparación entre las concentraciones de carbonilos proteicos (PCOs) en las muestras de suero de pacientes con 
dengue grave, dengue con signos de alarma (DCSA), dengue sin signos de alarma (DSSA), infectados con virus zika (ZIKV) y con 
reacción cruzada (R. Cruzada: DENV + otro arbovirus). Grupo de validación externa, Perú, 2018 
A: concentraciones no ajustadas; B: concentraciones ajustadas. Las barras representan la mediana y el rango intercuartílico de los 
datos. 
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5.2.5 Actividad enzimática de superóxido dismutasa mitocondrial en muestras de suero 

de pacientes (grupo de validación externa) 

Las concentraciones séricas de MnSOD fueron estimadas en 1,65 ± 0,05 U/mL en los casos 

y en 1,61 ± 0,13 U/mL en los controles. Estos niveles séricos no se asociaron con el dengue 

grave (prueba t de Student para muestras independientes, t=-1,631; gl: 54,25; p=0,109), ni 

tampoco se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre los pacientes con 

dengue grave y los pacientes con dengue con signos de alarma (IC95%dif -0,08 a 0,01 U de 

MnSOD/mL). 

 

Algo similar fue encontrado con las actividades enzimáticas de SOD total (casos vs. 

controles: 3,77 ± 0,04 U/mL vs 3,75 ± 0,03 U/mL, respectivamente; prueba t de Student 

para muestras independientes, t=-1,365; gl: 28,56; p=0,183; IC95%dif -0,03 a 0,01 U de 

MnSOD/mL) y de Cu/ZnSOD (casos vs. controles: 2,12 ± 0,05 U/mL vs 2,14 ± 0,13 U/mL, 

respectivamente; prueba t de Student para muestras independientes, t=0,973; gl: 56,71; 

p=0,335; IC95%dif -0,02 a 0,07 U de MnSOD/mL) (Material Suplementario, Figuras S3a, S3b 

y S3c). 

 

Los resultados obtenidos con la prueba post-hoc permiten señalar que los niveles séricos 

de MnSOD en los pacientes con dengue grave fueron significativamente superiores que los 

estimados en los pacientes con dengue sin signos de alarma (IC95%dif 0,03 a 0,19 U/mL; 

p=0,005) y en los infectados con ZIKV (IC95%dif 0,04 a 0,21 U/mL; p=0,002). Asimismo, se 

determinó que la actividad enzimática de MnSOD fue significativamente superior en los 

pacientes con dengue con signos de alarma que en los pacientes infectados con virus ZIKV 

(IC95%dif 0,01 a 0,17 U/mL; p=0,028) (Figura 4). 

 

Tanto para SOD total como para la isoenzima Cu/ZnSOD, las actividades enzimáticas de 

ambas resultaron significativamente superiores en los pacientes con dengue grave en 

comparación con los infectados por virus zika (SOD total: IC95%dif 0,92 a 1,20 U/mL; 

p<0,0001 y CU/ZnSOD: IC95%dif 0,32 a 0,67 U/mL; p<0,0001) o con los categorizados con 

reacción cruzada (SOD total: IC95%dif 0,78 a 1,10 U/mL; p<0,0001 y Cu/ZnSOD: IC95%dif 

0,26 a 0,66 U/mL; p<0,0001) (Figuras 5 y 6). 
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Figura 4. Comparación entre las concentraciones de superóxido dismutasa mitocondrial 
(MnSOD) en las muestras de suero de pacientes con dengue grave, dengue con signos de 
alarma (DCSA), dengue sin signos de alarma (DSSA), infectados con virus zika (ZIKV) y con 
reacción cruzada (R. Cruzada: DENV + otro arbovirus). Grupo de validación externa, Perú, 
2018 
*p=0,005; **p=0,002; ***p=0,028. La barra representa la desviación estándar de los datos. 
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Figura 5. Comparación entre las concentraciones de superóxido dismutasa total (SOD total) 
en las muestras de suero de pacientes con dengue grave, dengue con signos de alarma 
(DCSA), dengue sin signos de alarma (DSSA), infectados con virus zika (ZIKV) y con 
reacción cruzada (R. Cruzada: DENV + otro arbovirus). Grupo de validación externa, Perú, 
2018 
*p<0,0001; **p<0,0001. La barra representa la desviación estándar de los datos. 
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Figura 6. Comparación entre las concentraciones de superóxido dismutasa citosólica 
(Cu/ZnSOD) en las muestras de suero de pacientes con dengue grave, dengue con signos 
de alarma (DCSA), dengue sin signos de alarma (DSSA), infectados con virus zika (ZIKV) y 
con reacción cruzada (R. Cruzada: DENV + otro arbovirus). Grupo de validación externa, 
Perú, 2018 
*p<0,0001; **p<0,0001. La barra representa la desviación estándar de los datos. 

 
 
5.2.6 Niveles de hidroperóxidos lipídicos en muestras de suero de pacientes (grupo de 

validación externa) 

No se pudo encontrar diferencias estadísticamente significativas al comparar los valores 

séricos de LOOHs estimados en los pacientes con dengue grave con los estimados en los 

pacientes con dengue con signos de alarma (33,21 ± 11,94 µM vs 32,82 ± 11,49 µM, 

respectivamente; IC95%dif -6,77 a 5,99 µM; prueba t de Student para muestras 

independientes, t=-0,123M gl: 58; p=0,903).  

 

Algo semejante se presentó al realizar las comparaciones múltiples de los valores séricos 

estimados de este biomarcador entre los cinco grupos de pacientes estudiados (Prueba de 

ANOVA de un factor, F=0,085; gl: 4; p=0,987) (Material Suplementario, Figura S4). 

 

5.3 Punto de corte óptimo y área bajo la curva de cada biomarcador  

El área bajo la curva (AUC) de los niveles séricos de PCOs en la población pediátrica 

estudiada fue calculada en 80,6% (IC95% 68,6% a 92,6%), siendo identificado como punto 

óptimo diagnóstico: 18,50 nmol de PCOs/mL (J=0,63) (Figura 7). Y para las 

concentraciones ajustadas de este biomarcador, se estimó una AUC de 80,2% (IC95% 
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67,2% a 93,2%), con 5,29 nmol de PCOs/mg de proteína como punto óptimo diagnóstico 

(J=0,65) (Figura 8). En ambos casos (niveles séricos no ajustados: p=0,0001 y niveles 

séricos ajustados: p=0,0002), se observó una fuerte evidencia en los datos para rechazar 

la hipótesis nula. 

 

Para el caso de la actividad enzimática de la MnSOD, el AUC fue estimada en 44,1% 

(IC95% 29,7% a 58,4%), siendo identificado como punto óptimo diagnóstico: 1,36 U de 

MnSOD/mL (J=0,08) (Material Suplementario, Figura S5). Para las actividades enzimáticas 

séricas de SOD total y de Cu/ZnSOD se calcularon AUCs de 65,1% (IC95% 50,8% a 79,5%) 

y 64,9% (IC95% 50,9% a 78,9%), respectivamente (Material Suplementario, Figuras S6 y 

S7). El punto óptimo diagnóstico para la actividad enzimática de SOD total fue estimado en 

3,17 U/mL (J=0,23) y para Cu/ZnSOD, en 1,77 U/mL (J=0,40). 

 

El AUC de las concentraciones séricas de LOOHs en la población pediátrica evaluada fue 

calculada en 54,1% (IC95% 39,0% a 69,2%) (Material Suplementario, Figura S8), con un 

punto óptimo diagnóstico de 54,66 µM (J=0,15).   

 

Tanto para la AUC de la actividad enzimática sérica de MnSOD (p=0,456) como para la 

AUC de los niveles séricos de LOOHs (p=0,605), se observó que la evidencia en los datos 

contra la hipótesis nula fue muy débil, en consecuencia, no se pudo rechazar la hipótesis 

nula planteada. En cambio, para las actividades enzimáticas séricas de SOD total (p=0,058) 

y de Cu/ZnSOD (p=0,062), la evidencia que arrojaron los datos contra la hipótesis nula no 

fue muy fuerte.   

 

Por el comportamiento observado en la curva ROC, se calcularon los parámetros de validez 

diagnóstica, seguridad y utilidad clínica para PCOs (Tabla 4) y para las actividades 

enzimáticas de SOD total y de Cu/ZnSOD, a partir de los puntos de corte óptimos estimados 

(Tabla 5). 
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Figura 7. Curva ROC de las concentraciones de carbonilos proteicos (PCOs) en las muestras 
de suero de pacientes pediátricos con dengue grave y con dengue con signos de alarma. 
Grupo de derivación, Barranquilla, 2014-2016 
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Figura 8. Curva ROC de las concentraciones ajustadas de carbonilos proteicos (PCOs-A) en 
las muestras de suero de pacientes pediátricos con dengue grave y con dengue con signos 
de alarma. Grupo de derivación,  Barranquilla, 2014-2016 
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5.4 Pronóstico de severidad del dengue  

5.4.1 Modelos de regresión logística binaria  

Como resultado de la aplicación del método de selección de predictores hacia adelante-

condicional, el único biomarcador de estrés oxidativo que cumplió con las condiciones de 

probabilidad para el método por pasos (entrada: p≤0,05 y eliminación: p>0,10) fue: PCOs, 

lo cual le permitió ser incluido en los modelos pronósticos definitivos. El resto de 

biomarcadores evaluados no cumplieron con las condiciones de entrada al modelo 

(MnSOD: estadístico de Wald=1,53; gl: 1; p=0,216; SOD total: estadístico de Wald=0,58; 

gl: 1; p=0,448; Cu/ZnSOD: estadístico de Wald=1,73; gl: 1; p=0,188; LOOHs: estadístico de 

Wald=0,22; gl: 1; p=0,643).  

 

La Tabla 6 muestra el resultado de ajustar estos modelos de regresión logística para 

describir la relación entre la progresión a dengue grave y el factor elegido. De igual manera, 

en la Tabla 7 se presentan los resultados de la regresión logística binaria utilizando los dos 

puntos de corte óptimos estimados para las concentraciones séricas de PCOs. Al mismo 

tiempo en estas dos tablas se presentan los resultados de la simulación de muestreo 

basado en 10 000 muestras de simulación de muestreo. 

 

5.4.2 Modelos de regresión probit binario 

En las Tablas S1 y S2 (Material Suplementario) se muestran los elementos de los modelos 

de regresión probit binario para pronosticar la severidad del dengue en pacientes 

pediátricos a partir de las concentraciones séricas de PCOs y de la aplicación de sus puntos 

de corte óptimos, junto con los valores de sesgos y otros elementos estimados a partir de 

la aplicación del método de bootstrap a cada modelo pronóstico.  

 

En cuanto al porcentaje de pacientes correctamente clasificados, independientemente del 

análisis de regresión aplicado, se puede señalar que:  

 

- El primer modelo identificó correctamente el 65,0% (13/20; IC95% 43,3% a 81,9%) de 

los pacientes pediátricos con dengue grave y el 77,5% (31/40; IC95% 62,5% a 87,7%) 

de los que presentaron dengue con signos de alarma. Como porcentaje global 
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pronosticado, este primer modelo pronóstico identificó el 73,3% (44/60; IC95% 61,0% a 

82,9%) de los pacientes pediátricos evaluados.  

 

- Aproximadamente, el 55,0% (11/20; IC95% 34,2% a 74,2%) de los casos y el 85,0% 

(34/40; IC95% 70,9% a 92,9%) de los controles fueron correctamente identificados por 

el segundo modelo pronóstico. Para este modelo, el porcentaje global pronosticado fue 

estimado en 75,0% (45/60; IC95% 62,8% a 84,2%). 

 

- El índice de exactitud global estimado para el tercer modelo pronostico fue calculado en 

76,7% (46/60; IC95% 64,6% a 85,6%). Para los casos y los controles, los índices de 

exactitud fueron estimados en 85,0% (17/20; IC95% 64,0% a 94,8%) y 72,5% (29/40; 

IC95% 57,2% a 83,9%), respectivamente.  

 

- Para este cuarto modelo, existe un 80,0% (48/60; IC95% 68,2% a 88,2%) de 

probabilidad de acierto en la severidad del dengue en la población pediátrica, cuando 

se conoce que sus niveles séricos ajustados de PCOs son iguales o superiores a 5,29 

nmol/mg de proteína; los índices de exactitud en casos y en controles fueron calculados 

en 90,0% (18/20; IC95% 69,9% a 97,2%) y 75,0% (30/40; IC95% 59,8% a 85,8%), 

respectivamente.  

 

Las probabilidades de dengue grave en el grupo de derivación, a partir de las ecuaciones 

de regresión de los modelos estimados por el análisis de regresión logística binaria, siempre 

resultaron superiores a las estimadas por el análisis de regresión probit binario (modelo 

pronóstico-4 corregido: 64,0% vs 38,0%, respectivamente; IC95%dif 12,2% a 38,5% y 

modelo pronóstico-3 corregido: 60,0% vs 28,0%, respectivamente; IC95%dif 18,4% a 

44,0%). Algo semejante ocurrió con los modelos pronósticos no corregidos por el sesgo 

estimado en el remuestreo (modelo pronóstico-4: 64% vs 37%, respectivamente; IC95%dif 

13,2% a 39,4% y modelo pronóstico-3: 61% vs 27%, respectivamente; IC95%dif 20,4% a 

45,9%). 

 

En ambos análisis de regresión, se determinó que el uso del punto óptimo diagnóstico 

estimado para las concentraciones séricas de PCOs ajustadas (modelo pronóstico-4: 5,29 

nmol/mg de proteína) permitió identificar un porcentaje de pacientes pediátricos con dengue 
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grave significativamente superior al detectado con el uso de las concentraciones séricas 

ajustadas de PCOs (modelo pronóstico-2) (predictor dicotomizado vs. predictor continuo: 

IC95%dif 7,2% a 57,0%) (Tabla 8). Mientras que no se pudo encontrar diferencias 

estadísticamente significativas al comparar los índices de exactitud estimados (Tabla 9).  

 

5.5 Calibración y discriminación del mejor modelo pronóstico estimado 

Como consecuencia de tener una sola variable predictora (PCOs), no se pudo evaluar la 

calibración del mejor modelo pronóstico mediante la prueba Hosmer-Lemeshow, sin 

embargo, éste sí pudo ser evaluado con otra medida de bondad de ajuste, como la 

puntuación de eficiencia estadística de ROA (prueba Ji-cuadrado en la prueba de ómnibus: 

X2=24,92; gl: 1; p≤0,00001).  

 

Aproximadamente, el 47,2% de la varianza de la variable criterio (severidad del dengue) 

puede ser explicada por el modelo basado en el punto de corte de 5,29 nmol de PCOs/mg 

de proteína (pseudo-R2 de Nagelkerke=0,472), con una excelente discriminación 

(estadístico c=0,825; IC95% 0,729 a 0,921). Nuevamente, se observó una fuerte evidencia 

en los datos para rechazar la hipótesis nula (p=0,00005) (Figura 9). 

 

De acuerdo con la aplicación del modelo pronóstico representado por la ecuación de 

regresión-4 (Tabla 7) en el grupo de derivación, la probabilidad pronosticada de dengue 

grave en un paciente pediátrico (≤ 15 años) con niveles séricos superiores o iguales a 5,29 

nmol/mg de proteína fue de 0,643 (IC95% 0,454 a 0,796), en cambio, la probabilidad 

pronosticada de dengue grave en un paciente pediátrico con niveles séricos inferiores al 

umbral óptimo fue estimada en 0,062 (IC95% 0,016 a 0,218). 
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Tabla 4. Parámetros de validez  y seguridad diagnóstica de los puntos de corte óptimo estimados para los niveles séricos de 
carbonilos proteicos en una población pediátrica. Grupo de derivación, Barranquilla, 2014-2016 

 

Parámetros 
PCOs 

(18,50 nmol/mL) 
IC95% 

PCOs 
(5,29 nmol/mg de proteína) 

IC95% 

Sensibilidad (%) 85,0 66,9% a 100,0% 90,0 74,4% a 100,0% 

Especificidad (%) 72,5 57,4% a 87,6% 75,0 60,3% a 89,7% 

Eficiencia de la prueba (%) 76,7 64,6% a 85,6% 80,0 69,1% a 91,0%  

VPP (%) 60,7 40,8% a 80,6% 64,3 44,8% a 83,8% 

VPN (%) 90,6 79,0% a 100,0% 93,8 83,8% a 100,0% 
           PCOs: carbonilos proteicos; VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo 

 

 
 
 

 
Tabla 5. Parámetros de validez y seguridad diagnóstica de los puntos de corte óptimo estimados para las actividades enzimáticas 
séricas estimadas para la superóxido dismutasa mitocondrial, superóxido dismutasa total y superóxido dismutasa citosólica en 
una población pediátrica. Grupo de derivación, Barranquilla, 2014-2016 

Parámetros 
SOD total 

(3,17 U/mL) 
IC95% 

Cu/ZnSOD 
(1,77 U/mL) 

IC95% 

Sensibilidad (%) 85,0 66,9% a 100,0% 95,0 83,0% a 100,0% 

Especificidad (%) 37,5 21,3% a 53,8% 45,0 28,3% a 61,7% 

Eficiencia de la prueba (%) 53,3 40,9% a 65,4% 55,0 42,5% a 66,9% 

VPP (%) 40,5 24,4% a 56,5% 46,3 29,9% a 62,8% 

VPN (%) 83,3 63,3% a 100,0% 94,7 82,1% a 100,0% 
                             MnSOD: superóxido dismutasa mitocondrial; Cu/ZnSOD: superóxido dismutasa citosólica;  

               VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo 
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Tabla 6. Modelos de regresión logística binaria para pronosticar severidad del dengue en una población pediátrica, utilizando las 
concentraciones séricas de carbonilos proteicos. Grupo de derivación, Barranquilla, 2014-2016 

Primer modelo de regresión logística binaria (MP-1) 

Predictor B Estadístico de Wald (gl) p-valor Exp(B) IC95% 

PCOs 0,28 14,41 (1) 0,0002 1,32 1,15 a 1,53 

Constante -6,36 16,12 (1) 0,0001 0,002  

 
Ecuación de regresión-1: Ln(p/1-p)= -6,36 + 0,28 (PCOs del paciente) 

 

Remuestreo del primer modelo de regresión logística binaria (10 000 muestras) 

Predictor Sesgo p-valor    

PCOs 0,02 0,0001    

Constante -0,43 0,0003    

 
Ecuación de regresión-1 corregida: Ln(p/1-p)= -5,93 + 0,26 (PCOs del paciente) 

 

 

Segundo modelo de regresión logística binaria (MP-2) 

Predictor B Estadístico de Wald (gl) p-valor Exp(B) IC95% 

PCOs-A 0,75 13,98 (1) 0,0002 2,12 1,43 a 3,14 

Constante -5,39 16,29 (1) 0,0001 0,004  

 
Ecuación de regresión-2: Ln(p/1-p)= -5,39 + 0,75 (PCOs-A del paciente) 

 

Remuestreo del segundo modelo de regresión logística binaria (10 000 muestras) 

Predictor Sesgo p-valor    

PCOs-A 0,05 0,0002    

Constante -0,35 0,0001    

 
Ecuación de regresión-2 corregida: Ln(p/1-p)= -5,04 + 0,70 (PCOs-A del paciente) 

 

                                        PCOs: carbonilos proteicos concentración no ajustada; PCOs-A: carbonilos proteicos concentración ajustada; 
                                 B: parámetro dependiente de la relación biomarcador-dengue grave; Exp(B): exponencial del parámetro B; 
                                 p: probabilidad que tiene un paciente pediátrico de progresar a dengue; MP: modelo pronóstico  
                                 Método de selección de predictores hacia adelante-condicional 
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Tabla 7. Modelos de regresión logística binaria para pronosticar severidad del dengue en una población pediátrica, utilizando los 
puntos de corte óptimos de las concentraciones séricas de carbonilos proteicos. Grupo de derivación, Barranquilla, 2014-2016 

Tercer modelo de regresión logística binaria (MP-3) 

Predictor (punto de corte) B Estadístico de Wald (gl) p-valor Exp(B) IC95% 

PCOs (18,50 nmol/mL) 2,70 14,127 (1) 0,0002 14,94 3,65 a 61,20 

Constante -2,27 13,933 (1) 0,0002 0,103  

 
Ecuación de regresión-3: Ln(p/1-p)= -2,27 + 2,70 (PCOs del paciente ≥18,50 nmol/mL) 

 

Remuestreo del tercer modelo de regresión logística binaria (10 000 muestras) 

Predictor (punto de corte) Sesgo p-valor    

PCOs (18,50 nmol/mL) 0,97 0,0001    

Constante -0,95 0,0003    

 
Ecuación de regresión-3 corregida: Ln(p/1-p)= -1,32 + 1,73 (PCOs del paciente ≥18,50 nmol/mL) 

 

 

Cuarto modelo de regresión logística binaria (MP-4) 

Predictor (punto de corte) B Estadístico de Wald (gl) p-valor Exp(B) IC95% 

PCOs-A (5,29 nmol/mg de proteína) 3,30 15,77 (1) 0,0001 27,00 5,31 a 137,36 

Constante -2,71 16,75 (1) 0,0002 0,07  

 
Ecuación de regresión-4: Ln(p/1-p)= -2,71 + 3,30 (PCOs-A del paciente ≥5,29 nmol/mg de proteína) 

 

Remuestreo del cuarto modelo de regresión logística binaria (10 000 muestras) 

Predictor (punto de corte) Sesgo p-valor    

PCOs-A (5,29 nmol/mg de proteína) 0,45 0,0001    

Constante -0,42 0,001    

 
Ecuación de regresión-4 corregida: Ln(p/1-p)= -2,29 + 2,85 (PCOs-A del paciente ≥5,29 nmol/mg de proteína) 

 

                    PCOs: carbonilos proteicos concentración no ajustada; PCOs-A: carbonilos proteicos concentración ajustada;  
                    B: parámetro dependiente de la relación biomarcador-dengue grave; Exp(B): exponencial del parámetro B.  

      p: probabilidad que tiene un paciente pediátrico de progresar a dengue; MP: modelo pronóstico 
      Método de selección de predictores hacia adelante-condicional 
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Tabla 8. Comparación de los parámetros de validez y seguridad diagnóstica de los modelos pronósticos de dengue grave en 
población pediátrica, estimados por análisis de regresión logística binaria y por análisis de regresión probit binario. Grupo de 
derivación, Barranquilla, 2014-2016 

 CA vs. CNA PD vs. PC 

 MP-1 vs MP-2 MP-3 vs MP-4 MP-1 vs MP-3 MP-2 vs MP-4 

Sensibilidad (IC95%dif) -19,0% a 36,8% -17,4% a 27,2% -7,0% a 43,8% 7,2% a 57,0% 

Especificidad (IC95%dif) -9,9% a 24,5% -16,5% a 21,3% -13,8% a 23,4% -7,8% a 27,1% 

VPP (IC95%dif) -23,7% a 32,8% -2,2% a 42,3% -23,8% a 27,3% -27,4% a 26,2% 

VPN (IC95%dif) -15,3% a 19,5% -12,1% a 18,6% -8,4% a 25,3% -2,2% a 29,7% 
                              MP: modelo pronóstico; DCSA: dengue con signos de alarma; CA: concentración ajustada; CNA: concentración no ajustada;  

                PD: predictor dicotomizado; PC: predictor continuo; VPP: valor predictivo positivo: VPN: valor predictivo negativo; 
                IC95%dif: intervalo de confianza del 95% de la diferencia de dos proporciones independientes 

 
 
 

Tabla 9. Comparación de índices de exactitud de los modelos pronósticos de dengue grave en población pediátrica, estimados 
por análisis de regresión logística binaria y por análisis de regresión probit binario.  Grupo de derivación, Barranquilla, 2014-2016 

 CA vs. CNA PD vs. PC 

 MP-1 vs MP-2 MP-3 vs MP-4 MP-1 vs MP-3 MP-2 vs MP-4 

Eficiencia de la prueba (IC95%dif) -13,9% a 17,1% -11,4% a 17,9% -12,1% a 18,6% -10,0% a 19,7% 
                       MP: modelo pronóstico; DCSA: dengue con signos de alarma; CA: concentración ajustada; CNA: concentración no ajustada;  

                PD: predictor dicotomizado; PC: predictor continuo;  
                IC95%dif: intervalo de confianza del 95% de la diferencia de dos proporciones independientes 
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Figura 9. Curva ROC del modelo pronóstico basado en el punto de corte de 5,29 nmol de 
PCOs/mg de proteínas, aplicado a las muestras de suero de pacientes pediátricos con 
dengue grave y con dengue con signos de alarma. Grupo de derivación, Barranquilla, 2014-
2016 

 

5.6 Transportabilidad del mejor modelo pronóstico 

Con la aplicación del modelo pronóstico, basado en el punto de corte óptimo (≥5,29 nmol 

de PCOs/mg de proteína), en el grupo de muestras de suero de pacientes con dengue grave 

y dengue con signos de alarma remitidas al INS-Perú (grupo de validación externa), se 

calculó una AUC de 83,8% (IC95% 74,4% a 93,2%).  

 

Otro rasgo de la transportabilidad de este modelo pronóstico consistió en la fuerte evidencia 

de los datos para rechazar la hipótesis nula (p=0,00002) (Figura 10). 

 

Como se mencionó anteriormente, no se pudo evaluar la calibración del modelo en este 

nuevo grupo de pacientes, mediante la prueba Hosmer-Lemeshow, pero sí por la 

puntuación de eficiencia estadística de ROA (prueba Ji-cuadrado en la prueba de ómnibus: 

X2=26,92; gl: 1; p≤0,00001). 

 

De acuerdo con la aplicación del modelo pronóstico representado por la ecuación de 

regresión-4 (Tabla 7) en el grupo de validación externa, la probabilidad pronosticada de 
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dengue grave en un paciente con niveles séricos superiores o iguales a 5,29 nmol/mg de 

proteína fue de 0,667 (IC95% 0,473 a 0,817), en cambio, la probabilidad pronosticada de 

dengue grave en un paciente pediátrico con niveles séricos inferiores al umbral óptimo fue 

estimada en 0,061 (IC95% 0,015 a 0,212). Estos valores de probabilidad son similares a 

los estimados en el grupo de derivación (≥5,29 nmol de PCOs/mg de proteína: IC95%dif -

0,253 a 0,296; <5,29 nmol de PCOs/mg de proteína: IC95%dif -0,126 a 0,128). 

 

Se encontró un excelente poder de discriminación del modelo pronóstico basado en el punto 

de corte de 5,29 nmol de PCOs/mg de proteína en la población pediátrica peruana 

(estadístico c=0,925; IC95% 0,845 a 1,00), pero tan solo una buena discriminación en los 

pacientes mayores de 15 años (estadístico c=0,779; IC95% 0,638 a 0,919). A pesar de esta 

diferencia, no se encontró evidencia de asociación estadística entre la capacidad 

discriminativa de este modelo pronóstico con las dos franjas etarias evaluadas en el grupo 

de validación externa (prueba de Ji-cuadrado=3,16; gl: 1; p=0,076). 

 

Eso sí, destaca la similitud detectada entre la magnitud y el excelente poder de 

discriminación de los puntos de corte óptimos estimados en los pacientes pediátricos del 

grupo de validación externa y en el grupo de derivación (5,19 nmol de PCOs/mg de proteína; 

estadístico c=0,925 vs. 5,29 nmol de PCOs/mg de proteína; estadístico c=0,825, 

respectivamente; prueba de Ji-cuadrado=2,46; gl: 1; p=0,117). 

 

Al llegar a este punto y considerando que a diferencia de los pacientes procedentes de 

Barranquilla-Colombia, la población peruana estuvo constituida por niños y adultos, se 

decidió utilizar la estrategia de validación retrospectiva, en otras palabras, se cambió el rol 

del grupo de pacientes peruanos, utilizándolo como un grupo de derivación y se tomó al 

grupo de pacientes pediátricos de Barranquilla-Colombia, como grupo de validación 

externa. 

 

En esta nueva perspectiva, el AUC de los niveles séricos ajustados de PCOs fue calculada 

en 90,0% (IC95% 81,8% a 98,2%), siendo identificado como punto óptimo diagnóstico: 5,77 

nmol de PCOs/mg de proteína (J=0,73) (Figura 11). Cabe considerar que la evidencia en 

los datos contra la hipótesis nula fue muy fuerte, lo cual sustentó la decisión de rechazarla 

(p<0,0001). 
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En la Tabla 10, se presentan los resultados de la regresión logística binaria utilizando el 

punto óptimo diagnóstico estimado (5,77 nmol de PCOs/mg de proteína). Al mismo tiempo, 

se presentan los resultados de la simulación de muestreo basado en 10.000 muestras de 

simulación de muestreo. El anterior modelo de regresión (MP-5) pudo ser evaluado con la 

puntuación de eficiencia estadística de ROA (prueba Ji-cuadrado en la prueba de ómnibus: 

X2=24,92; gl: 1; p≤0,00001), como medida de bondad de ajuste. 

 

Aproximadamente, el 67,4% de la varianza del criterio puede ser explicado por el modelo 

basado en el punto de corte de 5,77 nmol de PCOs/mg de proteína (pseudo-R2 de 

Nagelkerke=0,674) con un excelente poder de discriminación (estadístico c=0,900; IC95% 

0,806 a 0,994; p<0,0001). 

 

Se encontró evidencia tanto de la validez externa del modelo en cuestión como del aporte 

significativo de la aplicación del punto de corte 5,77 nmol de PCOs/mg de proteína, a la 

predicción de la severidad del dengue en la población peruana estudiada (estadístico de 

Wald=23,17; gl: 1; p≤0,00001) (Tabla 10). 

 

También, se estimaron los parámetros de validez diagnóstica de este punto de corte, 

encontrándose valores de sensibilidad y especificidad de 90,0%, para cada uno 

(sensibilidad: 18/20; IC95% 74,4% a 100,0% y especificidad: 36/40; IC95% 79,5% a 

100,0%), junto a una alta confiabilidad en los resultados negativos y positivos (valor 

predictivo negativo: 94,7%; 36/38; IC95% 86,3% a 100,0% y valor predictivo positivo: 

81,8%; 18/22; IC95% 63,4% a 100,0%). 
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Figura 10. Curva ROC del modelo pronóstico basado en el punto de corte de 5,29 nmol de 
PCOs/mg de proteínas, aplicado a las muestras de suero de pacientes con dengue grave y 
con dengue con signos de alarma. Grupo de validación externa, Perú, 2018 
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Figura 11. Curva ROC de las concentraciones ajustadas de carbonilos proteicos (PCOs-A) 
en las muestras de suero de pacientes con dengue grave y con dengue con signos de 
alarma. Grupo de derivación, Perú, 2018. Estrategia de validación retrospectiva 

 

Con la aplicación del modelo pronóstico, basado en el punto de corte óptimo (≥5,77 nmol 

de PCOs/mg de proteína), en el grupo de muestras de suero de pacientes pediátricos con 
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dengue grave y dengue con signos de alarma, procedente de Barranquilla-Colombia (grupo 

de validación externa), se calculó una AUC de 82,5% (IC95% 72,3% a 98,7%).  

 

Otro rasgo de la validez externa de este modelo pronóstico consistió en una fuerte evidencia 

de los datos contra la hipótesis nula (p<0,0001) (Figura 12). La calibración del modelo en 

este nuevo grupo de pacientes, fue evaluada con la puntuación de eficiencia estadística de 

ROA (prueba Ji-cuadrado en la prueba de ómnibus: X2=23,18; gl: 1; p<0,00001). 

 

En la Tabla 11, se muestran los resultados obtenidos de la comparación de la capacidad 

discriminativa de los modelos pronósticos, basados en los puntos óptimos diagnósticos, 

estimados en el grupo de derivación y transportado al grupo de validación, por la estrategia 

de doble validación cruzada (prospectiva y retrospectiva).  

 

No se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre los parámetros de 

validez y seguridad diagnóstica de los dos modelos pronósticos estimados (MP-4 vs. MP-

5, sensibilidad: 18/20 vs. 18/20, respectivamente; IC95%dif -21,5% a 21,5%; especificidad: 

30/40 vs. 36/40, respectivamente; IC95%dif -2,0% a 31,4%; valor predictivo positivo: 18/28 

vs. 18/22, respectivamente; IC95%dif -7,7% a 39,0%; valor predictivo negativo: 30/32 vs. 

36/38, respectivamente; IC95%dif -11,9% a 15,4%). Tampoco, se encontró diferencia 

significativa al comparar los valores globales de los modelos pronósticos (eficiencia: 48/60 

vs. 54/60, respectivamente; IC95%dif -3,0% a 22,9%). 

 

De acuerdo con la aplicación del modelo pronóstico representado por la ecuación de 

regresión de la Tabla 10 en el nuevo grupo de derivación, la probabilidad pronosticada de 

dengue grave en un paciente con niveles séricos superiores o iguales a 5,77 nmol/mg de 

proteína fue de 0,818 (IC95% 0,604 a 0,903), en cambio, la probabilidad pronosticada de 

dengue grave en un paciente con niveles séricos inferiores al umbral óptimo fue estimada 

en 0,053 (IC95% 0,013 a 0,187). 

 

Y su aplicación en el nuevo grupo de validación externa, la probabilidad pronosticada de 

dengue grave en un paciente con niveles séricos superiores o iguales a 5,77 nmol/mg de 

proteína fue de 0,680 (IC95% 0,478 a 0,831), en cambio, la probabilidad pronosticada de 
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dengue grave en un paciente pediátrico con niveles séricos inferiores al umbral óptimo fue 

estimada en 0,086 (IC95% 0,028 a 0,234).  

 

Estos valores de probabilidad son similares a los estimados en el grupo de derivación (≥5,77 

nmol de PCOs/mg de proteína: IC95%dif -0,166 a 0,349; <5,77 nmol de PCOs/mg de 

proteína: IC95%dif -0,100 a 0,154). 

 

Por último, cabe destacar que ninguna de las variables clínicas o de laboratorio de interés, 

que mostraron asociación estadística con la severidad del dengue, aportaron 

significativamente a la capacidad discriminativa de los modelos pronósticos definitivos 

(Tabla S3, Material Suplementario). 
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Figura 12. Curva ROC del modelo pronóstico basado en el punto de corte de 5,77 nmol de 
PCOs/mg de proteínas, aplicado a las muestras de suero de pacientes pediátricos con 
dengue grave y con dengue con signos de alarma. Grupo de validación externa, 
Barranquilla, 2014-2016. Estrategia de validación retrospectiva 
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Tabla 10. Modelos de regresión logística binaria para pronosticar severidad del dengue en una población, utilizando el punto de 
corte óptimo de las concentraciones séricas de carbonilos proteicos. Grupo de derivación, Perú, 2018. Estrategia de validación 
retrospectiva 

Quinto modelo de regresión logística binaria (MP-5) 

Predictor (punto de corte) B Estadístico de Wald (gl) p-valor Exp(B) IC95% 

PCOs-A (5,77 nmol/mg de proteína) 4,39 23,17 (1) ≤0,00001 81,00 13,54 a 484,76 

Constante -2,89 15,83 (1) 0,00007 0,056  

 
Ecuación de regresión-5: Ln(p/1-p)= -2,89 + 4,39 (PCOs-A del paciente ≥5,77 nmol/mg de proteína) 

 

Remuestreo del modelo de regresión logística binaria (10 000 muestras) 

Predictor (punto de corte) Sesgo p-valor    

PCOs-A (5,77 nmol/mg de proteína) 2,74 0,0001    

Constante -2,37 0,0004    

 
Ecuación de regresión-5 corregida: Ln(p/1-p)= -5,63 + 2,02 (PCOs-A del paciente ≥5,77 nmol/mg de proteína) 

 

                  PCOs: carbonilos proteicos concentración no ajustada; PCOs-A: carbonilos proteicos concentración ajustada;  
                  B: parámetro dependiente de la relación biomarcador-dengue grave; Exp(B): exponencial del parámetro B.  

    p: probabilidad que tiene un paciente pediátrico de progresar a dengue. 
    Método de selección de predictores hacia adelante-condicional 
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Tabla 11. Comparación de la capacidad discriminativa de los modelos de regresión logística binaria para pronosticar severidad 
del dengue en una población, utilizando el punto de corte óptimo de las concentraciones séricas ajustadas de carbonilos 
proteicos. Estrategias de validación prospectiva y retrospectiva 

Estrategia de validación Prospectiva Retrospectiva 

Población objeto de estudio 
MP-4 

Estadístico c (IC95%) 
MP-5 

Estadístico c (IC95%) 

Grupo de derivación 0,825 (0,729 a 0,921) 0,900 (0,818 a 0,982) 

Grupo de validación externa 0,838 (0,744 a 0,932) 0,825 (0,723 a 0,987) 

p-valor 0,855 0,262 

X2 (gl) 0,03 (1) 1,26 (1) 
                        MP-4: Ln(p/1-p)= -2,71 + 3,30 (PCOs-A del paciente ≥5,29 nmol/mg de proteína) 

                MP-5: Ln(p/1-p)= -2,89 + 4,39 (PCOs-A del paciente ≥5,77 nmol/mg de proteína)  
               Prueba de homogeneidad de área, X2: estadístico Ji-cuadrado;  gl: grados de libertad 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 6 



Capítulo 6 
 

76 
 

6. Discusión 

De acuerdo con las cifras de morbimortalidad reportadas, el dengue es considerada la 

enfermedad transmitida por vectores artrópodos más importante en el mundo 95. Por ello se 

considera prioritario realizar avances en la detección temprana de los pacientes con mayor 

probabilidad de desarrollar cuadros severos 166, 188. 

 

En atención a la problemática expuesta, en la presente investigación, con diseño de casos 

y controles, se evalúa el potencial pronóstico de severidad de cinco marcadores de estrés 

oxidativo (carbonilos proteicos, hidroperóxidos lipídicos, superóxido dismutasa 

mitocondrial, superóxido dismutasa citosólica y superóxido dismutasa total) en pacientes 

con diagnóstico de dengue.  

 

En primer lugar y con la finalidad de explorar la homogeneidad entre los dos grupos de 

pacientes estudiados, se revisan las posibles relaciones entre las características 

sociodemográficas, clínicas, de laboratorio y virológicas con la severidad del dengue. 

 

Indistintamente del grupo al que pertenecen, los casos y los controles seleccionados 

resultan ser similares en cuanto a edad y sexo. En el contexto de la búsqueda de 

marcadores pronóstico de severidad del dengue, este hallazgo resulta relevante, dado que 

existen reportes que señalan no solo la importancia de la edad del paciente en el desenlace 

clínico de las infecciones por este arbovirus 189-195, sino que también existen evidencias 

discordantes entre la relación del sexo masculino 196-199 o femenino 188, 200 con el desarrollo 

de cuadros de dengue con mayor severidad. En general, se considera que la distribución 

de esta última variable sociodemográfica en los casos de dengue parece estar más 

relacionada con su distribución en la población en riesgo de infección por dengue 201. 

 

Con respecto a los días de evolución del estado febril registrados, que se encuentran dentro 

del período de defervescencia 31, se observa una igualdad estadística entre los pacientes 

con dengue grave y con dengue con signos de alarma, tanto en el grupo de derivación como 

en el de validación externa. Este comportamiento resulta coherente con lo reportado por 

otros autores 202-205. En este punto, es importante señalar la aparente discordancia entre la 

igualdad estadística detectada y la moderada asociación estadística encontrada entre la 

presencia de dengue grave y los días de evolución de la enfermedad en el grupo de 
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validación externa. Lo anterior podría ser explicado por la capacidad que posee la 

estimación de los intervalos de confianza de la diferencia para establecer diferencias 

estadísticamente significativas entre variables o entre grupos  206, 207, lo cual no puede ser 

establecido con la interpretación de un p-valor estimado a partir de una prueba de hipótesis 

207, 208. 

 

La mayor frecuencia de complicaciones en los pacientes con dengue grave en comparación 

con los pacientes con dengue con signos de alarma 209, podría explicar la diferencia 

detectada entre la permanencia hospitalaria promedio de estos dos tipos de pacientes. 

 

La mayoría de los casos seleccionados en este estudio presentaron sintomatología 

consistente con dos categorías de dengue grave, pérdida plasmática grave y compromiso 

orgánico grave. Lo anterior ha sido reportado por Thanachartwet, et al. 210, por Thomas, et 

al.197 y por Fernandez, et al.211, en pacientes adultos; pero también en población pediátrica, 

por Londoño y cols. 212, Lugo y cols. 213, Alvarado, et al.214 y por Ledika et al. 215.  

 

La presencia de ciertos signos de alarma en el paciente con dengue, entre los que se 

incluye el estado letárgico, puede anunciar su progresión a un estado de choque 216, el cual 

sería resultado de una pérdida severa de plasma que puede conducir a una acumulación 

de líquido con aparición de distrés respiratorio agudo, como complicación en el paciente 31, 

217. 

 

La relación estadística entre la presencia de la letargia y del distrés respiratorio con el 

dengue grave fue encontrada en los datos de la población peruana. Dicho lo anterior, la 

posible interpretación ambigua de letargia por parte del paciente y su dificultad para realizar 

una diferenciación objetiva con el cansancio 115, podría explicar la imprecisión encontrada 

en la medida del tamaño del efecto estimado para este signo de alarma en el grupo de 

validación externa. Incluso, estas dos limitaciones han sido razones para excluir a la 

presencia de letargia de la búsqueda de predictores de severidad en otras poblaciones con 

dengue 114. 

 

Con referencia al síndrome de distrés respiratorio agudo, existen varios reportes de su 

asociación con la severidad del dengue en adultos 218, 219 y en niños 220. Se entiende que la 
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severidad de esta enfermedad tropical está determinada por un incremento transitorio en la 

permeabilidad vascular, dentro de un contexto de homeostasis alterada, resultando en una 

pérdida plasmática progresiva en diversas cavidades serosas del cuerpo 221-223, como por 

ejemplo, la filtración de líquido intersticial dentro de los alveolos y los pulmones, propia del 

síndrome de distrés respiratorio agudo 218.   

 

En el presente estudio, la presencia de trombocitopenia presentó una fuerte asociación con 

la severidad del dengue en el grupo de derivación. Este hallazgo de laboratorio es uno de 

los más frecuentemente reportados en pacientes con diagnóstico de dengue grave 195, 224, 

225. Esta alteración del hemograma podría ser originada tanto por la disminución en la 

producción de plaquetas por daño a los megacariocitos como por la destrucción plaquetaria 

mediada por mecanismo inmunológico 161, 195, 226.   

 

El proceso inflamatorio derivado de la infección DENV conlleva la formación de lesiones en 

el parénquima hepático, las cuales producen una elevación sérica de las enzimas 

aminotransferasas en el hospedador 227, 228.  

 

En el grupo de derivación, se encontró evidencia de fuerte asociación estadística entre las 

concentraciones séricas alteradas de las aminotransferasas y el dengue grave, siendo el 

tamaño del efecto superior para los niveles séricos de GOT, en comparación con la enzima 

GPT. De manera semejante, se ha reportado este patrón en otras poblaciones pediátricas 

213, 228, 229.  

 

La frecuencia de casos de dengue grave es superior en el grupo de pacientes con evidencia 

de infección secundaria por serotipo DENV heterólogo que en el grupo de pacientes que 

cursaron primoinfección por un serotipo DENV 230, lo cual es coherente con la hipótesis de 

la participación de la amplificación dependiente de anticuerpo en la inmunopatogénesis del 

dengue 161.  

 

Algunas explicaciones para la aparición de casos de dengue grave en pacientes con 

evidencia serológica de primoinfección van desde una posible coinfección con más de un 

serotipo DENV hasta la participación de factores desconocidos dependientes del 

hospedador o del agente vírico 231.  En esta investigación se encontró un mayor, pero no 
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significativo, porcentaje de reinfección en los casos que en los controles. Ninguna de las 

posibles explicaciones antes mencionadas puede ser descartada en el grupo de pacientes 

pediátricos.   

 

A continuación, se analiza el comportamiento de las concentraciones séricas estimadas 

para cada biomarcador de estrés oxidativo en los diferentes tipos de pacientes incluidos en 

el presente estudio, con la finalidad de tener, desde el nivel relacional de la investigación, 

un acercamiento estadístico que permita la identificación del mejor biomarcador candidato 

para el pronóstico de dengue grave. 

 

En ambos grupos, los valores séricos de PCOs estimados no pueden ser comparados con 

los niveles séricos reportados por otros autores 40, 73, 232, a causa de las diferentes medidas 

de tendencia central y de dispersión utilizadas. 

 

Tanto en el grupo de derivación como en el de validación externa, se encontraron 

concentraciones séricas de PCOs, ajustadas y no ajustadas, significativamente superiores 

en los casos en comparación con los controles. Conforme con esto, se pudo rechazar la 

hipótesis nula planteada para este propósito estadístico, dado que se encontró una fuerza 

de la evidencia de los datos contra la hipótesis nula muy fuerte. 

 

Lo anterior muestra coherencia con la evidencia publicada por Soundravally, et al. 40, 73, en 

individuos con infección DENV y en adultos sanos, durante un brote por DENV-3 en una 

ciudad costera de India. Si bien es cierto que en estos dos referentes se reportan altos 

niveles séricos ajustados de PCOs en pacientes adultos con dengue hemorrágico y con 

síndrome de choque por dengue en comparación con los pacientes con fiebre dengue, la 

significancia de estas diferencias está basada en la interpretación de p-valores obtenidos 

por ANOVA de un factor. Ahora bien, al estimar los intervalos de confianza para la diferencia 

entre dos medias con los datos publicados por este autor, se observan diferencias 

estadísticamente significativas similares a las reportadas en el presente estudio. 

 

Lo dicho hasta aquí permite sugerir que los casos más severos de dengue presentan una 

mayor concentración de proteínas irreversiblemente alteradas por oxidación, comparados 

con casos de menor severidad y con controles sanos. 
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Uno de los principales mecanismos vinculados a este tipo de modificación química de 

proteínas resulta ser la producción incrementada de ROS intracelular 54, 233, siendo la 

mitocondria el principal sitio celular generador de este tipo de especies químicamente 

reactivas 234. Dicho de otra manera, la determinación de PCOs resulta ser una buena 

medida para evaluar la oxidación de proteínas mediada por ROS de origen mitocondrial 234, 

235.  

 

En concordancia con lo anterior, hay que destacar que la señalización inducida por el TNF-

α, vía su receptor TNF-R1, tiene la capacidad de inducir la producción de ROS 

mitocondriales 236.  

 

Llegado a este punto, se hace necesario retomar la posible relación entre la severidad del 

dengue y la carbonilación proteica, destacando que la producción de ROS dependiente de 

TNF-α, es un evento crítico en el desarrollo de hemorragias en modelos murinos infectados 

con DENV-2 237. 

 

Aquí conviene hacer una pequeña digresión sobre un segundo mecanismo productor de 

carbonilos proteicos, en el cual participan productos inestables, derivados de la 

lipoperoxidación, tales como: malondialdehido (MDA), 4-hidroxinonenal (4-HNE), 4-

hidroxialquenales (4-HAE) y 2-propenal (acroleína) 238. 

 

En dos revisiones sistemáticas realizadas sobre el papel del estrés oxidativo-nitrosativo en 

la patogénesis del dengue 239, 240, se reportaron: (I) altas concentraciones de MDA en los 

casos más severos de dengue; (II) correlación positiva entre los niveles séricos de MDA y 

de TNF-α en pacientes con mayor severidad y (III) niveles séricos y tisulares de MDA 

significativamente superiores en ratones infectados con DENV-2, en comparación con 

ratones sanos. 

 

Como complemento, se estimaron los niveles séricos de PCOs en pacientes con dengue 

sin signos de alarma, con infección por ZIKV y con evidencia de reacción cruzada entre 

DENV y otro arbovirus.  
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Sobre la base de la relación detectada entre la carbonilación proteica y el dengue grave, es 

conveniente anotar la similitud estadística encontrada entre las concentraciones séricas de 

PCOs, ajustadas y no ajustadas, estimadas en los cuatro grupos de pacientes diferentes a 

los de dengue grave.  

 

En definitiva, los niveles séricos de PCOs, ajustados y no ajustados, parecen ser buenos 

candidatos para evaluar su potencial pronóstico de severidad en pacientes con dengue. 

 

En cuanto a la SOD, recientemente, Cherupanakkal, et al. 241, reportaron que los niveles de 

expresión génica de su isoforma mitocondrial y de otras enzimas antioxidantes no se 

asociaron con la severidad del dengue, durante la fase de defervescencia, en una población 

de niños y adultos clasificados con el actual sistema OMS-2009. Estos autores intentan 

explicar estos resultados considerando la participación de factores dependientes del agente 

vírico en la regulación decreciente de las enzimas antioxidantes en el curso clínico del 

dengue. 

 

Relacionado con lo anterior, en el presente estudio no se detectaron diferencias 

significativas al comparar la actividad enzimática de MnSOD en pacientes con dengue 

grave y con dengue con signos de alarma. De hecho, esta misma similitud estadística fue 

observada tanto en adultos como en niños. Coherentemente, no se pudo rechazar la 

hipótesis nula planteada para esta situación, debido a que la fuerza de la evidencia de los 

datos contra ella fue muy débil.   

 

En conjunto, estas evidencias permiten sugerir la posibilidad de que la actividad 

antioxidante de esta isoforma mitocondrial de SOD no participa en la patogénesis del 

dengue grave.  

 

Dentro de las posibles explicaciones a estos resultados, además de las consideradas por 

los autores del referente en cuestión, hay que tener en cuenta la presencia de auto-

anticuerpos tipo IgM específicos contra MnSOD que pudieran inhibir su actividad enzimática 

protectora, dado que estos anticuerpos han sido reportados en pacientes que cursan 

infecciones virales agudas 242, 243, y se ha demostrado que pueden contribuir con el daño 

oxidativo de células endoteliales, por acumulación de ROS intracelulares 244. 
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Asimismo, no se encontraron diferencias significativas entre las actividades enzimáticas 

totales de SOD y de la isoenzima Cu/ZnSOD estimadas en casos y en controles. Al 

respecto, se debe considerar que altas concentraciones de citoquinas proinflamatorias, 

como TNF-α e IFN-γ, inducidas por la infección DENV, pueden disminuir la expresión génica 

de enzimas antioxidantes, incluidas SOD 245. 

 

Aunque la actividad enzimática total de SOD siempre ha sido reportada superior en los 

pacientes con dengue que en controles sanos 239, no se tiene conocimiento de la existencia 

de referentes que permitan comparar el comportamiento de estas enzimas antioxidantes en 

relación con la severidad descrita en el actual sistema de clasificación de casos. 

 

Es justo decir que no es casualidad que las actividades enzimáticas de MnSOD, Cu/ZnSOD 

y SOD total resultaran significativamente superiores en los pacientes con dengue grave en 

comparación con los pacientes con diagnóstico de infección por ZIKV. Análogamente, con 

la actividad enzimática de MnSOD entre los pacientes con dengue con signos de alarma y 

los pacientes con infección por ZIKV. Cabría preguntarse si estas evidencias pueden ser 

un indicio de una participación diferencial del radical anión superóxido o del peróxido de 

hidrógeno en los mecanismos patogénicos de estos dos flavivirus. 

 

En relación con los LOOHs, no se encontró diferencia estadísticamente significativa entre 

sus niveles séricos estimados en casos y controles, de los grupos de derivación y de 

validación externa, y al mismo tiempo, no se pudo rechazar la hipótesis nula, ya que se 

encontró en los datos, una fuerza de la evidencia muy débil contra ella.  

 

Se han encontrado reportes discordantes en cuanto al comportamiento de este biomarcador 

de estrés oxidativo en pacientes con dengue 41, 69. Debido a diferencias metodológicas y 

analíticas importantes, tales como: la aplicación del anterior sistema de clasificación de 

casos OMS-1997, la ausencia de métodos de extracción de LOOHs previos a la 

determinación y el uso del cromógeno naranja de xilenol para detectar los iones férricos, en 

vez de tiocianato de amonio, lo cual conlleva a utilizar longitudes de ondas diferentes para 

cuantificar este analito. En consecuencia, no es posible comparar los resultados obtenidos 

en este estudio con los dos referentes identificados. 
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Tampoco, se pudo diferenciar a los pacientes con dengue grave de los cuatro grupos de 

pacientes restantes, utilizando las concentraciones séricas de este producto de la 

lipoperoxidación. Al respecto, se debe mencionar que metales pesados, con dos o más 

estados de oxidación, tales como: Fe, Cu y Mn, pueden dar inicio a la lipoperoxidación de 

un ácido graso insaturado, solamente en presencia de hidroperóxidos 50, 246.  

 

Esto adquiere importancia al considerar que no existen diferencias significativas en los 

niveles séricos de hierro y de cobre entre pacientes con dengue grave, con dengue con 

signos de alarma y con dengue sin signos de alarma 247. 

 

Para terminar este punto, es oportuno señalar que también se ha encontrado discordancia 

en la correlación entre las concentraciones de LOOHs y de PCOs en diferentes contextos, 

como infección vírica en línea celular de insecto 248 y en ejercicios isométricos 249. Aunque 

ciertos errores en la etapa pre-analítica y un limitado tamaño de muestra han sido 

considerados como posibles razones para esta discrepancia, es posible que las diferencias 

entre las reacciones productoras de estos dos biomarcadores expliquen este fenómeno 250. 

 

Para la elaboración de las curvas ROC de los biomarcadores de interés, se decidió utilizar 

el método no paramétrico, puesto que a cada punto constituyente de la curva ROC se le 

considera un estimador insesgado, es decir, ni sobreestiman ni subestiman los verdaderos 

valores de la proporción de verdaderos positivos (sensibilidad) y de la proporción de falsos 

positivos (1 – especificidad) 251.  

 

Se reconoce al estadístico c como una medida global de la exactitud de una prueba 

diagnóstica, porque este índice permite estimar la probabilidad de que un clasificador 

ordene o puntúe a un individuo enfermo, elegido al azar del grupo de enfermos, más alto 

que un individuo sano elegido al azar del grupo de no enfermos 251-253. 

 

En términos de los estadísticos c estimados para las concentraciones séricas de PCOs, 

ajustadas y no ajustadas, en el grupo de derivación, un individuo seleccionado 

aleatoriamente del grupo de pacientes pediátricos con dengue grave tendrá, 

aproximadamente, el 80,0% de las veces un valor de PCOs mayor que un individuo 

seleccionado aleatoriamente del grupo de pacientes pediátricos con dengue con signos de 
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alarma. Estos valores de exactitud global son considerados útiles según los criterios de 

Swets 184. 

 

La evaluación de la capacidad de discriminación de una prueba diagnóstica puede 

realizarse verificando si el valor de 0,5 se encuentra incluido en el intervalo de confianza 

estimado para el estadístico c 251. En consecuencia, los niveles séricos de PCOs, ajustados 

y no ajustados, por igual, son capaces de discernir entre los pacientes pediátricos con 

dengue grave y los pacientes pediátricos con dengue con signos de alarma. 

 

Estas determinaciones séricas presentaron altos valores de sensibilidad y altos valores 

predictivos negativos, características operativas preferibles cuando la enfermedad es grave 

y tratable, y propias de las pruebas diagnósticas aplicadas para la detección precoz de 

enfermedades 254.  

 

Salvando las diferencias del vigente sistema de clasificación de casos de dengue con el 

anterior esquema OMS-1999, resalta que el punto óptimo diagnóstico estimado en el grupo 

de derivación (5,29 nmol de PCOs/mg de proteína; AUC=80,2%; IC95% 67,2% a 93,2%), 

se localiza entre los puntos de corte estimados para pronosticar fiebre hemorrágica por 

dengue (5,22 nmol/mg de proteína; AUC=90,3%; IC95% 83,0% a 97,6%) y síndrome de 

choque por dengue (6,13 nmol/mg de proteína; AUC=79,2%; IC95% 67,0% a 92,0%) en 

adultos hindúes 40. Esta evidencia resulta interesante si se considera que la mayoría de los 

pacientes, que cumplen los criterios de dengue grave, pueden ser categorizados como 

pacientes con fiebre hemorrágica por dengue 116. 

 

Con respecto a la actividad enzimática de MnSOD, esta isoenzima no tiene la capacidad 

de discernir entre los pacientes pediátricos con dengue grave y los pacientes pediátricos 

con dengue con signos de alarma. Las concentraciones séricas de LOOHs tampoco 

permiten discernir entre estos pacientes. 

 

Tanto para la actividad enzimática de SOD total como la de Cu/ZnSOD, la capacidad de 

discriminación de estos biomarcadores resulta mínima, pero con valores de sensibilidad y 

valores predictivos negativos entre aceptables y buenos.  
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En cuanto al modelado estadístico, las concentraciones séricas de PCOs, ajustadas y no 

ajustadas, fueron las únicas determinaciones séricas incluidas en los modelos pronósticos 

definitivos, lo cual resulta coherente con los hallazgos encontrados en el análisis de curva 

ROC de los biomarcadores de estrés oxidativo evaluados en el grupo de derivación. 

 

Por otro lado, cabe resaltar que todas las puntuaciones de Wald estimadas indican que la 

determinación sérica de PCOs aporta significativamente a la predicción de la severidad del 

dengue en la población pediátrica estudiada, y de igual forma, estas puntuaciones indican 

que los resultados obtenidos de estos modelos pronósticos pueden ser generalizados a la 

población (Tablas 6 y 7). 

 

Se debe agregar que la medida estandarizada de los exponenciales de b estimados para 

la variable predictora dicotomizada, en sus dos presentaciones (niveles séricos ajustados y 

no ajustados) (Tabla 7), permite señalar que: 

 

- Es 15 veces más probable que un paciente pediátrico evolucione a dengue grave si 

presenta una concentración sérica de PCOs igual o superior a 18,50 nmol/mL, en 

comparación con un paciente pediátrico con valores séricos inferiores a ese punto de 

corte. 

 

- Es 27 veces más probable que un paciente pediátrico evolucione a dengue grave si 

presenta una concentración sérica de PCOs igual o superior a 5,29 nmol/mg de 

proteína, en comparación con un paciente pediátrico con valores séricos inferiores a 

ese punto de corte. 

 

A partir de los efectos marginales de los dos modelos de regresión probit binario 

presentados en la Tabla S2 (Material Suplementario), se puede mencionar que: 

 

- En promedio, la probabilidad de ocurrencia de dengue grave para esta muestra 

específica se estimó, aproximadamente, entre 28,0% a 58,0%. 
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- Si el paciente pediátrico presenta una concentración sérica de 18,50 nmol de PCOs/mL, 

su probabilidad de evolucionar a dengue grave aumenta, aproximadamente, 51 puntos 

porcentuales. 

 

- Si el paciente pediátrico presenta una concentración sérica de 5,29 nmol de PCOs/mg 

de proteína, su probabilidad de evolucionar a dengue grave aumenta, 

aproximadamente, 26 puntos porcentuales. 

 

Con los resultados obtenidos a partir de la comparación de los dos modelos de regresión 

aplicados y de la comparación entre los puntos de corte estimados para las concentraciones 

séricas de PCOs, en sus dos presentaciones, se puede indicar que el mejor modelo 

pronóstico de severidad del dengue en la población pediátrica estudiada resulta ser el 

modelo pronóstico obtenido por análisis de regresión logística binaria, basado en el punto 

de corte de 5,29 nmol de PCOs/mg de proteína. 

 

Los resultados obtenidos de la aplicación de las pruebas de bondad de ajuste al mejor 

modelo pronóstico estimado, indican que con el uso del punto de corte de 5,29 nmol de 

PCOs/mg de proteína existe una mejora significativa en la predicción de la probabilidad de 

la ocurrencia de dengue grave en los pacientes pediátricos evaluados (grupo de derivación).  

 

Es más, el uso de este punto óptimo diagnóstico mostró un cambio significativo en el 

logaritmo de verosimilitud del modelo (-2LL=51,46; p=0,00002), cuando fue eliminado de la 

ecuación de regresión, lo cual indica su participación en la capacidad pronóstica del 

respectivo modelo. 

 

Ahora bien, con la interpretación del estadístico c se puede señalar que un paciente 

pediátrico seleccionado al azar del grupo de pacientes con dengue grave tendrá, 

aproximadamente, el 83,0% de las veces un valor sérico igual o superior a 5,29 nmol de 

PCOs/mg de proteína que un paciente pediátrico elegido al azar del grupo de pacientes 

pediátricos con dengue con signos de alarma. Este valor de exactitud global, también, es 

considerado útil, según los criterios propuestos por Swets 184.  
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Adicional a esto y de acuerdo con la evaluación de la capacidad de discriminación, con el 

uso de este punto óptimo diagnóstico se puede discernir entre los pacientes pediátricos con 

dengue grave y los pacientes pediátricos con dengue con signos de alarma. 

 

Los valores porcentuales de sensibilidad y especificidad estimados para este punto óptimo 

diagnóstico, indican una mejor capacidad para identificar los niños con dengue grave en 

comparación con su capacidad para identificar los niños sin dengue grave. 

 

Algo similar se encontró con la interpretación de los parámetros de seguridad diagnóstica 

calculados ya que, aproximadamente, el 64,0% de los pacientes pediátricos con niveles 

séricos de PCOs iguales o mayores a 5,29 nmol/mg de proteína presentan dengue grave, 

y, aproximadamente, el 94,0% de los pacientes pediátricos con niveles séricos de PCOs 

inferiores a este punto de corte óptimo, no presentan dengue grave. 

 

La validez interna de un modelo pronóstico consiste en que éste mantenga su precisión 

cuando sea aplicado a pacientes obtenidos del mismo grupo de derivación del modelo 

utilizando, por ejemplo, la estrategia de bootstraping de un modelo pronóstico basado en 

un análisis de regresión logística, la cual es considerada superior a la estrategia de 

validación en muestra dividida 255, 256. 

 

Luego del remuestreo, el modelo pronóstico basado en el punto de corte de 5,29 nmol de 

PCOs/mg de proteína mantiene su capacidad discriminativa de severidad del dengue en 

población pediátrica.  

 

Ahora bien, se considera que un modelo pronóstico tiene validez externa (transportabilidad) 

cuando mantiene su precisión al ser aplicado a pacientes obtenidos de un grupo diferente 

al de derivación del modelo, conocido como grupo de validación externa. Las diferencias 

en cuestión pueden estar relacionadas con la ubicación geográfica de su origen o con el 

periodo de tiempo en que son analizados 255. 

 

Con respecto a los resultados obtenidos en la evaluación de la transportabilidad geográfica 

del mejor modelo pronóstico en el grupo de validación externa, éstos permiten señalar que 

existe, aproximadamente, un 84,0% de probabilidad de que el diagnóstico basado en el 
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punto de corte óptimo (5,29 nmol de PCOs/mg de proteína) realizado en un paciente con 

dengue grave sea más correcto que el de un paciente con dengue con signos de alarma, 

elegido al azar en el grupo de validación externa. De acuerdo con los criterios de 

interpretación según Swets 184, este valor de exactitud global puede ser considerado útil. 

 

De igual manera, la evaluación de la capacidad de discriminación permite señalar que con 

el uso de este punto óptimo diagnóstico se puede discernir entre los pacientes con dengue 

grave y los pacientes con dengue con signos de alarma, seleccionados en el grupo de 

validación externa. 

 

Antes de continuar, es importante destacar que existen varias investigaciones biomédicas, 

de nivel predictivo, que han utilizado la estrategia de validación retrospectiva, es decir, el 

grupo de validación externa fue constituido con anterioridad al grupo de derivación del 

modelo 257-261. 

 

Con respecto a la utilización de la población peruana como un nuevo grupo de derivación, 

la interpretación del AUC permite indicar que un paciente elegido al azar del grupo de 

pacientes con dengue grave tendrá, aproximadamente, el 90,0% de las veces un valor 

sérico igual o superior a 5,77 nmol de PCOs/mg de proteína que un paciente elegido al azar 

del grupo de pacientes con dengue con signos de alarma. 

 

A partir de la interpretación del intervalo de confianza estimado para el AUC, se puede 

indicar que el uso del punto óptimo diagnóstico estimado (5,77 nmol de PCOs/mg de 

proteína), permite discernir entre los pacientes con dengue grave y los pacientes con 

dengue con signos de alarma.  

 

Basándose en el modelo pronóstico estimado, todas las puntuaciones de Wald calculadas 

indican que la determinación sérica de PCOs aporta significativamente a la predicción de la 

severidad del dengue en la población peruana evaluada, y al mismo tiempo, éstas indican 

que los resultados obtenidos de este modelo pronóstico pueden ser generalizados a la 

población (Tabla 11).  
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Adicional a esto, cuando se eliminó este biomarcador de la ecuación de regresión, se 

observó un cambio significativo en el logaritmo de verosimilitud del modelo (-2LL=36,53; 

p≤0,00001), lo cual es evidencia de su participación en la capacidad pronóstica de dicho 

modelo. 

  

La significancia encontrada en la prueba de ómnibus indica que con el uso de este punto 

óptimo diagnóstico de PCOs (5,77 nmol de PCOs/mg de proteína) existió una mejora 

significativa en la predicción de la probabilidad de ocurrencia del dengue grave en los 

pacientes peruanos evaluados. 

 

La medida estandarizada del exponencial de b estimado (Tabla 11), permite señalar que 

es, aproximadamente, 81 veces más probable que un paciente evolucione a dengue grave 

si presenta una concentración sérica de PCOs igual o superior a 5,77 nmol/mg de proteína, 

en comparación con un paciente con valores séricos inferiores a ese umbral diagnóstico. 

 

Los valores porcentuales de sensibilidad y especificidad del modelo pronóstico que utiliza 

este umbral, indican la buena capacidad que tiene este umbral diagnóstico para identificar 

la severidad del dengue en la población peruana. 

 

De acuerdo con la interpretación del valor predictivo positivo calculado, aproximadamente, 

el 82,0% de los pacientes con niveles séricos de PCOs iguales o mayores a 5,77 nmol/mg 

de proteína presentan dengue grave. De modo similar, aproximadamente, el 95,0% de los 

pacientes con niveles séricos de PCOs inferiores a este punto de corte óptimo, no presentan 

dengue grave. 

 

Luego de aplicar el método de bootstrap, el modelo pronóstico basado en el punto de corte 

de 5,77 nmol de PCOs/mg de proteína, mantiene su capacidad discriminativa de severidad 

del dengue en la población peruana.  

 

Sobre la base de los resultados obtenidos al comparar las dos estrategias de validación 

utilizadas en este estudio (Tabla 12), pareciera que ambos modelos pronósticos tienen la 

misma capacidad discriminatoria entre pacientes con dengue grave y paciente con dengue 

con signos de alarma, de manera independiente a la edad del paciente evaluado, es más, 
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ambos muestran características propias de las pruebas de cribado 254, sin diferencias 

significativas en sus parámetros de validez y seguridad diagnóstica. 

 

En cuanto a las potenciales limitaciones del presente estudio se pueden mencionar: 

 

- La homogeneidad entre el grupo de derivación y el grupo de validación externa se vio 

comprometida, dado que este último grupo estuvo constituido por pacientes pediátricos 

y adultos, a diferencia de la composición del grupo de derivación, solo con pacientes 

pediátricos.  

 

- En las muestras de suero obtenidas de los pacientes pediátricos del grupo de 

derivación, no se realizó la detección molecular del virus dengue y de otros arbovirus, 

por el limitado volumen de muestra obtenido. En consecuencia, en este grupo de 

pacientes, no se puede excluir la posibilidad de coinfecciones entre arbovirus.  

 

- La calidad de la información y el nivel de completitud de la ficha de notificación 

epidemiológica no permitió acceder a toda la información del recuento diferencial de 

leucocitos en la sangre de los pacientes del grupo de validación externa, a diferencia 

de una mejor completitud de las historia clínicas de los pacientes pediátricos del grupo 

de derivación. 

 

- En teoría, la selección de casos y controles de origen hospitalario, puede conllevar a un 

sesgo de selección en la investigación, dado que existe la posibilidad de que estos 

sujetos de estudio seleccionados no sean representativos de todos los pacientes con 

una patología dada, afectando así la validez externa del estudio 262. 

 

Las similitudes encontradas en los resultados obtenidos con la estrategia de doble 

validación cruzada y la asociación estadística entre los niveles séricos de carbonilos 

proteicos y dengue grave, detectada en ambos grupos de pacientes, permiten pensar que 

las dos primeras limitaciones antes descritas, pudieron no tener efecto sobre el 

comportamiento de los biomarcadores de estrés oxidativo evaluados en este estudio. 
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Por último, se piensa que el impacto teórico del origen hospitalario de los casos y controles 

seleccionados, puede verse limitado si se considera que las muestras de suero analizadas 

en este estudio, provenían de pacientes pediátricos que fueron atendidos en la red distrital 

de hospitales de Barranquilla-Colombia, durante un período de dos años, o hacían parte de 

las muestras de suero que fueron remitidas desde 12 de los 25 departamentos del Perú al 

Instituto Nacional de Salud de ese país. 
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7. Conclusiones 

Inicialmente, cabe destacar que hasta donde se tiene conocimiento, este es el primer 

estudio que reporta concentraciones séricas de carbonilos proteicos, hidroperóxidos 

lipídicos, superóxido dismutasa mitocondrial y citosólica en niños con diagnóstico de 

dengue. Igualmente, se considera la primera investigación que aborda el comportamiento 

de marcadores de estrés oxidativo en pacientes con infección por virus zika. 

 

A partir de la evaluación de la capacidad pronóstica de los biomarcadores de estrés 

oxidativos evaluados, en pacientes pediátricos y en adultos, se concluye: 

 

- Los casos de dengue grave presentaron una mayor concentración sérica de carbonilos 

proteicos, en comparación con los casos de dengue con signos de alarma, 

independiente del sexo, de la edad, de la procedencia y del nivel sérico de proteínas del 

paciente evaluado. 

 

- Los niveles séricos de hidroperóxidos lipídicos, la actividad enzimática sérica total de 

superóxido dismutasa y las actividades enzimáticas séricas de superóxido dismutasa 

mitocondrial y de la superóxido dismutasa citosólica, no permiten diferenciar a los 

pacientes con dengue grave de los pacientes con dengue con signos de alarma. 

 

- Los pacientes con diagnóstico de dengue con signos de alarma, con diagnóstico de 

dengue sin signos de alarma, infectados con virus zika o con evidencia serológica o 

molecular de la presencia de dengue y otro arbovirus, no pueden ser diferenciados entre 

sí, usando la determinación sérica de carbonilos proteicos, hidroperóxidos lipídicos o de 

la actividad enzimática sérica total de superóxido dismutasa o de su isoforma citosólica. 

 

- A partir del comportamiento encontrado de las actividades enzimáticas evaluadas, se 

presentan evidencias que sugieren la participación diferencial del radical anión 

superóxido o del peróxido de hidrógeno entre los mecanismos patogénicos de la 

infección por virus dengue y de la infección por virus zika. 
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- Junto con lo reportado por otros autores, en el presente estudio se encontraron 

evidencias que sugieren que la actividad antioxidante de la superóxido dismutasa 

mitocondrial no participa en la patogénesis del dengue grave.  

 

- Los carbonilos proteicos fue el único biomarcador de estrés oxidativo evaluado que 

mostró capacidad pronostica de severidad en pacientes con dengue, tanto por regresión 

logística binaria como por regresión probit binario. 

 

- Luego de la aplicación de la estrategia de doble validación cruzada, existen evidencias 

para asegurar que el modelo pronóstico basado en el punto de corte de 5,29 nmol de 

carbonilos proteicos/mg de proteína y el modelo pronostico basado en el punto de corte 

de 5,77 nmol de carbonilos proteicos/mg de proteína, fueron los mejores para 

pronosticar la severidad del dengue en una población constituida solamente por 

pacientes pediátricos y en una población constituida por pacientes pediátricos y adultos, 

respectivamente. 

 

- Basado en el menor punto óptimo diagnóstico y en las similitudes encontradas en la 

capacidad discriminativa y en la probabilidad pronosticada, se puede señalar que, 

independiente de la edad y de la procedencia del paciente, el mejor modelo pronóstico 

de severidad del dengue se encuentra representado en la ecuación de regresión:  

 

Ln(p/1-p)= -2,71 + 3,30 (PCOs-A del paciente ≥5,29 nmol/mg de proteína), siendo 

PCOs-A, la concentración sérica ajustada de carbonilos proteicos en el paciente 

evaluado. 
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