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RESUMEN

El dengue es una arbovirosis ampliamente distribuida en paises tropicales y subtropicales,
la cual es transmitida por artropodos del genero Aedes. La infeccién puede cursar de forma
asintomatica o presentar un amplio espectro de manifestaciones clinicas que pueden tener
un desenlace fatal. Las caracteristicas genéticas del hospedero pueden influenciar su
respuesta inmunolégica y por tanto la susceptibilidad a la infeccion y la severidad de la
enfermedad. El presente estudio establecio la relacion de los polimorfismos de nucle6tido
simple (SNPs) en los genes DC-SIGN (rs4804803), FcyRlla (rs1801274) y TNF-a
(rs1800629) con la infeccion por dengue en nifios entre 4 y 14 afios residentes en una zona

endémica de Colombia.

Se analizaron 230 muestras de los municipios de Anapoima, Apulo y Girardot del
departamento de Cundinamarca, las cuales se caracterizaron por serologia y deteccién de
ARN viral. Lo anterior permiti6 la seleccién de tres grupos de estudio: el grupo control
(n=37), el grupo de infecciones asintomaticas (n=138) y el grupo de infecciones

sintomaticas (n=55) conformado por pacientes con DCSA (n=48) y DG (n=7)

Los tres SNPs cumplieron el equilibrio de Hardy-Weinberg, la presencia del SNP para DC-
SIGN, no presento asociacidon con la susceptibilidad a la infeccién o la enfermedad. EI SNP
del gen FcyRlla, se identificé como factor protector en el grupo de infecciones asintomaticas
respecto al grupo control (OR=0.51, p=0.010), y como factor de riesgo al comparar el grupo
de infeccidn sintomatica respecto a las asintomaticas (OR=1.73, p=0.018). La presencia del
SNP del TNF-a (rs1800629), se relacion6 como factor de riesgo al comparar tanto las
infecciones asintomaticas como sintomaticas con el grupo control OR=4.60 (p=<0.0001) y
OR=2.95 (p=0.003), respectivamente.

Se identificaron 17 combinaciones genotipicas, en el grupo control se encontré con mayor
frecuencia la presencia de un SNP, a diferencia de los grupos de infeccién en los que se
observaron dos o los tres SNPs. La combinacién de los SNPs DC-SIGN y FcyRlla se asocié
con proteccién a la infeccion por DENV (OR=0.21, p=0.028). Por el contrario, la presencia
conjunta de los polimorfismos en DC-SIGN y TNF-a se asocié como factor de riesgo para

desarrollar sintomas durante la infeccion por DENV (OR=12.92, p=0.0005). Estos



resultados muestran la asociacion entre la presencia de los polimorfismos en los tres genes

evaluados y la suceptibilidad a la infeccion.



ABSTRACT

Dengue is an arthropod-borne viral disease widely distributed in tropical and subtropical
countries, which is transmitted by Aedes genus mosquitoes. Dengue infection has a broad
spectrum of clinical manifestations that could have a fatal outcome.

Host genetic background can influence the immune response, and therefore the
susceptibility to the infection or disease severity. The aim of this study was to determine the
association of functional single nucleotide polymorphisms in DC-SIGN (rs4804803), FcyRlla
(rs1801274) and TNF-a (rs1800629) genes with dengue infection in children (4 to 14 years

old) who live in endemic municipalities in Cundinamarca, Colombia.

Two hundred and thirty samples (n=230) were analyzed from three Cundinamarca
municipalities: Anapoima, Apulo and Girardot. Samples were characterized by serology and
viral RNA detection tests. These results allowed the selection of three study groups: control
group (n=37), asymptomatic infection (n=138), and symptomatic infection, presenting both

severe dengue (n=7) and dengue with warning signs (n=48).

Each SNP met Hardy-Weinberg equilibrium. There was not association between the
polymorphism in DC-SIGN gene (rs4804803) and dengue infection susceptibility and
severity of disease. The SNP in FcyRlla (rs1801274) gene was identified more frequently in
the control group regarding asymptomatic infection group (protective to infection, OR=0.51,
p=0.01), and it was identified as a risk factor to have symptoms during infection
(asymptomatic vs. symptomatic infection, OR=1.73, p=0.018). Polymorphism in TNF-a gene
(rs1800629) was related as a risk factor to DENV infection (asymptomatic infections vs
control group (OR = 4.6, p = <0.0001) and also was a risk factor to present symptoms
(OR = 2.95 p = 0.003).

This study identified 17 genotypic combinations, but most of individuals of the control group
had only one SNP (56,8%), while symptomatic (32,6%) and asymptomatic infections
(36,4%) groups had two or all three SNPs. DC-SIGN plus FcyRIla genotypic combination
was associated as protective factor to dengue infection (OR=0.21, p=0.028). In contrast, the
DC-SIGN plus TNF-a SNPs combination was associated with a thirteen more likelihood to

develop symptoms during dengue infection (OR=12.92, p=0.0005).



These results proved the association between SNPs in the three immune genes analyzed
and susceptibility to dengue infection in Colombian children population.
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INTRODUCCION

El dengue es una arbovirosis ampliamente distribuida en zonas tropicales y subtropicales,
transmitida por la picadura de un mosquito del género Aedes. La infeccion se produce por
la interaccién entre el vector, el virus (DENV-1, DENV-2, DENV-3y DENV-4) y el hospedero,
en el que la infeccién puede manifestarse de forma asintomética o con signos y sintomas
gue pueden estar asociados a mortalidad (1-5). Varios factores favorecen la infeccion: los
factores macrodeterminantes que involucran caracteristicas ambientales, sociales y
culturales que permiten la persistencia y diseminacion del vector, y los factores
microdeterminantes que consideran las caracteristicas del hospedero, el virus y el vector

que direccionan el curso de la infeccion (6).

Dentro de las caracteristicas del hospedero, se encuentran algunos aspectos involucrados
en la respuesta inmunoldgica, siendo responsables de que se presente 0 no sintomatologia
clinica. Estudios realizados a nivel mundial han evidenciado asociaciones entre
componentes genéticos del huésped con la susceptibilidad a la infeccion y la patogénesis
de la enfermedad (1). Un polimorfismo de nucleétido tnico (SNP), es una variacion en la
secuencia del &cido desoxirribonucleico (ADN) que involucra una sola base, esta debe estar
presente en al menos el 1% de la poblacion; cuando la variacion esta relacionada con un
cambio en el aminoacido codificante se denomina no sindnima, de lo contrario se denomina
sinbnima (7). Estudios desarrollados en paises como Taiwan, Tailandia, Brasil, Venezuela
Cuba y Honduras, han relacionado los SNPs con la severidad de la infeccién por DENV, sin
embargo, las asociaciones encontradas no coinciden entre los diferentes estudios. Debido
a las diferencias en los disefios metodoldgicos, las poblaciones analizadas y los criterios
para la definicién de los casos, se dificultan la comparacion de los mismos. Por lo anterior,
la informacién de los estudios incluidos en el andlisis de este trabajo, se presentd siguiendo

los parametros de definicion de casos de dengue descritos en el articulo original.

En Colombia, el vector A. aegypti se encuentra distribuido en mas del 90% del territorio
nacional, en municipios situados por debajo de los 2.200 msnm que presentan condiciones
ambientales favorables para la transmisién y circulacién de los cuatro serotipos virales (8,9).
La poblacion de la regién Centro-Oriente conformada por los departamentos de Boyaca,
Santander, Norte de Santander, Tolima, Huilay Cundinamarca presenta la mayor incidencia
de la infeccion. De acuerdo a los informes del Instituto Nacional de Salud (INS), los nifios

menores de 14 afios, son los mas afectados por dengue y dengue grave (8-10). Sin
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embargo, existe poca informacion sobre la incidencia o prevalencia de las infecciones
asintomaticas, las cuales contribuyen en la persistencia de la infeccion en las zonas

endémicas.

Por lo anterior, se hace necesario la caracterizacion de las frecuencias polimérficas de los
SNP en los genes de DC-SIGN (rs4804803), TNF-a (rs1800629) y FcyRlla (rs1801274) en
ninos de los municipios de Anapoima, Apulo y Girardot, del departamento de
Cundinamarca, con el objetivo de identificar si existe una relacion entre la presencia de los

SNPs y la susceptibilidad a la infeccién o la enfermedad.

1. MARCO TEORICO

El dengue es una enfermedad viral ampliamente distribuida a nivel mundial que afecta
principalmente a la poblacion pediatrica residente en paises tropicales y subtropicales. Las
manifestaciones clinicas del dengue, pueden ser inaparentes hasta fatales (2,3). Segun la
OMS el 90% de las infecciones primarias cursan de forma asintomatica, sin embargo, en
una infeccion secundaria, por un serotipo diferente del virus, la respuesta inmune no
neutraliza la infeccién, produciendo un aumento en la intensidad de los sintomas que se
relaciona con la severidad de la enfermedad (2). Algunos estudios han identificado
caracteristicas propias del hospedero, el virus y el vector que favorecen la infeccion por
DENV.

1.1. Virus
El serocomplejo dengue (DENV) pertenece al género Flavivirus, de la familia Flaviviridae,
conformado por cuatro serotipos (DENV-1 a DENV-4). El virus se transmite por artrépodos
0 mosquitos del género Aedes, el cual requiere para su diseminacion la interaccion

mosquito-humano-mosquito (11-13).

El DENV es un virus icosaédrico de aproximadamente 50 nm, conformado por una
membrana lipidica, sobre la cual se insertan las proteinas de membrana y de envoltura
(5,14). El interior del virus contiene un complejo riboproteico conformado por la proteina de
la capside y el genoma viral que consiste en una Unica hebra de &cido ribonucleico (ARN)
de polaridad positiva que codifica para un polipéptido Unico, dando origen a tres proteinas
estructurales: capside, envoltura y membrana, y siete proteinas no estructurales: NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B , y NS5 (14).
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1.2. Epidemiologia
La incidencia de dengue en el mundo ha aumentado considerablemente en los ultimos 50
afos, debido a los procesos de migracion de la poblacion que han conducido a la
urbanizacion desordenada, la deficiencia en el suministro de agua potable y servicios
bésicos, asi como la interaccion de fendbmenos como la globalizacion, las variaciones
climéticas generadas por el calentamiento global. Se estima que anualmente se presentan
entre 50 a 100 millones de infecciones en mas de 100 paises del mundo, la mayoria de
ellas en paises ubicados en areas tropicales y subtropicales, y un porcentaje de estas
infecciones se han reportado en zonas en las que anteriormente no se presentaba la
enfermedad (2,15). EI 50% de la poblacién mundial se encuentra en riesgo de padecer la
infeccion, de la cual 824 millones de personas residen en zonas urbanas y 763 millones en

zonas peri-urbanas (16).

En Colombia el dengue es un problema prioritario de salud publica, las condiciones
ambientales y socioeconémicas favorecen la presencia de los vectores (Aedes aegypti y
Aedes albopictus) y la circulacién simultanea de los cuatro serotipos del virus que producen
un aumento en la incidencia y transmision de la enfermedad. (8,17,18). Los departamentos
ubicados en la regiébn Centro Oriente como Cundinamarca, Tolima, Huila, Boyaca,
Santander y Norte de Santander contribuyen con el mayor porcentaje de casos de dengue
gue se notifican al sistema de vigilancia. En los ultimos afios se ha identificado que el 30%
de los casos de dengue y el 52% de los casos de dengue grave se concentra en poblacion
menor de 14 afios(18-21).

A pesar de que en Colombia el dengue es una enfermedad de notificacion obligatoria, la
dificultad en la identificacién temprana de los casos, el diagndstico, el subregistro en la
notificacion, la ausencia de una herramienta para la deteccion y vigilancia de las infecciones
asintomaticas dentro del sistema de vigilancia epidemiolégica, la convierten en un tema de
interés en salud publica debido a la necesidad de conocer la incidencia real y prevalencia
de la misma en la poblacién. La incidencia de dengue en Colombia en la Ultima década ha
presentado una tendencia creciente, durante la cual se registré la mayor epidemia (Octubre
de 2009 a Noviembre de 2010) y un comportamiento fluctuante de la enfermedad entre
2010 y 2016, ubicandose dentro del canal endémico entre la zona de alarma y zona de
brote (18-20).
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El afio 2014, se notificaron en el Sistema de Vigilancia en Salud Publica (SIVIGILA) 110.473
casos totales de dengue, 107.696 (97.5%) de dengue y 2.777 (2.5%) de dengue grave (19).
En dengue y dengue grave el 47% de los casos se presentaron en mujeres y el 53% en
hombres, los grupos de edad mas afectados por dengue fueron el de 5 a 9 afios y el de 10
a 14 afios, mientras que en dengue grave el grupo de edad mas afectado fue el de 5 a 9
afos seguido por el de 10 a 14 afios (17).

El aflo 2015 se notificaron en el pais 94.916 casos de dengue, el 98,6 % corresponde a
dengue y el 1,4 % a dengue grave (20). El afio siguiente (2016) se presenté un nidmero
superior de casos, notificando 103.822 casos de dengue, el 50.0% sin signos de alarma, el
40% con signos de alarmay el 1.0% de dengue grave (22). Para la semana epidemioldgica
21 del afio 2017, se notificaron al Sistema de Vigilancia en Salud Publica (SIVIGILA) 13.104
casos de dengue, 7.813 casos (59,6 %) sin signos de alarma, 5.161 casos (39,4 %) con

signos de alarma y 130 casos (1,0%) de dengue grave (21).

En el departamento de Cundinamarca, la incidencia de dengue ha mostrado un aumento
significativo en los ultimos diez afios, ubicAndose dentro de los principales departamentos
con notificacion activa de la enfermedad. Estudios realizados en los municipios de
Anapoima y La Mesa, identificaron la presencia de tres serotipos DENV-1, DENV-2 y DENV-
4 en Anapoima, Y la circulacién de los cuatro serotipos en la Mesa (8,23). Un estudio previo
realizado en nuestro grupo encontré una seroprevalencia de anticuerpos IgG contra DENV

superior al 80% en una poblacién pediatrica asintomatica residente en zona endémica (24).

En el presente estudio se analizaron muestras recolectadas el afio 2014 en el departamento
de Cundinamarca, el cual tiene una alta prevalencia de la enfermedad, presentando una
letalidad superior a la nacional (17). Este estudio incluyé muestras de los municipios de
Anapoima, Apulo y Girardot, de acuerdo al censo general de 2005 del DANE, el municipio
de Anapoima cuenta con 11.503 habitantes de los cuales el 50.9% son hombres y el 49.1%
mujeres, Apulo posee 7.822 habitantes de los cuales, 48.1% son hombres y 51.9% mujeres

mientras el municipio de Girardot cuenta con 97.889 habitantes (47.6% hombres) (25-27).
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1.3. Patogénesis
La infeccion por dengue puede cursar de forma asintomatica o tener una presentacion
clinica variable. Se estima que solo el 20% de los individuos infectados presentan signos y
sintomas, dentro de los cuales se pueden identificar diferentes tipos: individuos que
desarrollan la enfermedad leve y no asisten a las instituciones de salud para recibir
atencion, individuos que asisten pero se diagnostican como sindrome febril indiferenciado,
individuos con diagnoéstico clinico a los que se les realiza manejo y tratamiento de la
enfermedad pero no se reportan al sistema de vigilancia y los individuos a los cuales se les
realiza confirmacion del diagnostico y la notificacion del caso, que corresponden a un

porcentaje muy pequefio de la poblacién que presenta la enfermedad (11).

La infeccion por uno de los serotipos de virus dengue genera una inmunidad homotipica de
larga duracion pero no proporciona inmunidad protectora cruzada a los otros serotipos del
virus(13). En una primera infeccion, el virus puede infectar las células de Langerhans
inmaduras, a través del receptor DC-SIGN. Las células infectadas secretan citocinas, inician
su maduracién y migran hacia los nddulos linfaticos, donde entregan el virus y hacen
presentacion del antigeno a los linfocitos T CD4*y T CD8". A partir de este momento se
inicia la respuesta inmune adquirida, en la que ocurre la activacion de las células, la
expansion clonal, y el desarrollo de su funcién efectora mediante secrecién de citocinas, la
produccion de anticuerpos, y un porcentaje de estas se diferencian como células de
memoria (1,28-31). Durante la activacion de los linfocitos, simultaneamente se presenta
citolisis de las células infectadas por accion de las células NK, proceso en el que también

se induce la secrecion de citocinas proinflamatorias (28).

La infeccién secundaria, producida por un serotipo heterdlogo, al responsable de la
primoinfeccién, se encuentra relacionada con el aumento en la probabilidad de presentar
manifestaciones clinicas caracteristicas de dengue grave. Se ha propuesto que en esta
segunda infeccion se presenta un proceso denominado “Pecado Original Antigénico”, en el
cual los linfocitos T de memoria generados durante la primera infeccién, tienen menor
avidez por los epitopes del nuevo serotipo de DENV dificultando el control de la infeccién
(28,32-35). Por otro lado, en estas infecciones se ha descrito el fenémeno de amplificacion
dependiente de anticuerpos (ADE), en el que los anticuerpos producidos en la infeccion

primaria reconocen pero no neutralizan el virus heterélogo, permitiendo la interaccion del
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complejo antigeno-anticuerpo con los receptores Fcy de los monocitos y macréfagos,

favoreciendo la entrada del virus a la célula y la propagacion de la infeccién (28,32,35,36).

El perfil genético del virus, del vector y del hospedero constituyen tres componentes
esenciales para explicar la heterogeneidad en la presentacion clinica y establecer el
desenlace de la infeccion (15,34,37-42). Los SNP pueden influir en la regulaciéon y/o
codificacién a través de tres mecanismos: la expresion cuantitativa de receptor, afinidad a
su ligando o capacidad de sefializacion (43). Dentro de los polimorfismos mas estudiados
en genes del hospedero durante la infeccion por DENV se encuentran los antigenos
leucaocitarios humanos (HLA) clase | HLA-A, HLA-B (44,45), la quinasa Janus 1 (JAK1) (39),
Factor de Necrosis Tumoral Alfa (TNF-a)(34,45,46), Factor de Crecimiento Transformante
(TGF)-B1 (34), Linfotoxina alfa (LTA) (45), fenotipos del sistema ABO(47), isoforma CD32
del receptor Fcy (FcyRlla) (48,49) y la proteina de membrana tipo-ll con un dominio
extracelular de lectina tipo C (DC-SIGN) (50).

1.4. Polimorfismos

1.4.1. Elreceptor DC-SIGN
El receptor DC-SIGN (Proteina de membrana tipo-1l con un dominio extracelular de lectina
tipo C), es un receptor de membrana tipo Il, compuesto por 3 dominios, el N-terminal
localizado en el citoplasma, otro transmembranal y un tercer dominio extracelular
conformado por una region de siete repeticiones altamente conservadas de 23 aminoacidos
junto con el dominio carbohidrato para union a patégenos (37,51). El receptor esta presente
en macroéfagos, células dendriticas (CD) inmaduras de la periferia, CD maduras de tejidos
linfoides, y su expresion es regulada por la interleucina 4 (IL-4) (52). DC-SIGN media la
migracion de CDs en el endotelio por interaccién con ICAM-2, su unién al ligando induce la
internalizacion endosomal para el procesamiento y presentacion de antigeno por complejo
mayor de histocompatibilidad clase Il (CMH Il); ademdas participa en procesos de

fagocitosis, adhesion celular, activacion intracelular y secrecion de citocinas (1,37,52).

Las CD son unas de las primeras células en infectarse, en las cuales la internalizacion del
virus esta mediada, en parte, por el receptor DC-SIGN. Un polimorfismo en éste receptor,
podria afectar la entrada, replicacion y respuesta inmune a la infeccion por DENV
(37,51,53-55).

20



El gen CD209 localizado en el brazo corto del cromosoma 19 (19p13.3) codifica para el
receptor DC-SIGN. EI SNP en la posicion -336 (rs4804803) tiene efecto en la expresion de
la proteina y se ha encontrado una relacion con la infeccién por DENV (37,38,56). El primer
reporte se realiz6 en el afio 2005, en el cual Sakuntabhai et al, caracterizaron 40
polimorfismos en todo el gen CD209 en una poblacién tailandesa, identificando que la
presencia del alelo G en la posicion -336 proporcionaba proteccion dominante contra la
fiebre de dengue (FD), pero no contra la fiebre hemorragica de dengue (FHD). Lo anterior
se explicé porque en los individuos con dengue los genotipos GG y AG aumentaron el riesgo
de evolucionar hacia dengue hemorragico (56). A diferencia de ello, Silva et al (2010), no
encontraron relacién entre el polimorfismo de este gen y la infeccion por DENV en poblacion
de Salvador, en Brasil (39). Sin embargo, el estudio de Wang et al, en 2011 identificé la
misma asociacion propuesta en el afio 2005, respecto a los genotipos GG y AG,
adicionalmente lo relacionaron con mayor produccion de TNF-a, IL12p40 y IP-10 y la
disminucion en la replicacion viral, mientras que la presencia del genotipo AA se describio

como factor protector para desarrollar FHD (51).

Xavier-Carvalho et al (2013), identificaron que la presencia del genotipo GG tiene un efecto
protector para dengue severo (55). Sin embargo, estudios realizados en poblaciones de
India occidental, Honduras y Para en Brasil, no encontraron asociacion del polimorfismo y
el desenlace de la infeccién (37,38,40). En este caso, se describié un menor nimero de
manifestaciones clinicas cuando se presento el alelo G comparado con el genotipo AA (38).
Por otro lado, en el afio 2011, Noecker et al reportaron una asociacion entre la presencia
del alelo G con presentacién de sintomas durante la infeccion, en habitantes de Morales,
México. Un resultado similar fue propuesto en el afio 2015 por Dettogni et al, quienes
encontraron en poblacién brasilera, una asociacién entre la presencia del alelo A y la no
persistencia de la sintomatologia (57,58). Como se evidencia en estos trabajos, la
informacién sobre la correlacion de este SNP con infeccion o severidad es contradictoria y
depende al parecer de otras condiciones genéticas de los pacientes o de los diagndsticos

usados.

1.4.2. Elreceptor Fc gamma
Los receptores para la fraccion Fc de las inmunoglobulinas G (FcyR) tienen un rol
importante en el mantenimiento del equilibrio del sistema inmune, las variaciones en este

receptor pueden favorecer la patogénesis de enfermedades (43). El receptor Fc se
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encuentra en las células efectoras, internalizando complejos inmunes e iniciando la
respuesta inmune celular y humoral (1,59,60). Los receptores, se componen de tres
dominios, un dominio extra citoplasmatico, un dominio transmembrana y un dominio de
activacion/inhibicion, el cual posee una region basada en tirosina (ITAM), que actia como
unidad central para la transmision de sefiales (1,59,60). La isoforma FcyRIl (CD32),
presenta cuatro variantes alélicas entre ellas FcyRlIla (Unica en humanos) cuya secuencia
ITAM se encuentra en la cadena de unién a su ligando IgG. Este receptor se encuentra
expresado en la superficie de macrofagos, neutréfilos, eosindfilos, plaquetas, células

dendriticas y de Langerhans (59).

Los receptores Fc expresados en las células presentadoras de antigeno (CPA) internalizan
los inmunocomplejos antigeno-anticuerpo que se generan en las infecciones secundarias
por DENV fendmeno denominado ADE (1,28,32). Algunos estudios han centrado sus
ensayos en la caracterizacion de los receptores Fc, dentro de los cuales el mas estudiado
es el FcyRlla. El gen de este receptor se ubica en el brazo largo del cromosoma 1 (1923),
en el que un cambio en la posicion 519 (A/G) da lugar a la sustitucién de una histidina (H)
por una arginina (R) en el residuo 133 en la proteina madura FcyRlla, y modifica su
capacidad de unién a las subclases de inmunoglobulinas IgG (57,61). La presencia del
nucledtido A, codifica H que produce una uniébn mas eficiente con la subclase 1gG» (43),
mientras que el nucledtido G, que codifica para R, presenta una mayor afinidad con las
subclases IgG: e 1gGs (57,62-65). Adicionalmente, en pacientes con FHD se han
encontrado niveles bajos de anticuerpos IgG: anti-dengue comparados con fiebre de

dengue y sindrome de choque por dengue (57,66).

En un estudio en nifios vietnamitas, se encontrd que los individuos con fenotipo R/R
presentan una menor probabilidad de desarrollar FHD (64), este hallazgo coincide con los
obtenidos en los estudios realizados en poblacién cubana, en los que se ha analizado el
polimorfismo rs1801274. Por ejemplo el fenotipo H/H es mas frecuente en pacientes con
diagnéstico de FD o FHD en comparacion con aquellos con infecciones subclinicas o
inaparentes (67). En trabajos posteriores, se report6 la persistencia de manifestaciones
clinicas, altos titulos de IgG en individuos con este fenotipo y el desarrollo de

manifestaciones hemorragicas (68—70).
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Rodriguez et al (2013), identificaron que la presencia del fenotipo H/R en poblacién
hondurefia, esta relacionada con mayor riesgo de padecer dengue severo (40). Por otro
lado, en poblacion mexicana, la presencia del alelo A (histidina) se asocid con proteccion,
ya que estos individuos tuvieron una menor probabilidad de desarrollar manifestaciones
clinicas, adicionalmente, los pacientes portadores del genotipo AA fueron menos propensos
a desarrollar dengue grave (57). Estos hallazgos son similares a los obtenidos por Dettogni
et al, quienes asociaron la presencia del alelo A con menos dias de sintomas, a diferencia
del fenotipo R/H que fue relacionado con la persistencia de sintomas en infecciones

secundarias por dengue (58).

Las caracteristicas de receptor FcyRlla y su interaccibn con las subclases de
inmunoglobulinas, influencian la produccion de citocinas proinflamatorias, que pueden
favorecer la aparicion de manifestaciones clinicas por DENV (68,71). Gran variedad de
estudios realizados reportan un aumento de estas citocinas en poblacion pediatrica con
dengue grave (55,71-75).

1.4.3. Factor de necrosis tumoral alfa
El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) es una citocina secretada predominantemente
por monocitos, macréfagos, linfocitos y células endoteliales en dos formas, una precursora
unida a membrana y otra soluble (76—-78). EI TNF-a regula diferentes procesos bioldgicos
como la activacion de leucocitos, la liberacion de citocinas y quimiocinas, y la produccion
de especies reactivas de oxigeno e intermediarios de nitrégeno, por lo que se ha
involucrado en la disfuncién endotelial a través de la induccién de genes involucrados en la

inflamacién y quimio-atraccion (77,78).

El gen que codifica TNF-a se encuentra en el locus del HLA clase lll, especificamente en
el brazo corto del cromosoma 6 (6p21.3). La presencia de polimorfismos en la regién no
codificante tiene un efecto en la transcripcién del gen causando una variacion en la sintesis
de la citoquina (1,46,73,79). Estudios de casos y controles desarrollados en diferentes
poblaciones revelan asociaciones entre los polimorfismos del promotor de TNF-a y la
susceptibilidad o proteccion a enfermedades infecciosas como periodontitis(80), nefritis
lupica (81), leishmaniasis (82), sepsis(83), dengue (84) entre otras. La pérdida de plasma
caracteristica en dengue grave, puede ser producto de una disfuncién endotelial

relacionada a TNF-a, por lo que se han dirigido investigaciones para establecer la
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asociacion entre el polimorfismo -308 de la region no codificante del TNF-a y el desarrollo
de dengue grave (32,34,85).

El trabajo realizado por Loke et al (2002), no encontr relacién entre los polimorfismos de
la regién no codificante del TNF-a y el diagnéstico de FHD en nifios vietnamitas (64).
Contrario a lo anterior, Fernandez et al (2004), identificaron en una poblacién venezolana,
una asociacion de este polimorfismo con el aumento en los niveles de esta citoquina, en
individuos que cursaban con FHD (46). Por otro lado, el estudio de Vejbaesya et al (2009),
no encontrd asociacion del polimorfismo -308 con FHD, pero si lo relacionaron con la
presencia del alelo A en la posicién -238, en nifios del grupo étnico Thais, estos resultados
concuerdan con los resultados obtenidos en el estudio de Gracia et al en poblacion

mexicana (45,86).

El estudio realizado en Cuba en el afio 2010 por Pérez et al, encontré mayor frecuencia del
alelo A en pacientes con FHD que cursaban una infeccién secundaria cuando la secuencia
de infeccion era DENV-1/DENV-2; adicionalmente, se asocié el genotipo G/G con
proteccion (34). Resultados similares se describieron en poblacion Tailandesa, en la que se
asocio la presencia del alelo A con un riesgo mayor de sangrado, proponiendo su uso como
marcador predictor de severidad en la infeccion por DENV (84). De igual manera, Sam et
al (2015), evidenciaron en pacientes con FHD/SSD de Malasia una frecuencia mayor del
alelo Ay el genotipo A/G; este mismo afio en poblacién brasilefia, Dettogni et al, evidencid
una asociacién entre el genotipo A/G y con mayor tiempo de sintomatologia en individuos
con infeccién secundaria, mientras que la presencia del alelo A se relacioné con menor

tiempo de duracion de los sintomas (58,75).

Los estudios mencionados anteriormente evidencian resultados contradictorios respecto a
la presencia de los polimorfismos en los tres genes, y su asociacion con la severidad o el
desenlace la infeccion por DENV. Varios estudios explican que esta diversidad puede ser
producto de la infeccién, las caracteristicas genéticas de los grupos poblacionales, los
factores de riesgo a los que se encuentran expuestos y la virulencia de los serotipos
circulantes. Los autores sugieren que las diferencias propias del disefio de los estudios y la
metodologia aplicada dificultan la comparacion de la influencia de los polimorfismos en la

infecciébn. Sin embargo, resaltan la importancia de desarrollar estudios que asocien
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multiples genes en poblaciones distintas, asi como estudios de haplotipos de estos genes
(37-39,51,57).

En Colombia es estudio de Avendafo et al., evalud la asociacion entre las variantes de tres
polimorfismos en los genes rs1800750 (TNF-a), rs2069843 (IL-6) y rs2069705 (INF-y) con
la severidad del dengue en pacientes de Antioquia y Chocé, encontrando una asociacion
de la presencia del alelo A en el polimorfismo de la IL-6 con casos de DH en afro-
colombianos, adicionalmente, identificaron una asociacion de las combinaciones alélicas
‘GGT” y “GAC” de los SNPs rs1800750, rs2069843 y rs2069705, en pacientes con FHD
(87,88). Cabe destacar que en nuestro pais no se han realizado estudios que relacionen
los polimorfismos rs4804803 (DC-SIGN), rs1800629 (TNF-a) y rs1801274 (FcyRlla) con la
infeccion por DENV, sin embargo, la identificacion de polimorfismos en estos genes si se

han analizado en otras patologias.

En el afio 2006, el estudio de Gémez et al, no encontré diferencias estadisticamente
significativas entre la presencia del polimorfismo en el receptor DC-SIGN (rs4804803) y el
desarrollo de tuberculosis en personas del noroeste colombiano (89). Por otro lado, el
receptor Fc se ha relacionado con enfermedades autoinmunes, Magnusson et al en el afio
2004, asociaron la presencia de SNP con un mayor riesgo de Lupus Eritematoso Sistémico
(LES), debido a que encontraron una mayor frecuencia del SNP FcyRlla-131R en familias

con casos multiples de LES (65).

En el pais se ha incrementado el interés en el estudio del polimorfismo -308 por los altos
niveles de TNF-a en procesos neoplasicos y enfermedades autoinmunes. El estudio de
Torres et al (2004), no encontrd asociacidon entre el polimorfismo con la susceptibilidad o
riesgo de padecer cancer gastrico en poblacion de Cauca (90). Por otro lado, Guarnizo et
al, en el afio 2007 relacionaron la presencia del alelo A con susceptibilidad de desarrollar
LES en poblacién colombiana (91). En este mismo afio, Rojas et al, indicia que el
polimorfismo de TNF-a (rs1800629) no puede ser empleado como predictor de
enfermedades cardiovasculares (ECV) en pacientes con artritis reumatoide (AR) (92). Por
otro lado, la presencia del alelo A fue encontrada en mayor frecuencia en pacientes con
espondiloartritis (SpA), en el estudio reportado por Romero et al, en el afilo 2012 (93).

Finalmente, en los resultados de un estudio realizado en el afio 2013 por Amaya et al, no
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encontrd relacion entre el polimorfismo rs1800629 y el desarrollo de dos formas clinicas de
la periodontitis apical (AP): supurativa aguda y crénica no supurativa (80).

2. PREGUNTA PROBLEMA
¢ Existe una asociacion entre la presencia de los polimorfismos DC-SIGN (rs4804803), TNF-
a (rs1800629) y FcyRlla (rs1801274) y la susceptibilidad a la infeccion por virus dengue en

una poblacion pediatrica residente en una zona endémica de Colombia?

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo principal
Establecer una asociacion entre la presencia de polimorfismos de los genes para DC-SIGN
(rs4804803), FcyRlla (rs1801274) y TNF-a (rs1800629), con la susceptibilidad a la infeccion

por dengue en una poblacion pediatrica de una zona endémica en Colombia.

3.2.  Objetivos especificos
1. Describir las frecuencias genotipicas de los SNP en los genes DC-SIGN
(rs4804803), FcyRlla (rs1801274) y TNF-a (rs1800629) en cada uno de los grupos

de estudio.
2. Comparar las frecuencias alélicas de los SNP en los genes DC-SIGN (rs4804803),
FcyRlla (rs1801274) y TNF-a (rs1800629), en nifios con infeccién por dengue

sintomatica o asintomatica.

3. Determinar las caracteristicas genotipicas y alélicas presente en grupo de nifios

sintomaticos de acuerdo al grado de severidad de la enfermedad.

4. ldentificar las combinaciones genotipicas de los tres polimorfismos en cada uno de

los grupos de estudio.
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4. HIPOTESIS
4.1. Hipotesis alterna

Existe una asociacion entre la presencia de los polimorfismos rs4804803 (DC-SIGN),
rs1800629 (TNF-a) y rs1801274 (FcyRIla) y la susceptibilidad de la infeccion por virus
dengue en una poblacion pediatrica de Colombia.

4.2.  Hipotesis nula
No existe una asociacion entre la presencia de los polimorfismos rs4804803 (DC-SIGN),
rs1800629 (TNF-a) y rs1801274 (FcyRIlla) y la susceptibilidad de la infeccion por virus
dengue en una poblacion pediatrica de Colombia

5. METODOLOGIA

5.1. Tipo de estudio
Descriptivo, el cual realiza la evaluacion de las muestras de individuos sintomaticos y
asintomaticos evaluacién de los individuos siguiendo las caracteristicas de un estudio de

corte transversal

5.2. Poblacion y muestra
Poblacion pediatrica entre 4 y 14 afios, residentes en una zona endémica para dengue del
departamento de Cundinamarca, dentro de los que se incluiran nifilos sin antecedente
serolégico detectable de infeccion por DENV, y nifios infectados que cursen la infeccién

tanto sintomatica como asintomatica.

5.3.  Seleccidn de voluntarios e ingreso al estudio
Los individuos del presente estudio fueron seleccionados de dos proyectos realizados por
el Grupo de Virologia de la Universidad El Bosque. El primero de ellos denominado:
“Espectro clinico de la infeccion por virus dengue en una cohorte de nifios de 5 a 14 afos
de dos municipios de Cundinamarca”, enfocado a estudiantes de instituciones educativas
de los municipios de Anapoima y Apulo, municipios ubicados en la provincia del
Tequendama. El segundo estudio titulado: “Algoritmo de laboratorio para la confirmacion de
casos de dengue en muestras de individuos con sindrome febril atendidos en instituciones
de salud de Cundinamarca”, se realizé con individuos que consultaron por sindrome febril

al Hospital Universitario de La Samaritana - Unidad Funcional Girardot, ubicado en el
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municipio de Girardot. A continuacion, se describe el proceso de captacion de los individuos
y de procesamiento de las muestras de los estudios descritos anteriormente, cuya
metodologia y resultados proporcionaron los parametros para establecer los criterios de

inclusion y de exclusion del presente estudio.

5.4.  Captacion de individuos
5.4.1. Espectro clinico de la infeccién por virus dengue en una cohorte de nifios de 5 a
14 afos de dos municipios de Cundinamarca (Estudio A)

El primer paso para el desarrollo de este estudio comprendio la socializacién a las alcaldias,
la secretaria de educacion y de desarrollo social de cada municipio. Una vez obtenida su
aprobacion se realizé la seleccion de las sedes de las instituciones educativas, en el
municipio de Anapoima, las sedes de primaria General Santander y Policarpa Salavarrieta
de la Instituciéon Educativa Departamental Julio Cesar Sanchez ubicadas en el area urbana,
y la Institucion Educativa Rural Departamental San Antonio la cual posee estudiantes en
los niveles educativos de preescolar, basica primaria, secundaria y media vocacional. En el
municipio de Apulo se eligio la Institucion Educativa Departamental Integrada Antonio
Narifio ubicada en la zona urbana, la cual tiene los niveles de primaria, bachillerato y media

vocacional distribuidas en dos jornadas académicas.

Este proceso continud con la socializacion del estudio a los rectores, los docentes y a la
comunidad. Para ello se realizaron charlas informativas durante las reuniones de padres de
familia en las cuales se presentd el objetivo y metodologia del estudio. Durante este mismo
espacio se proporciond a los padres y acudientes respuesta a sus inquietudes y se entrego
informacién en folletos pedagogicos en los que se presentd el propdsito y caracteristicas
del estudio. Aquellos padres o acudientes que manifestaron interés en que su hijo(a)
participara en el estudio diligenciaron un formato con la informaciéon de contacto para
establecer comunicacion telefénica y realizar la programacion de la cita médica para la fase

de ingreso al estudio.

El dia programado en cada institucién educativa y de acuerdo al horario de las citas
agendadas previamente, un investigador del grupo realiz6 la recepcién del padre y del nifio,
la toma de datos personales, e inmediatamente procedi6 a la explicaciéon del propdésito, la
metodologia, los riesgos y beneficios de participar. Si el nifio y su padre o acudiente

aceptaban, el investigador realizé el proceso de diligenciamiento y firma del consentimiento
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y del asentimiento informado. Una vez finalizado este paso, se realiz6 la aplicacion de la
encuesta de Conocimientos, Actitudes y Practicas (CAP) al padre de familia, y al nifio se le
realizé un examen médico completo y la toma de una muestra de sangre en el brazo para

el diagnéstico de dengue.

Al finalizar la jornada, las muestras se centrifugaron y se hicieron alicuotas de plasma y
células, las cuales se almacenaron a -20°C, hasta el momento del transporte al laboratorio
de Virologia de la Universidad El Bosque en Bogota donde se realizaron la pruebas
seroldgicas y virologicas para el diagndstico de dengue. Una vez realizado el procesamiento
de las muestras, se programo la entrega de resultados y explicacion de los mismos durante
las reuniones de padres de familia. Asimismo, se realiz6 la socializaciéon de los resultados
generales del estudio de la seroprevalencia y las infecciones por dengue identificadas a la

comunidad educativa.

5.4.2. Algoritmo de laboratorio para la confirmacién de casos de dengue en muestras
de individuos con sindrome febril atendidos en instituciones de salud de
Cundinamarca (Estudio B)

Se incluyeron en el estudio individuos con sindrome febril menor a 7 dias de evolucion que
consultaron a los servicios de urgencias, consulta externa y hospitalizacion del Hospital
Universitario de La Samaritana Unidad Funcional Girardot. Luego de una valoracion clinica
inicial del paciente y si el médico tratante consideraba que el individuo cumplia con los
criterios de inclusion, realizaba la explicacion del estudio al paciente y su acudiente y los
invitd a participar en el mismo. Durante el proceso captacion e ingreso de los individuos en
el estudio, el personal médico continué con el proceso de atencién del paciente siguiendo
el protocolo de manejo de pacientes aplicado por el Hospital. Si el paciente aceptaba
participar en el estudio, se procedia a realizar el proceso de firma del consentimiento y/o
asentimiento informado y el diligenciamiento de la informaciéon sociodemogréfica y la
informacion clinica tanto en la historia clinica de la institucion como en el formato de
evaluacion clinica de individuos febriles disefiado especialmente para el estudio.

Al finalizar la evaluacién clinica, el médico solicitdé la toma de una muestra de sangre al
paciente (un tubo con anticoagulante EDTA 4 ml y/o un tubo sin anticoagulante), para
realizar el hemograma y las pruebas de diagnéstico rapido de dengue (PDR), para la

deteccién de inmunoglobulina M (IgM), inmunoglobulina G (IgG) y la proteina viral NS1.
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5.5.

Criterios de inclusion de la poblacién de estudio

Los grupos de estudio fueron seleccionados de los dos proyectos previamente descritos:

del estudio A se selecciond el grupo control y el grupo de infecciones asintomaticas y del

estudio B se seleccion6 el grupo de infecciones sintomaticas. Las caracteristicas de los

grupos definidos se describen a continuacion:

Grupo control: Individuos sin antecedente seroldgico detectable de infeccion por

virus dengue (IgM, IgG indirecta e IgG de captura con resultado negativo).

Grupo de infecciones asintoméaticas: Individuos sin evidencia clinica de infeccion por

dengue, pero con resultado positivo para IgM y/o 1gG de captura y/o RT-PCR.

Grupo de infecciones sintomaticas: Casos confirmados de dengue con signos de

alarma (mialgias, dolor abdominal reportado, dolor abdominal a palpacién,

hepatomegalia, ascitis y/o exantema) y dengue grave.

A continuacion, se muestran los criterios de clasificaciéon empleados para caracterizar el

grupo control y el grupo infecciones asintomaticas.

Tabla 1. Criterios de clasificacion de infecciones en individuos asintomaticos

e lgG RT-
Clasificacion IgM lgG Captura . NS1
g g P Indirecta PCR
Grupo . . .
Negativo Negativo Negativo - -
Control g g g
Antecedente . . -
. Negativo Negativo Positivo - -
de Infeccion
Positivo Negativo Negativo |Negativo | Positivo
Infeccion Positivo Negativo Positivo | Negativo | Negativo
primaria Positivo Indeterminado | Positivo | Negativo | Negativo
Indeterminado | Negativo Negativo | Negativo | Positivo
Positivo Positivo Positivo | Negativo | Positivo
Positivo Positivo Positivo | Negativo | Negativo
Positivo Negativo Positivo | Negativo | Positivo
L, Indeterminado | Negativo Positivo | Negativo | Positivo
Infeccion . — — - .
. Indeterminado | Positivo Positivo | Negativo | Negativo
Secundaria . — — - —
Negativo Positivo Positivo | Negativo | Positivo
Negativo Negativo Positivo | Negativo | Positivo
Negativo Indeterminado | Positivo | Negativo | Negativo
Negativo Positivo Positivo | Negativo | Negativo
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En el caso del grupo de individuos con infeccion sintomatica, se seleccionaron los pacientes
entre 4 y 14 afios, que presentaran uno o mas de los siguientes signos: mialgias, dolor
abdominal reportado, dolor abdominal a palpacion (evidenciado durante la evaluacién
clinica), hepatomegalia, ascitis y/o exantema. Adicionalmente, se incluyeron en este grupo
los pacientes con los criterios clinicos de dengue grave.

5.6.  Criterios de exclusion
Del estudio A se excluyeron las muestras que presentaran antecedente de infeccion, las
muestras que no tenian el volumen necesario para hacer la extraccion de ADN y en las que

no fue posible hacer la caracterizacion de los tres SNPs.

5.7.  Procesamiento de las muestras
Las muestras de los individuos que consultaron al hospital, fueron inicialmente procesadas
con pruebas de diagnéstico rapido (PDR) para la deteccién de la proteina no estructural

NS1 y para las inmunoglobulinas IgM e IgG, con los kits que se describen a continuacion:

5.7.1. Pruebas de diagnostico rapido de dengue (PDR)

5.7.1.1. Dengue Early Rapid
Este ensayo permitio la deteccion cualitativa de la proteina no estructural NS1, permitiendo
el diagndstico clinico en pacientes con manifestaciones clinicas iniciales que se encontraron
en la fase aguda de la enfermedad caracterizada por la viremia. La técnica se realizd

siguiendo las indicaciones de fabricante

5.7.1.2. Dengue Duo Cassette
Esta prueba inmunocromatogréfica permite la deteccién cualitativa y simultanea de niveles
elevados de IgM e IgG dirigidos a virus dengue, haciendo posible la diferenciacién entre
infecciones primarias y secundarias, esta técnica se realizé siguiendo las indicaciones del

fabricante.

5.7.2. Pruebas de ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA)

5.7.2.1. ELISA para deteccién de IgM (UMELISA)
A las muestras de ambos estudios se les realizé la deteccidén de anticuerpos tipo IgM anti-
dengue con el fin de identificar infecciones activas o recientes, este anticuerpo se puede

detectar a partir del quinto dia del inicio de los sintomas y como promedio disminuye a partir
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de los 30 dias y puede detectarse hasta el dia 60. Para ello se utiliz6 el kit UMELISA®
DENGUE IgM PLUS de Tecnosuma Internacional (UM 2016, Centro de Inmunoensayo del
Instituto Pedro Kouri, La Habana, Cuba), que posee una sensibilidad de 99.6% vy
especificidad de 98.5%, la técnica se desarroll6 siguiendo las indicaciones del fabricante
(94-96).

5.7.2.2. ELISA para deteccién de anticuerpos IgG

La deteccidn de anticuerpos IgG anti-dengue se realizé en las muestras de plasma de todos
los individuos participantes en los dos estudios, a través de dos tipos de ELISA cualitativa:
el kit de ELISA de captura de anticuerpos IgG contra dengue de la casa comercial Panbio
(Alere) posee una sensibilidad de 96.3% y especificidad en zonas endémicas de 94.4%,
presenta un punto de corte alto en contraste a un titulo aproximadamente de 1:2.560 en la
prueba de inhibicién de hemaglutinacién (IH), por lo cual fue empleado en el presente
estudio para detectar titulos elevados caracteristicos de infecciones secundarias. El kit de
ELISA indirecta de IgG para dengue de Panbio (Alere), tiene un punto de corte bajo a
diferencia de la ELISA de captura, con el objetivo de detectar aquellos casos de
antecedente de infeccion, es decir, en los que se tuvo contacto con el virus varios meses
atras o infecciones secundarias que cursan en los primeros dias de viremia , donde los
titulos son bajos y por tanto, no se detectan mediante la ELISA de captura; la sensibilidad
es de 97.9% y una especificidad de 100% (97,98).

La prueba de ELISA IgG de Captura es un inmunoensayo que posee una sensibilidad de
96.3% y especificidad en zonas endémicas de 94.4% y La ELISA indirecta para IgG
presenta una. La interpretacion de los resultados y la ejecucién de la técnica se efectuaron

de acuerdo a las instrucciones del fabricante (97,98).

Las muestras de los individuos asintomaticos se procesaron inicialmente para la ELISA IgM,
IgG indirecta e IgG de captura, las muestras positivas para las pruebas de ELISA IgM o
ELISA IgG de captura, se les realizé la ELISA para la deteccion de la proteina NS1 vy la
serotipificacion; a diferencia de los asintomaticos a los sintomaticos la serotipificacién a

todas las pruebas independientemente del resultado de las PDR o serologias.
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5.7.2.3. ELISA para la deteccion de la proteina viral NS1 (Dengue Early ELISA)
La deteccion cualitativa del antigeno viral NS1 de DENYV se realiz6 a las muestras de suero
0 plasma que tuvieron un resultado positivo para IgM o 1gG de Captura, utilizando el kit
Dengue Early ELISA, el cual permite identificar los individuos en fase aguda, debido a que
esta proteina no estructural se encuentra presente en forma libre durante la replicacion viral.
La especificidad es del 93.6% y sensibilidad 77.7%, la interpretacion de los resultados y la

técnica se realiz6 teniendo en cuenta las condiciones recomendadas por el fabricante (99).

5.7.3. Pruebas virolégicas

5.7.3.1.  Extraccién de ARN viral y deteccién por PCR
La extraccion del ARN viral en las muestras, se realizé con el kit QlIAamp® viral RNA mini
kit de QIAgen, siguiendo las instrucciones del fabricante (100,101). Para la confirmacién de
la infeccién y la identificacién del serotipo de DENV se empleé una PCR anidada,
empleando el kit SuperScript® Il Platinum® One-Step gRT-PCR con ROX de Invitrogen, el
cual emplea una mezcla enzimatica conformada por la retrotranscriptasa SuperScript Il y
una Taq ADN polimerasa (version de M-MLV de la transcriptasa inversa del virus de la
Leucemia Murina Moloney), las cuales efecttan la retrotranscripcion y la primera ronda de
la PCR anidada en un unico paso. EI ADNc es empleado para amplificar un fragmento
codificante para las proteinas C y prM (regién gendmica conservada entre los cuatro
serotipos) utilizando los primers mD1 y D2 y asi obtener un amplicon de 511 pb (Tabla No.
2). Posteriormente, se realiz6 una segunda amplificacion donde se adicionan diferentes
primers serotipo-especificos (Tabla No. 2) en un solo tubo (PCR multiplex) que amplifica la
secuencia especifica del serotipo presente en la muestra, el cual es identificado de acuerdo

a la longitud del producto (102).

Tabla 2. Primers utilizados en RT-PCR anidada para serotipificacion de DENV

Primer Secuencia (5'-3") Serotipo Tamafo
DENV-1
mD1 134-TCAATATGCTGAAACGCGAGAAACCG DENV-2
DENV-3
DENV-4
DENV-1
DENV-2
D2 TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC-616 p\y.3 511pb
DENV-4
rTS1 CCCGTAACACTTTGATCGCT-322 DENV-1 208 pb
mTS2 CGCCACAAGGGCATGAACAGTTT-232 DENV-2 119 pb
TS3 TAACATCATCATGAGACAGAGC-400 DENV-3 288 pb
rTS4 TTCTCCCGTTCAGGATGTC-374 DENV-4 260 pb

En la tabla se presentan los primers empleados en la primera (mD1 y D2) y segunda ronda (mD1, rTS1, mTS2, TS3
y rTS4), la secuencia de cada uno de ellos, el serotipo para el cual es especifico y el tamafio del amplicon en pares

de bases (pb). Tomado v modificado de: Chien, LJ, et al. (101).
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Los productos obtenidos fueron evidenciados en gel de agarosa al 2%, empleando como
agente intercalante de ADN bromuro de etidio al 10%, con el fin de revelar las bandas
obtenidas y compararlas con el marcador de peso molecular Hyperladder IV de peso 100-
1000 pb, para identificar el serotipo de DENV de acuerdo al tamafio del amplicon.

5.7.4. Caracterizacién polimoérfica
Se hizo extraccion del ADN celular de las células mononucleares obtenidas después de la
separacion del plasma, utilizando el kit CorpoGen DNA2000 que permitio obtener ADN

gendémico que fue empleado para las reacciones de PCR.

5.7.4.1. PCR-RFLP para DC-SIGN (rs4804803)
La identificacion del polimorfismo de la regiéon promotora -336, se realizé con una PCR
convencional, empleando como primer sentido 5’-GGA TGG TCT GGG GGT TGA CAG-3’
y primer antisentido 5-ACT GGG GGT GCT ACC TGG C-3’, el amplicon obtenido es de
150 pb. Posteriormente, se realiz6 la digestion con la enzima Mscl, obteniendo un producto
de 131 pb y otro de 19 pb cuando se encuentra el alelo G. La técnica se desarroll6 siguiendo
el protocolo de Sakuntabhai et al (56).

5.7.4.2. PCR FcyRlla (rs1801274)
La deteccion del polimorfismo del receptor FcyRlla, se realizé con dos primers sentido (G
5-ATC CCA GAA ATT CTC CCG-3' y A 5-ATC CCA GAA ATT CTC CCA-3’) y uno
antisentido (5’-CAA TTT TGC TGC TAT GGG C-3’), cada primer sentido se empled en
reacciones independientes con el primer antisentido, el producto de amplificacién en ambas

amplificaciones es de 253 pb, el alelo WT es G (103).

5.7.4.3. PCR-RFLP TNF-a (rs1800629)
Para la identificacion del polimorfismo -308 de la regién promotora del TNF-a, se realiz6
inicialmente una PCR convencional, empleando los primers: Al: 5'-AGG CAA TAG GTT
TTG AGG GCC AT-3'y A2: 5'- TCC TCC CTG CTC CGA TTC CG-3', el nucleétido citosina
(C) ubicado en la posicién 20 del primer Al, incorpora el sitio de restriccion de la enzima
Ncol en la secuencia wild type (WT). Eltamafo del fragmento obtenido en la amplificacién

es de 107 pb, luego se sometié a una digestion enzimatica con Ncol, en presencia del alelo
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G, la enzima reconoce su sitio de corte, originando un fragmento de 87 pb y otro de 20 pb
(104).

Los productos de PCR fueron observados en un gel de agarosa al 2%, los productos de las

digestiones enziméaticas se evidenciaron en una electroforesis en un gel de agarosa al 3%.

Tabla 3. Caracterizacion de los SNPs

) ’ . . . Producto
SNPs Prlmer'se:nndo Primer alnt|lsent|do Producto Enzima |digestion|Alelo | Ref.
(5-3) (5-3) (pb) b
(pb)
DC-SIGN
rs4804803 |GGATGGTCTGGGGGTTGACAG ACT GGG GGT GCT ACC TGGC |150 |MSCI |131 y 19 |G | (56)
FcyRlla
ATC CCAGAAATT CTC CCG 253 G 103
rs1801274 CAATTTTGCTGCTATGGGC (103)
ATC CCAGAAATT CTC CCA A
TNF-a
rs 1800629 |AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT [TCCTCCCTGCTCCGATTCCG [107  [Neol  [87y20 [o  [(104)
Se presentan la secuencia de los primers empleados para la identificacion de los tres SNPs, las enzimas y los productos en pares de bases (pb)
obtenidos de cada uno de ellos. Finalmente, la referencia de las que fueron tomados.

5.7.5. Almacenamiento y analisis de datos
La informacion de los formatos de evaluacion clinica, el diagndstico de laboratorio y los
resultados de los polimorfismos se digité en una base de datos disefiada en Microsoft Excel
2013. Alfinalizar la digitacién se realizé auditoria de los datos y la depuracion de las bases
para el paso al programa estadistico Stata version 10.0. El primer paso del andlisis
comprendié la evaluacion de la distribucion de las variables con la prueba de Shapiro-Wilk,
seguido de la determinacién de las medidas de tendencia central, como media, desviacién
estandar para las variables con distribucién normal, y mediana y rango intercuartilico para
aquellas variables distribuidas de forma no normal; las variables con distribucion normal
fueron evaluadas con ANOVA de una via, y de las variables con distribucién no normal
mediante la prueba de Kruskal Wallis. Posteriormente, se realizd el calculo de las
frecuencias y los odds ratio (OR) con un intervalo de confianza del 95%, se consideré

significancia estadistica si el valor de p obtenido fue menor de 0.05.

5.8. Consideraciones éticas
La evaluacién y el seguimiento de los pacientes pertenecientes a los dos estudios se
desarrollé siguiendo las normas propuestas en la Declaracion de Helsinki y la Resoluciéon
8430 de 1993 del Ministerio de Salud y la Resolucién No. 002378 del 25 de junio de 2008,
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establecida por el Ministerio de la Proteccion Social. Los protocolos de los trabajos, asi
como los formatos de recoleccién de informacion clinica y de laboratorio fueron revisados

y aprobados por el comité de ética de las instituciones respectivas.

El protocolo del estudio A, fue aprobado por el comité de ética en investigaciones de la
Universidad El Bosque, en el acta #007-2014 de 08 de abril de 2014. Por otro lado, el
estudio B, fue aprobado por el Comité de Etica del Centro de Investigaciones del Hospital
Universitario de La Samaritana, en el acta 31 octubre de 2013.

Los formatos de consentimiento informado y asentimiento informado de cada uno de los
estudios, asi como los formatos de evaluacién clinica de los individuos (Anexos No. 1 a
Anexo No. 4) se elaboraron exclusivamente para la recoleccion de la informacion de los

participantes del estudio
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6. RESULTADOS
En el presente estudio se realiz6 el andlisis de SNPs en 230 muestras, en el estudio A se
evaluo la informacién clinica, sociodemografica y epidemiolégica de 362 nifios, 164 (45.3%)
se excluyeron por presentar antecedente serolégico de exposicion a DENV, es decir, las
muestras con resultado positivo solo en la prueba IgG Indirecta (Tabla 1). De las muestras
restantes que cumplian con el criterio de diagnostico de infeccion asintomatica para el
andlisis de polimorfismos, se excluyeron 23 por volumen de muestra insuficiente para el
procesamiento. Por esta razon, para el presente trabajo se seleccionaron 175 muestras,

138 muestras en el grupo de infeccién asintomética y 37 en el grupo control.

Por otro lado, de las 460 muestras de individuos con sindrome febril analizadas en el estudio
B, se seleccionaron 57 muestras de individuos con diagnéstico confirmado de infeccion por
DENV, de las cuales se excluyeron 2 muestras debido al bajo volumen de muestra para
realizar la caracterizacion de los tres SNPs, 48 muestras se clasificaron como DCSA y 7

con DG, para ser incluidas en el grupo de infecciones sintomaticas.

6.1.

De las 230 muestras analizadas, el 50.4% fueron de sexo masculino evidenciando la

Caracteristicas sociodemograficas de la muestra poblacional

homogeneidad de los grupos de estudio, en relacién a las variables sociodemograficas y
clinicas como edad, talla, peso y temperatura en los tres grupos, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (Tabla 4). Se encontr6 que la edad de los individuos del
grupo control presenté una mediana inferior en comparacién a los grupos con diagnéstico

de infeccién por DENV.

Tabla 4. Caracteristicas sociodemograficas de los grupos de estudio

Variable Grupo Control Infeccion Asintomatica Infeccion Sintomatica Total
n=37 n=138 n=55 p

n %  Me RI n %  Me RI n % Me RI n(%)
Sexo 15 8155 & 4785 3 8% 11 [0563°
Edad 7 6-9 9 8-11 9 7-11 0.006"
Talla (m) 1.23 1.13-1.34 1.33 1.25-1.43 1.4 13-155 0.002°2
Peso (kg) 25 21-31 31 25-37 30 22-38 0.009°
Temperatura 36.5 36-36.9 36.55 36.2 - 36.9 39 38-39 0.0001°
Frecuencia cardiaca 85 80-88 84 80-90 89 80-98 0.051°
Frecuencia 18 14 - 22 17 14-20 20 19-22 0.0001°
Tension arterial media 72 70-75 73 70-80 73 70-80 0.180°
Dia de enfermedad 4 4-7 0.992°2

Me: Mediana

RI: Rango Intercuartilico

#Valor de p calculado mediante ANOVA de una via

®Valor de p calculado mediante prueba Kruskal-Wallis
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6.2. Resultados de las pruebas serolégicas
Los resultados contribuyeron en la caracterizacion de los grupos, la totalidad de las
muestras en el grupo control fueron negativas para cada de las pruebas seroldgicas y
virolégicas aplicadas.

En las PDR realizadas a los individuos sintoméaticos, el 76.4% de las muestras fueron
positivas para IgM, el 80% fueron positivas para IgG y el 38.2% positivas para la proteina

no estructural NS1.

Tabla 5. Pruebas de diagnéstico rapido en infeccion sintomatica

Dengue Duo Dengue
Cassette Early Rapid

IgM n (%) |IgG n(%)| NS1 n (%)
Positivo |42 (76.4) (44 (80) (21 (38.2)
Negativo |13 (23.6) |11(20) |34 (61.8)

En la prueba de ELISA IgM el 45% de las muestras de individuos con infeccion asintomatica
presentd resultado positivo, mientras que en las muestras de los individuos con infeccién

sintomatica se identific6 una positividad del 81%.

En ambos grupos se detectaron anticuerpos IgG en la prueba de ELISA indirecta lo cual
indic6 que estos individuos presentaron un antecedente de infeccion por DENV.
Adicionalmente, al aplicar la prueba de ELISA IgG de captura que permitié identificar
infecciones recientes o activas por dengue, tanto el grupo de infeccién sintoméatica como el
de infeccion asintomatica presentaron un alto porcentaje de muestras positivas 71.7% y
69% respectivamente (Tabla 6).

Tabla 6. Presencia de IgM e IgG en los grupos de estudio

IgM IgG Captura IgG Indirecta
Positivo  Negativo  Positivo ~ Negativo  Positivo ~ Negativo
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
S_rgf o Control 37 (100) 37 (100) 37 (100)
Infeccidn
Asintomética 64 (46.4) 74(53.6) 99(71,7) 39(28,3) 135(97.8) 3(2.2)
n=138
Infeccién
Sintomatica  45(81.8) 10(18.2) 38 (69) 17 (31) 52 (94.4) 3(5.5)
n=55
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A partir de los resultados obtenidos en las pruebas seroldgicas, se realizo la clasificacion
de las infecciones en primarias o secundarias, se considerd6 como primoinfeccion aquellas
muestras positivas para IgM o RT-PCR, con resultado negativo para las pruebas de 1gG
aplicadas. Por otro lado, las muestras definidas como infecciones secundarias ademas de
presentar altos niveles en la prueba de ELISA IgM y/o identificar en estas muestras ARN
de DENYV, resultaron positivas en las pruebas de ELISA IgG (ELISA IgG captura) y en la
prueba de ELISA indirecta.

En las infecciones sintomaticas y asintomaticas se identificO que mas del 80% cursaban
con infecciones secundarias (Tabla 7). En relacién a las infecciones primarias fueron mas
frecuentes en el grupo de individuos asintomaticos (18.8%), comparado con el grupo de

infecciones sintoméaticas (5.5%).

Tabla 7. Infecciones primarias y secundarias en los grupos de estudio

Infeccién Infeccién
Asintoméatica Sintomatica
n=138 n=55
n (%) n (%)
Primaria 26 (18.8) 3(5.5)

Secundaria 112 (81.2) 52 (94.5)

Teniendo en cuenta el algoritmo diagnéstico de laboratorio propuesto para la deteccion de
infecciones por DENV en individuos asintomaticos, las muestras positivas para IgM o IgG
de captura se procesaron para la deteccién de antigeno viral NS1 y ARN de DENV. En el
caso de las infecciones sintoméaticas a la totalidad de las muestras se les realiz6 la deteccion
de ARN de DENV vy la prueba de NS1 se aplicé a las muestras siguiendo el algoritmo

propuesto por el laboratorio para realizar la confirmacion de las infecciones.

6.3. Deteccidn de NS1 y serotipos de DENV
El 100% de las muestras de individuos asintomaticos fueron negativas en la prueba de
ELISA NS1, sin embargo, el 34.6% de estas muestras resultaron positivas para la prueba
de PCR anidada. El porcentaje de muestras positivas en el grupo de infeccién sintomatica
en la prueba de NS1 y PCR anidada fue de 44.7% y 58.2% respectivamente. A partir de la
informacién obtenida, se considerd una infeccion activa si la prueba de NS1 y/o la RT-PCR
resulté positiva, mientras que las muestras negativas para estas pruebas se consideraron

como infecciones recientes (Tabla 8).
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Tabla 8. Deteccion de la proteina viral NS1 y del ARN de DENV

Infecciéon Asintomatica Infeccién Sintomaéatica

n (%) n (%)
NS1 n=94 n=47
Positivo - 21 (44.7)
Negativo 94 (100) 26 (55.3)
RNA Viral n=136 n=55
Positivo 47 (34.6) 32 (58.2)
Negativo 89 (65.4) 23 (41.8)

En ambos grupos de infecciones se detectaron los cuatro serotipos de virus dengue, el
serotipo encontrado en mayor frecuencia fue DENV-2, tanto en infecciones asintomaticas
(63.8%) como sintomaticas (68.8%). En seis (n=6) muestras se detectaron dos serotipos de
DENV simultdneamente, tres de ellas en las infecciones asintomaticas producidas por
DENV1/DENV-2 (n=2) y DENV-2/DENV-3 (n=1), y en las tres restantes se detectaron en el
grupo de las infecciones sintomaticas DENV2/DENV-3 (n=2) y DENV-3/DENV-4 (n=1).

Figura 1. Serotipos de DENV en las infecciones asintomaticas y sintomaticas
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Una vez obtenida la caracterizacion de las muestras de los grupos de interés se realizé la
determinacion de los SNPs, y a partir de las frecuencias identificadas, se procedi6 a realizar
el calculo del odds ratio (OR) para identificar la asociacion entre la presencia del SNP con

riesgo a la infeccién por virus dengue o la severidad de la misma.
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6.4. Calculo del equilibrio de Hardy Weinberg
El primer paso para desarrollar el andlisis de los SNPs comprendio la evaluacion de las
frecuencias genotipicas del grupo control y establecer si esta poblacién cumple con el
principio de equilibrio de Hardy Weinberg en los tres genes propuestos (105). El calculo del
equilibrio de Hardy-Weinberg para los tres SNPs present6 un valor de p> 0.05, con un valor
de Chi? (X?) menor de 3.84 (Tabla 9). Los valores obtenidos indicaron que la poblacion se
encontré en equilibrio de Hardy-Weinberg, es decir, que la poblacion seleccionada es
panmictica, suficientemente grande y no sometida a migracién, mutacién, deriva génica o
seleccioén, y que las frecuencias genotipicas se mantienen constantes de generacién en

generacion.

Tabla 9. Equilibrio de Hardy-Weinberg

Grupo Control

. . >
Polimorfismo n=37 Chi p
n (%)
DC-SIGN (rs4804803)
AA 25 (67.6)
AIG 12 (32.4) 1.39 0.239
G/IG -
FcyRlla (rs1801274)
G/IG 12 (32.4)
AIG 16 (43.2) 0.62 0.431
AA 9 (24.3)
TNFa (rs 1800629)
G/IG 31 (83.8)
G/A 6 (16.2) 0.29 0.591
AA -

Valor p y de Chi® en la prueba de equilibrio de Hardy-Weingberg para los SNPs.

A partir de los resultados del equilibrio, se hizo el andlisis de las frecuencias genotipicas y

frecuencias alélicas en cada uno de los grupos.

6.5. Frecuencias genotipicas de los SNPs en los grupos de interés

6.5.1. Frecuencia genotipica del SNP DC-SIGN (rs4804803)
La frecuencia del polimorfismo rs4804803 del gen CD209 (19p13.3), que codifica para el
receptor DC-SIGN, present6 una frecuencia del genotipo heterocigoto de 32.4% en el grupo
control, 30.4% en el grupo de infecciones asintomaticas y 21.8% en infecciones
sintomaticas, ningun individuo presentd el genotipo homocigoto para el polimorfismo en el

grupo control. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas que sugieran
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una asociacion de este SNP con riesgo o proteccion ante la infeccion o la enfermedad
(Tabla 10).

Tabla 10. Distribucion genotipica del SNP DC-SIGN (rs4804803)

Grupo Infeccion Infeccion . . - . - . -
. Lo . . Infecciones Asintomatica Sintomatica Sintomatica a
. Control | Asintomatica | Sintomatica ) - p
Genotipo B - ~ vs. Control vs. Control vs. Control vs. Asintomatica
n=37 n=138 n=55
n (%) n (%) n) | OR(9%IC) p | OR(%B%IC) p | OR(E%IC) p | OR(%IC) p
AA 25(67.6) | 91(65.9) 40 (72.7)
AG 12(324) | 42(304) | 12(21.8) [0.99(0.46-2.09) 0.971 |1.08 (0.50-2.33) 0.853 |0.78 (0.31-1.94) 0.594 |0.73 (0.36-1.45) 0.362 |0.491
GG 0 5 (3.6) 3(5.5)
a Valor p Chi2 gl=1 Comparacion de los tres grupos ~ Se compararon los genotipos GG y AG vs AA Infecciones: Suma del grupo de infecciones asintomaticas y sintomaticas
6.5.2. Frecuencia genotipica del SNP FcyRlla (rs1801274)
El SNP rs1801274 origina una sustitucion no sinénima en el residuo 131 del receptor
FcyRlla, este SNP presentd una frecuencia del genotipo WT mayor en el grupo de
infecciones asintomaticas (60.9%), comparado con el grupo control (32.4%) y el grupo de
infecciones sintomaticas (41.8%). En el grupo control se evidencié una frecuencia mayor
del genotipo heterocigoto (43.2%) comparado tanto con el grupo de infecciones
asintomaticas como sintomaticas. En infecciones sintomaticas se presentdé el mayor
porcentaje (27.3%) de homocigotos para el polimorfismo. Cuando se realizé la comparacion
de los tres grupos se identifico una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos
(p=0.005), y posteriormente se realizo el célculo del OR para identificar las diferencias entre
los grupos, comparando los individuos heterocigotos (A/G) y homocigotos para el
polimorfismo (A/A) con los homocigotos WT (A/A) (Tabla 11).
Tabla 11. Distribucion genotipica del SNP FcyRlla (rs1801274)
Grupo 'T‘feCCif”_‘ !nfecci,c').n Infecciones Asintomatica Sintomatica Sintomética a
. Control |Asintomatica | Sintomatica ) " p
Genotipo vs. Control vs. Control vs. Control vs. Asintomatica
n=37 n=138 n=55
n (%) n (%) n®) | OR(%%IC) p | OR(9%IC) p | OR(95%IC) p | OR(%B%IC) p
RR 12(324) | 84(60.9) | 23(4L8)
RH 16(432) | 25(181) | 17(30.9) |0.39(0.18-0.81) 0.010 | 0.31(0.14-0.67) 0.002 | 0.68 (0.28-1.6) 0.363 |2.16 (1.15-4.09) 0.016 |0.005
HH 9(243) | 29(21.0) | 15(27.3)

a Valor p Chi2 gl=1 Comparacion de los tres grupos  Se compararon los genotipos RRy RHvs HH  Infecciones: Suma del grupo de infecciones asintomaticas y sintométicas

Al comparar la presencia del polimorfismo en las infecciones (asintomaticas + sintomaticas)
respecto al grupo control, este fue identificado como factor protector OR=0.39 (p=0,010).
Esta tendencia se mantuvo al comparar las infecciones asintomaticas respecto al grupo
control, con un valor de OR=0.31 (p=0,002). Adicionalmente, este SNP se asocié como

factor de riesgo a la presentacion de sintomas (OR=2.16, p=0,016) (tabla 11).
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6.5.3. Frecuencia genotipica del SNP TNF-a (rs1800629)

La frecuencia de este SNP fue mayor en el grupo de infecciones tanto asintométicas
(47.1%) como sintométicas (36.3%), comparadas con el grupo control (16.2%),
encontrandose el genotipo homocigoto para el polimorfismo (A/A) en un individuo con
infeccion sintomatica. Al realizar la comparacién de los tres grupos se obtuvo un valor
estadisticamente significativo (p=0.004), lo cual sugiere una diferencia en la distribucion de
los datos en los grupos. Esta diferencia se conservé al comparar las infecciones
(sintométicas + asintomaticas) respecto al control OR=4.07 p=0.002, y cuando se
compararon de manera independiente respecto al control (asintomaticas OR=4.60, p=0.001
y sintomaticas OR=2.95, p=0,035) (Tabla 12).

Tabla 12. Distribucion genotipica del SNP TNF-a (rs1800629)

Grupo Infeccion Infeccion . . - . ” . -
. " ) ” Infecciones Asintomatica Sintomética Sintomética
Genotipo Control ) Asintomatica, Sintomatica vs. Control vs. Control vs. Control vs. Asintomatica 2
PO hea7 n=138 n=55 ' ' ' ' P
n (%) n (%) n (%) OR (95% IC) p OR (95% IC) p OR (95% IC) p OR (95% IC) p
GG 31(83.8) 73 (52.9) 35 (63.6)
AG 6 (16.2) 65 (47.1) 19 (34.5) |4.07 (1.62-10.2) 0.002|4.60 (1.80-11.73) 0.001 |2.95 (1.05-8.29) 0.035|0.64 (0.34-1.22) 0.175|0.004
AA 0 0 1(1.8)

a Valor p Chi2 gl=1 Comparacion de los tres grupos  Se compararon los genotipos AAy AG vs GG Infecciones: Suma del grupo de infecciones asintomaticas y sintomaticas

6.6. Frecuencias alélicas de los SNPs
Los SNPs DC-SIGN (rs4804803), FcyRlla (rs1801274) y TNF-a (rs1800629) estan
ubicados en los cromosomas autosdmicos 19, 1 y 6 respectivamente, por lo que cada
individuo es portador de dos alelos, uno correspondiente a la copia heredada de la madre
y una copia del padre (105). Por lo anterior, el nimero de alelos WT se obtuvo de la
multiplicacion por dos de los individuos homocigotos WT, y la suma de los heterocigotos,

este proceso se realiz6 de forma similar para obtener el alelo polimérfico.

6.6.1. Frecuencia alélica de SNP DC-SIGN (rs4804803)
La frecuencia del alelo polimérfico (G) observada en el grupo control fue de 32.4%, y se
identificaron frecuencias similares en los grupos de infecciones asintomaticas (34%) y
sintomaticas (27.3%). El valor de OR y el valor de p obtenido al comparar los grupos no
presentaron diferencias estadisticamente significativas que indiquen la asociacion entre

SNP con la susceptibilidad o proteccién a la infeccion.
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Tabla 13. Distribucion alélica del SNP DC-SIGN (rs4804803)

Grupo

Infeccion

Infeccion

. - iy Infecciones Asintomatica Sintomatica Sintomatica
Alel Control |Asintomatica Sintomatica vs. Control vs. Control vs. Control vs. Asintomatica a
I O T n=110 ' ' ' ' P
n (%) n (%) n (%) OR(9%C) p | OR(%%C) p | OR(95%C) p | OR(%B%C) p
A 50(67.6) | 182(66) 80(72.7)
0.99 (0.58-1.68) 0.959{1.08(0.62-1.86) 0.793|0.78(0.41-1.49) 0.451| 0.73(0.45-1.18) 0.1980.436
G 24(324) | 94(34) | 30(273)

a Valor p Chi2 gl=1 Comparacién de los tres grupos

Infecciones: Suma del grupo de infecciones asintomaticas y sintomaticas

6.6.2. Frecuencia alélica de SNP FcyRlla (rs1801274)

El alelo G (WT) presentd una frecuencia mayor en el grupo de infecciones asintoméaticas

(70%), respecto al grupo de infecciones sintomaticas (57.3%) y del grupo control (54%). La

presencia del alelo (A) se asocid a proteccion ante las infecciones asintomaticas (OR=0.51,

p=0.010), sin embargo, este mismo se identifico como factor de riesgo para la presencia de
sintomatologia (OR=1.73, p=0.018).

Tabla 14. Distribucion alélica del SNP FcyRlla (rs1801274)

Grupo Infeccion Infeccion . . - . - . -
. - . - Infecciones Asintomética Sintomatica Sintomatica
Control | Asintomatica Sintomatica vs. Control vs. Control vs. Control vs. Asintomatica a
Alelo | n-74 | n=276 n=110 ' ' ' ' P

n (%) n (%) n (%) OR (95%Cl) p OR (95%Cl) p OR (95%Cl) p OR (95%Cl) p

R 40 (54 193 (70 63 (57.3
(54 (70) (67.3) 0.6 (0.36-0.99) 0.044|0.51(0.30-0.85) 0.010|0.88(0.49-1.59) 0.666| 1.73(1.10-2.74) 0.018|0.008

H 34 (46) 83 (30) 47 (42.7)

a Valor p Chi2 gl=1 Comparacion de los tres grupos

Infecciones: Suma del grupo de infecciones asintomaticas y sintomaticas

6.6.3. Frecuencia alélica de SNP TNF-a (rs1800629)

La frecuencia en la distribucién del alelo WT fue superior en el grupo control (83.8%),

comparado con las infecciones asintomaticas (52.9%) y sintomaticas (63.6%). El analisis

mostrd que el alelo A se asocié como factor de riesgo ante la infeccién, al comparar las

infecciones respecto al grupo control obteniendo un valor de OR=4.07 (p=<0.0001). Esta

asociacion se mantuvo cuando se comparé tanto el grupo de las infecciones asintomaticas

como sintomaticas con el grupo control obteniendo un valor de OR=4.69 (p=<0.0001) y

OR=2.95 (p=0.003). No se evidencid asociacion cuando se comparé el grupo de infeccién

sintomatica respecto a las infecciones sintomaticas.
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Tabla 15. Distribucion alélica del SNP TNF-a (rs1800629)

Grupo 'T‘fe“"?'.‘ !nfecm'o.n Infecciones Asintomética Sintomaética Sintomética
Control |Asintomatica |Sintomatica

Alelo n=74 =276 =110 vs. Control vs. Control vs. Control vs. Asintomatica

n (%) n (%) n (%) OR(95%Cl) p | OR(95%C) p | OR(@5%CI) p | OR(9%C) p

G 62(83.8)| 146(52.9) | 70 (63.6)

4.07 (2.12-7.79) 0.000|4.60(2.37-8.92) 0.000|2.95(1.42-6.13) 0.003|0.64 (0.41-1.01) 0.055
A 12(16.2) | 130 (47.1) | 40 (36.4)

0.003

a Valor p Chi2 gl=1 Comparacion de los tres grupos Infecciones: Suma del grupo de infecciones asintomaticas y sintomaticas

Los SNPs identificados en este estudio han sido previamente asociados con la severidad
de la infeccion, por lo anterior, en el presente estudio se analiz6 la frecuencia fenotipica y
alélica para los polimorfismos, teniendo en cuenta la clasificacion de la severidad de le

enfermedad.

6.7. SNPs en las infecciones sintométicas
El grupo de individuos con infeccién sintomatica esta integrado por 7 casos de DG y 48
casos de DCSA, el 100% de los casos de DG corresponden a infecciones secundarias y en
el caso de DCSA el 6.3% presento infecciones primarias y el porcentaje restante infecciones
secundarias. Teniendo presente la diferencia numérica entre los grupos, se comparo la
presencia del SNP con las formas clinicas de la infeccion, con el fin de identificar la

asociacion del polimorfismo con la severidad de la enfermedad.

6.7.1. SNP en el receptor DC-SIGN (rs4804803) en infecciones sintomaticas
En los casos de DCSA se encontré con mayor frecuencia individuos heterocigotos (22.9%)
comparado con los individuos con DG (14.3%). No se encontré asociacion entre la

presencia del polimorfismo y la severidad de la enfermedad.

Tabla 16. Distribucion genotipica del SNP DC-SIGN (rs4804803)

Grupo Infeccion Infeccién

Genotipo n=a7 n=138 DG n=7

Control | Asintomatica Dgg&o tica DCSA vs. Control DG vs. Control DG vs. DCSA DCSAvs. Asintomatico | DG vs. Asintomético

n=48
n (%) n (%) n (%) (%) | OR(95%IC) p OR (95% IC) p OR (95% IC) p OR (95% IC) p OR (95% IC)

p

n
AA 25(67.6) | 91(659) |34(70.8)| 6 (85.7)
AG 12(324) | 42(304) |11(22.9)|1(143) | 0.86(0.34-2.17) 0.746| 0.35(0.04-3.22) 0.335| 0.30(0.03-2.74) 0.266| 0.8(0.39-1.63) 0534 | 0.32(0.04-2.76)
GG 0 536 |3(63 | 0

0.278

DCSA: Dengue con signos de alarma DG: Dengue grave Las comparaciones se hicieron basadas en GAy GG vs AA

La distribucién de los alelos mostré un comportamiento similar a la frecuencia genotipica,
sin embargo, al realizar las comparaciones entre DCSA respecto al grupo control y el grupo
de asintomaticos se evidencio la presencia del SNP como un factor protector ante la
infeccién y la presencia de sintomatologia con valores de OR=0.45 (p=0.026) y OR=0.42

(p=0.003), respectivamente.
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Tabla 17. Distribucion alélica del SNP DC-SIGN (rs4804803)

Grupo Infeccion !nfeccilé.n
Alelo Control | Asintomética D§|SnAtomat|ca DCSA vs. Control DG vs. Control DG vs. DCSA DCSAVvs. Asintomatico | DG vs. Asintomatico

w37 | nelss |06 T

N | () n(%) | n%) | OR@%IC) p | OR@®IC) p | ORG%IC) p | OR@%IC) p | OR@%IC) p
A S067.6)|  182(66) | 79(823) | 13(92.9)| 45 (0 90.0.92) 0,026 | 016 (0.02-130) 0.054| 0.36 (0.04-2.92) 0318 | 042 (0.23-0.74) 0.003 | 0.15(0.02-1.16) 0036
G | sy || 109

DCSA: Dengue con signos de alarma

DG: Dengue grave

6.7.2. SNP del receptor FcyRlla (rs1801274) en infecciones sintomaticas

Los casos de DCSA tuvieron una mayor frecuencia del genotipo homocigoto WT con un

45.8%, a diferencia del 14.3% encontrado en los casos de DG. Al comparar los casos de

DG respecto al grupo de asintomaticos se encontro la presencia del alelo A como factor de
riesgo OR=9.33, p=0.015.

Tabla 18. Distribucién genotipica del SNP FcyRlla (rs1801274)

Grupo Infeccion !nfeccilé.n

Genotino | CONtrol | Asintomética Sintomatica DCSA vs. Control DG vs. Control DG vs. DCSA DCSAvs. Asintomético | DG vs. Asintomatico
enotipo DCSA _

= | n=1 | Co DG e

n (%) n (%) n (%) n (%) OR (95% IC) p OR (95% IC) p OR (95% IC) p OR (95% IC) p OR (95% IC) p
RR 12(324) | 84(60.9) |22(45.8)|1(143)
RH 16 (43.2) 25(18.1) |12(25.0)| 5(71.4) | 0.57(0.23-1.38) 0.211| 2.88(0.31-26.68) 0.335| 5.08 (0.57 - 45.45) 0.114| 1.84(0.95-3.57) 0.070 | 9.33 (1.09-79.68) 0.015
HH 9(243) | 200210 |14(292)|1(143)

DCSA: Dengue con signos de alarma

DG: Dengue grave

Las comparaciones se hicieron basadas en RHy HH vs RR

La caracterizacion alélica identific6 la presencia del alelo polimérfico como un factor de

riesgo, con un OR=1.66 (p=0.038), al comparar los casos de DCSA respecto al grupo de

asintomaticos.

Tabla 19. Distribucion alélica del SNP FcyRlla (rs1801274)

Grupo | Infeccion llnfecciréln

Control | Asintomética Sintomatica DCSA vs. Control DG vs. Control DG vs. DCSA DCSAvs. Asintomético| DG vs. Asintoméatico
Alelo N _ DCSA _

n=37 n=138 =8 DG n=7

n (%) n (%) n (%) n(%) | OR(95%IC) p OR (95% IC) p OR (95% IC) p OR (95% IC) p OR (95% IC) p
R 40 (54) 193 (70) |56 (58.3) | 7 (50.0)
H 3446) 83 (30) 017 | 7(500) 0.84(0.46-1.55) 0.577 | 1.18(0.38-3.69) 0.780| 1.4(0.46-4.31) 0.556 | 1.66 (1.03-2.69) 0.038| 2.33(0.79-6.84) 0.116

DCSA: Dengue con signos de alarma

DG: Dengue grave

6.7.3. SNP TNF-a (rs1800629) en infecciones sintomaticas

Los homocigotos WT para este polimorfismo se presentaron con mayor frecuencia en el

grupo de casos de DCSA (64.6%), comparado con los casos de DG (57.1%). La presencia

del SNP no se encontrd asociada como factor de riesgo o proteccion a la severidad de la

enfermedad.
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Tabla 20. Distribucion genotipica del SNP TNF-a (rs1800629)

Grupo Infeccion !nfecm,o.n
; Control |Asintomética Sintomatica DCSA vs. Control DG vs. Control DG vs. DCSA DSA vs. Asintomético | DG vs. Asintomético
Genotipo DCSA DG
n=37 n=138
n=48 n=7
n (%) n (%) n(%) | n(®%) | OR(95%IC) p OR (95% IC) p OR (95% IC) p OR (95% IC) p OR (95% IC) p
GG 31(83.8) | 73(52.9) |31(64.6) |4(57.1)
AG 6 (16.2) 65 (47.1) 17 (35.4) |2 (28.6)|2.83 (0.99-8.14) 0.048/3.88 (0.68-21.93) 0.109| 1.37 (0.27-6.84) 0.702|0.62 (0.31-1.21) 0.160 | 0.84 (0.18-3.90) 0.826
AA 0 0 1(14.3)
DCSA: Dengue con signos de alarma DG: Dengue grave Las comparaciones se hicieron basadas en GA y GG vs AA

En los casos de DG (28.6%), se observd una frecuencia superior del alelo A comparado
con los casos de DCSA (17.7%), adicionalmente, se identificé la presencia del alelo A como

un factor protector en el grupo de DCSA respecto al control.

Tabla 21. Distribucion alélica del SNP TNF-a (rs1800629)

Grupo Infeccion !nfecci/évn
Control | Asintomatica Sintomatica DCSA vs. Control DG vs. Control DG vs. DCSA DCSAvs. Asintomatico | DG vs. Asintomatico
Alelo _ ~ DCSA .
n=37 n=138 118 DG n=7
n (%) n (%) n(%) | n(%) | OR(95%IC) p OR (95% IC) p OR (95% IC) p OR (95% IC) p OR (95% IC) p
R 40 (54) 193(70) | 56(58.3) | 7 (50.0)
.84 (0.46-1. 577 | 1.18(0.38-3. N 1.4(0.46-4.31 . 1.66 (1.03-2. I 2. .79-6.84)  0.11
H 34.49) 83 (30) 0(17)| 7(500) 0.84(0.46-1.55) 0.5 8(0.38-3.69) 0.780 (0.46-4.31) 0.556 | 1.66 (1.03-2.69) 0.038 | 2.33(0.79-6.84) 0.116
DCSA: Dengue con signos de alarma DG: Dengue grave

6.8. Combinaciones genotipicas presentes en los grupos de estudio
En el momento de establecer las combinaciones genotipicas de los tres SNPs, se
identificaron 24 combinaciones posibles, de las cuales se encontraron 17 en las muestras
analizadas. A continuacion, se presentan cada una de las combinaciones y las frecuencias
de las mismas en cada uno de los grupos de interés (tabla 22). En el grupo control se
encontraron 9 combinaciones, mientras que en las infecciones asintomaticas e infecciones

sintomaticas se identificaron 15 y 16 combinaciones, respectivamente.
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Tabla 22. Combinaciones genotipicas en los grupos de interés

Grupo Infeccién Infeccién
# Combinacién genotipica control Asintomatica Sintomatica Total
n=37 n=138 n=55
DC-SIGN  FcyRlla TNF-a
(rs4804803 (rs\:{801274 (rs1800629 on % 0 %
1 AA GIG GIG 6 16,2 28 20,3 13 236 47
2 A/A G/A GIG 11 29,7 9 6,5 9 16,4 29
3 AA AA GIG 4 10,8 12 8,7 5 9,1 21
4 AIG GIG GIG 4 10,8 17 123 2 3,6 23
5 AIG G/A GIG 3 81 3 2,2 3 5,5 9
6 AIG AA GIG 3 81 3 2,2 1 1,8 7
7 GIG GIG GIG 0 0,0 1 0,7 1 1,8 2
8 GIG AA GIG 0 0,0 0 0,0 1 1,8 1
9 A/A GIG AIG 2 54 26 188 5 9,1 33
10 AIA G/A AIG 2 54 8 5,8 2 3,6 12
11 AA AA AIG 0 0,0 8 5,8 5 9,1 13
12 AIG GIG AIG 0 0,0 12 8,7 2 3,6 14
13 AIG G/A AIG 0 0,0 4 29 2 3,6 6
14 AIG AA AIG 2 54 3 2,2 2 3,6 7
15 GIG G/A AIG 0 0,0 1 0,7 0 0,0 1
16 GIG AA AIG 0 0,0 3 2,2 1 1,8 4
17 AA G/A AIA 0 0,0 0 0,0 1 1,8 1

De las combinaciones genotipicas encontradas, el 60% de los individuos de cada uno de

los grupos se concentran en 4 0 5 de ellas. En la figura 2 se muestra el porcentaje de

individuos de cada uno de los grupos que presentan los tres genotipos WT, uno, dos o los

tres SNPs. Aunque los porcentajes obtenidos son similares en cada una de las

combinaciones, se encontré que el grupo control presenté mayor frecuencia de un SNP,

mientras que los grupos de infeccidn tanto asintomatica como sintomatica presentaron

simultaneamente dos o tres SNPs.

Figura 2. Numero de SNPs en las combinaciones genotipicas
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Las combinaciones genotipicas en las que se presentaron dos o tres de los SNPs, se

compararon en los diferentes grupos de estudio, encontrando que la presencia del

polimorfismo en DC-SIGN y FcyRlla son protectores ante la infeccion por DENV (OR=0.21,

p=0.028). Por el contrario, se encontré que la presencia de los polimorfismos en DC-SIGN

y TNF-a como factor de riesgo al analizar el grupo de infecciones sintomaticas respecto a
las asintomaticas (OR=12.92, p=0.0005).

Tabla 23. Comparacion de las combinaciones genotipicas

Combinacion genotipica

Infecciones vs.Controles

Asintomaticos vs. Control

Sintomaticos vs. Control

Sintomaticos vs.Asintomaticos

OR p OR p OR p OR p
DC-SIGN - FcyRlla | 0.27(0.07-1.00) 0.0414 | 0.21(0.050.9) 0.0282 |0.38(0.08-1.78) 0.2159 1.8(0.46-7) 0.3948
DC-SIGN -TNF-a 12.92 (2.52-66.29)  0.0005
FeyRlla - TNF-a 1.76 (0.33-9.4) 05063 |1.71(0.31-9.52) 0.5343 |1.85(0.3-11.47) 05073 | 1.08(0.37-3.15)  0.8924
DC-SIGN-FcyRIla-TNF-or | 1.17 (0.21-6.42) 0.8558 |1.18(0.21-6.75) 0.8535 |1.15(0.17-7.74) 0.8828 | 0.98(0.28-3.4) 0.9734

Las comparaciones se hicieron basadas en homaocigotos para el polimorfismo y heterocigotos vs homocigotos WT
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7. DISCUSION

En el presente estudio, se analizaron muestras de nifios entre 4 y 14 afios procedentes de
tres municipios del departamento de Cundinamarca con circulacion activa de virus dengue,
las cuales fueron clasificadas en tres grupos de estudio: un grupo control, un grupo de
infecciones asintomaticas y uno de infecciones sintomaticas. La mayoria de los estudios
publicados sobre el andlisis de los polimorfismos se han centrado en grupos de pacientes
clasificados de acuerdo a los criterios de la OMS en 1997. Una parte de ellos compara la
presencia del polimorfismo entre los pacientes con fiebre de dengue (FD) y aquellos con
fiebre hemorragica por dengue (FHD), y los restantes evallan estos polimorfismos en
pacientes con sindrome de choque por dengue (SSD) y los comparan respecto a un grupo
control (40,46,106).

Sin embargo, la seleccién y caracterizacion de los individuos pertenecientes al grupo control
presentan variaciones en las investigaciones realizadas, en algunas de estas involucran
individuos sanos residentes en el area de estudio o pertenecientes a un area geografica
diferente, sin tener en cuenta su caracterizacion serolégica (34,45,86,107). El inconveniente
en este tipo de controles, es la posible inclusién de individuos con infecciones
asintomaticas, las cuales presentan una alta frecuencia en zonas endémicas con
transmisién activa del virus, que puede estar influenciada por la evaluacion de estos
pardmetros. En otros estudios, las muestras del grupo control provienen de pacientes con
sintomatologia clinica similar a dengue pero con diagndstico negativo para la infeccion, o
de pacientes hospitalizados sin sospecha de dengue, que son utilizados para establecer las
comparaciones relacionadas con la presentacion clinica o de la severidad de la enfermedad
(56,58,64,108).

La comparacion de los individuos con dengue con pacientes que presentan sintomatologia
clinica similar puede influir en la interpretacion y formulacién de las asociaciones, debido a
gue los SNPs también se han asociado a severidad de otras patologias. Por lo anterior, si
el grupo control estd integrado por individuos que presentan antecedentes de
enfermedades o patologias en los que se ha asociado la presencia del SNP como factor de
riesgo a esta, en un segundo analisis sera dificil establecer si la presencia del SNP puede
comportarse como un factor de riesgo ante la infeccién, o si la severidad esta determinada

por la presencia de una enfermedad de base.
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La seleccion del grupo control es importante, debido a que este debe cumplir dos requisitos:
el primero, los controles deben estar compuestos por individuos que se encuentren libres
de la enfermedad, y el segundo, los individuos de este grupo deben pertenecer a la misma
poblacién para controlar que se encuentren expuestos a los mismos factores de riesgo a
los que se encuentra expuesto el grupo de casos, por lo anterior, es recomendable que
sean de la misma regién geogréfica (109).

Estudios realizados en Brasil e India incluyeron en el grupo control, individuos sin
manifestaciones clinicas, residentes en la misma zona endémica, a quienes se les realizd
una prueba de ELISA para detectar anticuerpos IgM y/o anticuerpos IgG especificos contra
dengue, y en los que se encontr6 una seroprevalencia superior al 50% para IgG
(37,38,55,110). Considerar dentro del grupo control poblacion con antecedente de infeccién
por DENV constituye un sesgo de seleccidon que puede afectar la determinacién de la
asociacion, debido a la ausencia de informacion sobre las caracteristicas clinicas y/o de la

severidad de la enfermedad presentada por estos individuos en las infecciones previas.

Por ejemplo, el estudio de Wang et al., la seroprevalencia identificada en los individuos del
grupo control fue de 1.7%, menor a la observada en los individuos con diagnostico de
dengue. Lo anterior se explica por la zona geogréafica de procedencia de los controles, la
cual difiere de la zona de residencia de los casos, que los convierten en una poblacion con
menor riesgo de desarrollar la infeccién (51). De forma similar en un estudio realizado en
Malasia en el afio 2015, evalto dentro del grupo control individuos con resultado negativo
para la prueba de ELISA IgG, sin embargo, este grupo no era residente de la zona, por lo

cual incumplian la segunda condicién (75).

Teniendo en cuenta la alta seroprevalencia de dengue en Colombia reportada en estudios
previos (111-113), fue necesario establecer unos criterios de seleccién especificos para el
grupo control. Por lo anterior, el grupo control del presente estudio se integrd por individuos
sanos residentes en tres municipios endémicos del departamento de Cundinamarca, sin
antecedente de infeccion por virus dengue demostrado a través de la ausencia de

anticuerpos IgG.

En relaciébn a las infecciones asintomaticas, se debe considerar que estas pueden

presentarse en dos situaciones: la primera esta expresada por la respuesta inmunoldgica
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condicionada a caracteristicas genéticas, y la segunda por la inmunidad adquirida ante una
infeccion previa con el virus. En este trabajo se identific6 que mas del 70% de las
infecciones de este grupo cursaban como infecciones secundarias (ELISA IgG Captura
positivos), lo cual puede indicar que el curso asintomatico de la infeccion corresponde a
una exposicion al mismo serotipo causante de la primoinfeccion, considerando el curso

asintomatico normal.

Por otro lado, en las infecciones sintomaticas se observé un alto porcentaje de muestras
positivas en la prueba de ELISA IgM (80%), las cuales en su mayoria se caracterizaron
como infecciones secundarias. Lo anterior sugiere la sensibilidad de la prueba de ELISA
IgM en este grupo mostré alta sensibilidad, a pesar de que el nivel de estos anticuerpos en
las infecciones secundarias es menor respecto a las infecciones primarias, lo cual se ha

presentado previamente con una limitacion en la sensibilidad de esta prueba

Un hallazgo importante de la caracterizacién de la poblacién de estudio corresponde al
comportamiento de la prueba de ELISA NS1. El 100% de las muestras de los individuos
asintomaticos en las que se les detectd anticuerpos y ARN de DENV no se les identifico la
proteina, mientras que en el grupo de individuos sintomaticos esta prueba a pesar de tener
menor sensibilidad que la RT-PCR, permitié realizar la confirmacion de un porcentaje
significativo de los casos. Adicionalmente el andlisis de los serotipos identificados mostré
gue, en los grupos de infeccién sintomética y asintomatica, virus que presentdé mayor
frecuencia fue el serotipo 2, lo cual sugiere que la circulacion de este serotipo se manifestod
en los municipios durante el periodo de estudio. Este resultado se correlaciona con los
resultados del estudio de Castellanos et al, realizado en poblacién residente en el pacifico
colombiano, en el cual este serotipo se presenté con mayor frecuencia en las infecciones
asintomaticas identificadas, asi como la circulacién de este serotipo en el pais reportada
por el INS en 2014 (17,113).

Los SNPs de DC-SIGN (rs4804803), FcyRlla (rs1801274) y TNF-a (rs1800629), han sido
previamente evaluados en pacientes con dengue clasificados dentro de los grupos de
severidad propuestos por la OMS en 1997, es decir, fiebre de dengue (FD), fiebre
hemorragica por dengue (FHD) y sindrome de choque por dengue (SCD) (114). Para el
presente estudio, la clasificacién de los casos se basoé en los criterios sugeridos por la OMS

en 2009, que determinan tres grupos de severidad: dengue sin signos de alarma (DSSA),
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dengue con signos de alarma (DCSA) y dengue grave (DG), pero teniendo en cuenta solo
casos confirmados por pruebas seroldgicas o virolégicas (3).

Polimorfismo en el receptor DC-SIGN

En este estudio, la frecuencia de los genotipos wild type (WT), heterocigoto y homocigoto
para el polimorfismo del receptor DC-SIGN (rs4804803), mostrd la siguiente distribucion:
67.6%, 32.4% y 0% en el grupo control, de 65.9%, 30.4% y 3.6% en las infecciones
asintomaticas y 72.7%, 21.8% y 5.5% en las infecciones sintomaticas. Estas frecuencias
son similares a las reportadas en Colombia en el afio 2006 por Gémez et al, quienes
describieron que la presencia del SNP no se encuentra asociada con tuberculosis (TB), la
frecuencia identificada del genotipo WT en el grupo control fue de 65.2%, del genotipo
heterocigoto de 31.4% y del homocigoto para el polimorfismo de 3.3%, mientras que en el
grupo de pacientes las frecuencias encontradas fueron de 58.2%, 36.4% y 5.5%,

respectivamente (89).

En relacién a la distribucién alélica para este gen, se observo la presencia del alelo
polimérfico en el 32.2% del total de la poblacidén analizada en el presente estudio, el 32.4%
en el grupo control, el 34% en las infecciones asintomaticas y 27.3% en las infecciones
sintomaticas. En los tres grupos el porcentaje identificado es superior al reportado en la
pagina de “1000 Genomes Browser", en el que se registra una frecuencia alélica para este
SNP de 17% en poblacion de Medellin, Colombia (115). El estudio realizado en Antioquia
gue evalud la asociacién del SNP con la susceptibilidad a tuberculosis, encontré una

frecuencia del alelo de 19.1% grupo control y 23.7% en los pacientes con tuberculosis(89).

En el presente estudio no se encontrd asociacion entre la presencia del polimorfismo y la
susceptibilidad a la infecciéon asintomatica o sintomatica, sin embargo, se evidenci6 la
presencia del alelo G, como un factor protector al comparar los grupos de DCSA y de DG
respecto al grupo control, obteniendo valores de OR=0.45 (IC95%= 0.22 - 0.92, p=0.026) y
OR=0.16 (IC95%= 0.02 - 1.30, p=0.054) respectivamente. Asimismo, al comparar el grupo
de DCSA respecto al grupo de infecciones asintomaticas se identific6 como factor protector
(OR=0.42, IC95%= 0.23 - 0.74, p=0.003). Estos resultados difieren de los reportados en los
estudios realizados en Tailandia, Taiwan, Brasil y México, en los que asocian la presencia
del SNP con severidad a la infeccién (38,51,56,57).
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Esta situacion es similar a la reportada por otros autores evaluando poblacién realizados
previamente en poblacion de Honduras, Brasil, Tailandia e India no evidencian asociacion
con la severidad a la infeccién (37,39,40,106). Sin embargo, un estudio publicado en el afio
2013 por Xavier-Carvalho, et al, en poblacion brasilera reportdé una asociacion de la
presencia del polimorfismo como un factor protector. Adicionalmente, esta investigacion
analizé sus resultados con los reportados en diferentes trabajos en los que también se ha
evaluado la presencia del polimorfismo. Los autores destacan que en poblacion asiatica el
alelo G puede estar asociado a severidad y a proteccién en poblacion brasilera, lo cual
indica que las subpoblaciones pueden tener presiones selectivas en diferentes regiones
geograficas que moldean la genética humana y por tanto los mecanismos de activacion de

la respuesta inmune para el control de la infeccion (55).

Polimorfismo en el receptor FcyRlla

EI SNP no sinénimo en la secuencia que codifica el receptor FcyRlla (rs1801274), evidencia
una frecuencia superior del genotipo homocigoto para el polimorfismo en el grupo de
infecciones sintomaticas (27.3%). En el pais no existen publicaciones relacionadas con la
presencia de este SNP y la susceptibilidad o proteccion a una enfermedad determinada. En
este trabajo la frecuencia del alelo polimorfico identificada para este SNP fue de 35.7%,
similar la frecuencia reportada en la base de 1000 genomas de 39.4% en poblacion del

departamento de Antioquia (115).

El presente estudio evidencié una asociacién del polimorfismo con proteccién, cuando se
realizaron las comparaciones entre la infeccién asintomatica y el grupo control (OR=0.31,
p=0,002), lo cual sugiere que la presencia del polimorfismo es protectora ante el desarrollo
de la infeccién. Un estudio realizado en poblacion mexicana asocié el SNP a proteccion
cuando compararon el grupo de infecciones sintomaticas respecto a las asintomaticas
(OR=0.51, IC95% 0.30 - 0.99, p=0.038) (57). Contrario al hallazgo en México, Mohsin SN
et al, asociaron en poblacién de Pakistan la presencia del polimorfismo con riesgo cuando
compararon los mismos grupos de infeccién con un OR=3.9 y un IC95%= 1.13 - 13.37
(p=0.024). Por otro lado, en Honduras se reporté una asociacion de riesgo cuando
compararon el genotipo heterocigoto en FDH respecto a FD (40,116). El estudio de este

polimorfismo en diferentes investigaciones realizadas en poblacién cubana han encontrado

54



asociacion entre la presencia del alelo A con la sintomatologia clinica y la persistencia de
la misma, mientras que un estudio en Vietnam sugiere la presencia del genotipo WT como
factor protector (64,67—70).

Polimorfismo de TNF-a

La distribucion del polimorfismo en TNF-a (rs1800629) en el grupo control muestra la
presencia del genotipo heterocigoto en el 16.2%, similar al porcentaje reportado en el
estudio de Garavito et al publicado en el afio 2016, quienes encontraron una frecuencia de
33.3% y 15.2% del genotipo heterocigoto en los dos grupos control analizados para
identificar la asociacién de este SNP con nefritis lUpica, la distribucién del alelo polimdérfico
en esos grupos control fue de 16.6% y 7.6%, similar a la encontrada en el presente estudio
(12.1%) (81).

La frecuencia del alelo polimérfico registrada en “1000 Genomes Browser” es de 6.95%,
inferior a la frecuencia encontrada en el grupo control (12.1%) de este estudio como la
frecuencia identificada en los grupos de infeccién asintomatica (47.1%) como sintomatica
(36.4%). Otros estudios realizados Colombia, en individuos residentes en Bucaramanga,
Tunja, Barranquilla, Santa Marta, Antioquia y Tumaco, en los que evalué la posible
asociacion del este SNP con periodontitis apical aguda y cronica no supurativa, enfermedad
gastroduodenal, sepsis y leishmaniasis, muestran frecuencias del polimorfismo inferiores a
las encontradas en este estudio. Sin embargo, estas investigaciones no incluyen la
evaluacion de un grupo control, sino que establecen la determinacion de la presencia del
SNP en grupos de individuos con diferentes grados de la enfermedad o de la infeccion que
se esté analizando (80,117,83,82).

En este estudio la presencia del genotipo heterocigoto para TNF-a (rs1800629) se encontro
en mayor frecuencia en los individuos con infeccion tanto sintomatica (34.5%) como
asintomatica (47.1%), comparada con el grupo control (16.2%), con un OR=4.60 (IC95%-=
2.37-8.92, p=0.001) y OR=2.95 (IC95%=1.42-6.13, p=0.035), respectivamente. Las
frecuencias alélicas presentaron un comportamiento similar, y se identificé asociacion de la
presencia del SNP como factor de riesgo ante la infeccién. De forma similar, estudios
reportan la asociacion del SNP con severidad de la infeccion en Venezuela al comparar FD

y FHD y en Tailandia al comparar casos de dengue y fiebres no dengue (46,84).
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Sin embargo, cuando se comparé el grupo de DCSA con el grupo de asintomaticos se
evidencié como un factor protector con un valor de OR=0.24 (p=<0.0001), esta relacién
concuerda con lo reportado en un estudio en Malasia, en el cual se identificé una asociacién
protectora al comparar FDH y SSD, en este estudio el grupo control estaba compuesto por
individuos con resultado negativo para IgG (75).

Contrario a los hallazgos mencionados anteriormente, los estudios realizados en Vietnam,
Tailandia y México, no han encontrado asociacion del polimorfismo con la severidad a la
infeccion por DENV. Sin embargo, en estos estudios no se realiz6 la caracterizacion
seroldgica o molecular del grupo control, con el fin de confirmar o descartar una infeccion
actual o un antecedente de la misma (45,64,86). En estos trabajos a pesar los individuos
del grupo control no presentan la enfermedad, es posible que estén cursando con una
infeccion asintomatica, lo que podria influir en el analisis de los resultados y en la

interpretacion de los mismos, una dificultad que fue eliminada en nuestros grupos.

En el caso de los dos estudios realizados en India, en el que no se identifico asociacion, el
grupo control estaba compuesto por poblacibn sin reporte de antecedente de
hospitalizacién por dengue. Sin embargo, al realizar la prueba de ELISA IgG Indirecta el
82% de estos individuos obtuvo un resultado positivo, lo que demuestra un antecedente de
infeccién, por lo que el grupo frente al cual se realizé la comparacion, estaba compuesto en
su mayoria por individuos que previamente habian estado expuestos a una infeccion
subclinica no diagnosticada, o una infecciébn en la que no se requirié hospitalizacion
(37,110). Otro estudio realizado en Brasil, en el que no se encontrdé asociacion del
polimorfismo y en el cual refieren el incumplimiento del equilibro de Hardy Weinberg, report6é
una asociacion entre el SNP y el riesgo de desarrollar FHD en pacientes infectados con
DENV-2 (107).

Combinaciones genotipicas

Varios factores pueden intervenir en la respuesta inmunolégica generada ante la infeccion
por virus dengue, por lo que algunas investigaciones se han centrado en el estudio conjunto
de los factores genéticos que pueden influenciar la respuesta y el desenlace de la misma

(55,50). En estos trabajos se han analizado los SNPs evaluados en el presente estudio,
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ejemplo de ello es un estudio realizado en India en el cual evaluaron la asociacién entre
tres SNPs del gen CD209, dentro de los el rs4804803, en el que la presencia al alelo WT
en dos haplotipos se asoci6 tanto a riesgo como a proteccion (37).

Algunos estudios en los que se han realizado andlisis de polimorfismos, han profundizado
en el andlisis de haplotipos y de combinaciones de SNPs, que pueden estar involucradas
en la severidad de la enfermedad. Al realizar las comparaciones entre los grupos se
evidencido que la presencia del polimorfismo en los genotipos (homocigoto para el
polimorfismo + heterocigotos) de DC-SIGN (rs4804803) y FcyRlla (rs1801274) se encontro
asociada a proteccion de la infeccibn asintomatica comparada con el grupo control
presentando un valor de OR=0.21 (IC95%= 0.05-0.9, p=0.028). Contrario a este resultado,
un estudio realizado en India por Alagarasu et al, identifico la asociacion de dos haplotipos
de tres SNPs (rs735239 - rs4804803 - rs2287886) ubicados en el gen CD209, al comparar
el grupo de dengue (FHD+FD) respecto al grupo control. El haplotipo A-A-A se asoci6 con
proteccion (OR=0.62, IC95%= 0.42-0.93, p=0.099), mientras el haplotipo A-A-G se asocio
a severidad (OR=2.95, 1C95%=1.22-3.31) respectivamente. Los haplotipos presentaron un
comportamiento de proteccion (OR=0.59, 1C95%=0.38-0.91, p=0.0576) y riesgo (OR 2.27,
95% IC 1.35-3.85, p=0.0048), similar al comportamiento identificado al comparar el grupo
de FD respecto al grupo control, en ambos casos haplotipos el SNP rs4804803 presenté
alelo (A) WT (37).

En el presente estudio los individuos con la combinacion alélica en la que se encontré el
alelo polimdrfico en los genotipos de DC-SIGN (rs4804803) y TNF-a (rs 1800629) tuvieron
un riesgo 13 veces mayor de presentar sintomas durante una infeccion por DENV, pues la
comparacion entre el grupo sintomatica respecto a las infecciones asintomaticas presenté
un OR=12.92 (IC95%= 2.52 - 66.29) con un valor de p=0.0005. Estos resultados son
similares a los encontrados en dos estudios en los que se incluyé dentro de las
combinaciones alélicas el polimorfismo de TNF-a (rs1800629); el primero de ellos se realizd
poblacién cubana en el que la combinacién de tres SNPs (TNF-a, IFN-y, IL-10) present6
asociacion a riesgo (OR=9.16, 1C95%=1.81 - 46.31, p=0.006) (34). El segundo estudio
desarrollado por Farias et al., en Brasil, analizé las combinaciones genotipicas de los SNPs
para TNF-qa, IL-6 y IL-18 y su asociacién como factor de riesgo al comparar el grupo de
dengue respecto a casos de no dengue (108). Sin embargo, el estudio realizado por Sing-

Sam en poblacién de Malasia evidencié que tres de las combinaciones en las que se
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incluian los genotipos de TNF-a relacionados con alta produccion, junto con el haplotipo de
baja produccién de la IL-10 y los genotipos IL-12B se asociaron con proteccién al comparar
los casos de FHD respecto a DSS (75).

Lo anterior hace necesario profundizar el andlisis tanto de los SNPs, como de las
combinaciones genotipicas, en el cual se integre la informacion clinica y de laboratorio de
los individuos recolectada durante el seguimiento de la enfermedad. Este andlisis permitiria
identificar obtener un perfil completo para establecer la utilidad de la identificacion de los
SNPs como predictores de la severidad de la enfermedad.
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CONCLUSIONES
La presencia del polimorfismo del receptor DC-SIGN (rs4804803), se asocié con
una menor posibilidad de presentar signos de alarma.

El polimorfismo presente en el receptor FcyRlla (rs1801274) se asocié con una
menor posibilidad de presentar una infeccion. Adicionalmente, la presencia de este

SNP se asocié con una mayor posibilidad de presentar manifestaciones graves.

La presencia del alelo polimérfico de TNF-a (rs1800629) se asocié con una mayor
posibilidad de cursar con la infeccion, sin embargo, la presencia de este alelo se

relacion6 con una menor posibilidad de presentar signos de alarma.

La combinacion genotipica en la que se presentd del polimorfismo en DC-SIGN y

FcyRlla se asocié con una menor posibilidad de presentar la infeccion.
La combinacion genotipica en la que se present6 del polimorfismo en DC-SIGN y

TNF-a se relacioné con una mayor posibilidad de presentar manifestaciones clinicas

durante la infeccién por DENV.
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RECOMENDACIONES

Realizar la identificacion de estos SNPs en otras regiones del pais con alta
incidencias de dengue, con el fin de comparar si la presencia de los SNPs se

relaciona de forma similar en otras regiones.

Evaluar la asociacion de estos SNPs con la infeccién por un serotipo determinado
de DENV, y su relacion con la severidad de la enfermedad.

Medir el nivel circulante de TNF-a en individuos con infecciones sintomaticas y

correlacionarlos con la presencia del SNP.

Incluir dentro del grupo de infecciones sintomaticas, los casos de dengue sin signos
de alarma (DSSA), con el fin de establecer la asociacion de la presencia de los

polimorfismos con los hallazgos clinicos que se presentan durante la enfermedad.

Profundizar el andlisis de las combinaciones genotipicas y alélicas en cada uno de

los grupos de interés.

Caracterizar los grupos de interés con otros SNPs de estos genes como los
encontrados en el gen CD209 rs735239 y rs2287886, el rs1800750 del gen de TNF-
a, asi como otros (rs2069843 y rs2069705), que han sido previamente asociados a

la severidad en la infeccion.
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ANEXOS

Anexo 1. Consentimiento Informado Estudio A

Codigo:

CONSENTIMIENTO INFORMADO
RED DE INVESTIGACION MULTIDISCIPLINARIA PARA LA PREVENCION Y CONTROL DE ENFERMEDADES
TRANSMITIDAS POR VECTORES - COLCIENCIAS

Instituciones: Universidad El Bosque, Universidad Surcolombiana, Instituto Nacional de Salud, Centro de Investigacion
Cientifica Caucaseco.

Titulo del estudio: “Espectro clinico de la infeccion por virus dengue en una cohorte de nifos de 5 - 14 afnos de dos municipios
de Cundinamarca”.

Instrucciones:

Antes que decida si su hijo va a participar en el estudio, debe entender lo que se va a realizar en él, de manera que tenga la
informacion necesaria para tomar la decision. Por favor lea cuidadosamente el documento, si tiene alguna pregunta
relacionada con el estudio, preguntele a la persona responsable. Recuerde que usted es libre de escoger si desea participar
en el estudio o no.

El dengue es una enfermedad viral transmitida por la picadura de un mosquito y es considerada un problema de salud publica,
porque afecta gran parte de la poblacion de nuestro pais. Esta enfermedad se caracteriza porque las personas (ninos y adultos)
desarrollan sintomas como fiebre alta, dolor de cabeza, malestar general, y en algunos casos los sintomas pueden ser graves
como hemorragias. Sin embargo, los sintomas que desarrollan las personas en los primeros dias de la enfermedad no son
tipicos, y otras enfermedades desarrollan sintomas similares (como influenza, rubéola, sarampion, entre otras).

¢Por qué se esta haciendo este estudio?

El presente proyecto propone hacer la caracterizacion de los signos y sintomas del dengue en nifios de 5 a 14 anos en el
departamento de Cundinamarca, considerando aspectos del virus y del individuo. El estudio se realizara en los municipios de
Anapoima y Apulo en los que la trasmisién de la enfermedad y el numero de nimero de casos se han incrementado en los
ultimos anos.

¢En qué consiste esta investigacion?

Se invitaran a participar a 500 nifos de 5 a 14 anos que se encuentren sanos, a los cuales se les realizara seguimiento médico
durante tres anos, que permita identificar la presencia de sintomas relacionados con la infeccién con virus dengue. Durante
este tiempo, se tomaran muestras de sangre y se haran analisis en el laboratorio que permitiran identificar el virus y las
principales caracteristicas biolégicas de la enfermedad.

¢ Qué tengo que hacer si mi hijo (a) participa en esta investigacion?

Para participar en el estudio usted debe permitir que a su hijo(a) se le realice un examen médico, se tome una muestra de
sangre de una vena del brazo (4 ml) cada ano durante tres anos. Adicionalmente, si su hijo(a) presenta fiebre y sintomas
caracteristicos de la enfermedad del dengue durante su participacion en el estudio, usted debe llevar al nino a la institucion de
salud del municipio, permitir que un médico realice examen médico, y se le tome una muestra de sangre en dos momentos:
cuando presenta los sintomas y cuando se ha recuperado de la enfermedad.

La toma de la muestra la realizara un profesional de la salud (bacteriélogo) utilizando material desechable no redtilizable que
no representa riesgo para su salud. Las complicaciones asociadas con las toma de la muestra incluyen dolor leve en el brazo,
moreton en el sitio de puncién que puede desaparecer en una semana, sangrado y riesgo de infeccion.

¢Como se va a mantener la privacidad y confidencialidad de los datos de mi hijo(a)?

Las muestras de sangre y los formatos de recoleccion de la informacion (encuesta, formato ingreso al estudio, formato
historia clinica) seran identificados con un cédigo asignado para su hijo durante la participacion en el estudio. Sélo los
investigadores tendran acceso a la base de datos en la que se almacena la informacion, por lo que su hijo no sera
identificado por su nombre o documento de identidad en la publicacion de los resultados del estudio. La informacion



recopilada y los resultados de las pruebas de laboratorio seran utilizados tunicamente con fines investigativos para el
conocimiento del dengue.

¢Recibiré alguin beneficio por la participacion de mi hijo (a) en esta investigacion?
Usted no recibira dinero por la participacion de su hijo(a), pero la valoracion por el médico, la toma de la muestra y las
pruebas de laboratorio seran cubiertas por el estudio.

¢£Qué hacen con la muestra de sangre?

La sangre que se toma sera utilizada para los andlisis que se hacen en el laboratorio para saber si la persona tiene dengue.
Se realizaran las pruebas para la deteccion de anticuerpos Inmunoglobulina M (IgM), Inmunoglobulina G (IgG) y a partir de
estos resultados se realizaréan pruebas especializadas para la deteccion del virus dengue. Adicionalmente a las muestras a
las que se haya aislado virus dengue, se les realizara un analisis genético y molecular para estudiar las caracteristicas del
virus. Las muestras negativas para dengue seran analizadas para otras enfermedades como Influenza, Leptospirosis e
infeccion por Virus Sincitial Respiratorio.

Usted puede decidir si quiere que la muestra de su hijo pueda ser usada para investigaciones futuras. Usted puede cambiar
su decision en cualquier momento y notificarla al personal del estudio que registran los datos. Su decision acerca del uso de
la muestra no afectara su participacion en otros estudios.

Por favor indique su decision acercar del permiso de uso futuro de las muestras de su hijo en investigacion aqui abajo:

Acepto que las muestras se almacenen por un periodo indefinido y se utilicen en futuras investigaciones®.
No se pueden utilizar las muestras en investigaciones futuras**

* Aun en el caso de aceptar el uso de su sangre para investigaciones futuras no relacionadas con este estudio, requerira de
la aprobacion de un nuevo protocolo por parte del Comité de Etica Institucional
** La muestra sera destruida por una compania de desechos hospitalarios

¢Puedo retirar a mi hijo (a) de esta investigacion en cualquier momento?

Usted debe saber que la aceptacion de su hijo(a) es totalmente voluntaria. Si usted acepta que su hijo(a) participe y en
cualquier momento desea retirarlo del estudio, puede retirar el consentimiento y contactar a los investigadores para que las
muestras no sean procesadas y almacenadas. Si mas adelante, durante la participacién usted tiene alguna pregunta
adicional relacionada con el estudio, puede contactar a los investigadores del estudio:

Dr. Jaime Castellanos

Director grupo de Virologia, Universidad El Bosque

Teléfono: 571-6489066

Direccion: Avenida Carrera 9 No.131A-02 Edificio D (Segundo piso), Bogotd, Colombia
Correo electronico: castellanosjaime@unbosque.edu.co

Si usted tiene alguna duda relacionada con los derechos de su hijo(a) como participante en este estudio puede comunicarse
con el Comité de Etica de la Universidad El Bosque:

Dra. Ménica Riva

Presidente Comité Etica en Investigaciones, Universidad El Bosque

Teléfono: 571-6489000 Ext: 1520 Fax: 6489006

Direccion: Calle 132 No. 7A-85, Bogota, Colombia

Correo electrénico: comiteetica@unbosque.edu.co

72



FORMULARIO DE FIRMAS

1. Declaracion del participante:

Mi hijo(a) ha sido invitado a participar en el estudio: “Espectro clinico de la infeccion por virus dengue en una cohorte de nifos
de 5 -14 anos de dos municipios de Cundinamarca”. He leido y entendido este documento de Consentimiento Informado o se
me ha leido y explicado. Mis preguntas han sido contestadas claramente, y no tengo dudas sobre mi participacion, por lo que
estoy de acuerdo de participar en este estudio. Acepto que mi hijo(a) participe en el estudio, y sé tiene derecho de terminar
su participacion en el estudio en cualquier momento. Al firmar esta hoja de consentimiento informado no he renunciado a
ninguno de mis derechos legales. En el momento en que firme este documento de consentimiento informado sé que recibiré

una copia del mismo.

Nombre del padre o tutor legal:

Documento de identidad: de:

Firma:

Fecha:

Nombre del testigo:

Documento de identidad: de:

Firma:

Fecha:

2. Declaracion del investigador

Yo certifico que he explicado el estudio al participante y a los padres o acudientes, respondi las inquietudes que el
participante y sus padres manifestaron durante la explicacion. El participante entiende el propdsito del estudio, los posibles

riesgos y beneficios asociados con su participacion.
Nombre del investigador:

Documento de identidad: de:

Firma investigador:

Fecha:
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Anexo 2. Asentimiento Informado Estudio A

Codigo:

ASENTIMIENTO INFORMADO

RED DE INVESTIGACION MULTIDISCIPLINARIA PARA LA PREVENCION Y CONTROL DE
ENFERMEDADES TRANSMITIDAS POR VECTORES - COLCIENCIAS

Instituciones participantes: Universidad El Bosque, Universidad Surcolombiana, Instituto Nacional de
Salud, Centro de Investigacion Cientifica Caucaseco

Titulo del estudio: “Espectro clinico de la infeccion por virus dengue en una cohorte de nifos de 5 -14 anos
de dos municipios de Cundinamarca”.

Instrucciones:

Antes que decidas participar en el estudio debe leer este documento y si tiene alguna pregunta puede
comentarla a los padres y a la persona responsable del estudio para solucionar la pregunta. Si tiene mas
preguntas relacionadas con el estudio, puede preguntar las veces que quiera hasta que esté claro el tema
del estudio.

El dengue es una enfermedad muy comun en nuestro pais, que es transmitida por la picadura de un mosquito.
Esta enfermedad se caracteriza porque las personas (ninos y adultos) desarrollan fiebre alta durante varios
dias, dolor de cabeza, malestar general que les impide ir a caminar, correr, ir al colegio y jugar. Cuando las
personas tienen fiebre deben ir al Centros de salud o el hospital para que los profesionales de la salud
(médicos, enfermeras, bacteriélogos) puedan examinar a la persona y tomarle una muestra de sangre para
hacer los analisis en el laboratorio y con esto conocer si la persona tiene dengue.

Figura 1. Mosquito infectado Figura 2. Nino con dengue

¢En qué consiste el estudio?

Este estudio se realizara en los municipios de Anapoima y Apulo. En la primera etapa del estudio queremos
invitar a 500 ninos y adolescentes de tu edad que se encuentren sanos, a los que se realizara seguimiento
durante tres anos.

¢ Qué tengo que hacer si participo en la investigacion?
Si decides participar en el estudio debes tener en cuenta:

1. Aceptar la toma de muestra de sangre una vez al ano durante los tres anos del estudio. Cada afo se
tomara la muestra de sangre en un tubo plastico desechable 4 ml. La toma de la muestra se realizara
haciendo un pinchazo en el brazo con una aguja delgada.

2. Encaso de que tengas fiebre debes asistir a la institucion de salud acompanado de tus padres o tutor,
para que el médico realice un examen fisico y una enfermera o bacteriélogo tome una muestra de
sangre para realizar las pruebas de laboratorio para el diagnéstico de la enfermedad.

3. Alfinalizar la enfermedad y te hayas recuperado, aceptar que una enfermera o bacteriélogo tome una
muestra de sangre (aproximadamente 4 ml), para realizar las pruebas de diagnodstico
complementarias para la confirmacion del diagnéstico de la enfermedad.
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¢ Cudles son los riesgos y beneficios de participar en el estudio?

Riesgos

Después del pinchazo puedes sentir mareo, dolor en el brazo, que desaparece al rato.

En algunos casos puede aparecer un morado en el sitio del pinchazo que desaparece en unos dias.

Beneficios
Los voluntarios no pagaran dinero alguno por la participacion en el estudio.
El valor de la consulta del médico, y de las pruebas de diagndstico sera cubierto por el estudio.

¢Qué hacen con la muestra de sangre?
La sangre que se toma sera utilizada para los analisis que se hacen en el laboratorio para saber si la persona
tiene dengue.

¢Como se maneja la privacidad del participante?
Los apuntes que el médico escribe durante el examen, y el tubo que contienen la sangre seran marcados con
un numero para proteger al participante. Sdlo los investigadores tendran acceso a la informacion.

¢Qué pasa si me retiro de la investigacion?

Debes saber que la participacion en el estudio es voluntaria. Si al inicio aceptas y mas adelante no quieres
continuar en el estudio, nadie se enfadara. Es importante informar a tus padres y a la persona del estudio
para que la sangre y la informacion se eliminen.

¢Qué hago si tengo alguna pregunta relacionada con mi participacion en el estudio?

Si mas adelante, durante la participacion en el estudio tienes alguna pregunta adicional relacionada con el
estudio, puedes contactar a los investigadores del estudio:

Dr. Jaime Castellanos

Director del Instituto de Virologia

Universidad El Bosque

Teléfono: 571-6489066

Direccion: Avenida Carrera 9 No. 131A-02 Edificio D (Segundo piso), Bogota, Colombia

Correo electrénico: castellanosjaime@unbosque.edu.co

Si tienes alguna duda relacionada con sus derechos como participante en este estudio puedes
comunicarse con el Comité de Etica de la Universidad E| Bosque:

Dra. Ménica Riva

Presidente Comité Etica en Investigaciones, Universidad E| Bosque

Teléfono: 571-6489000 Ext: 1520 Fax: 6489006

Direccion: Calle 132 No. 7A-85, Bogota, Colombia

Correo electrénico: comiteetica@unbosque.edu.co

FORMULARIO DE FIRMAS

1. Declaracion del participante:
Al finalizar la lectura de este documento, antes de firmar debo tener claro:

= He sido invitado a participar en el estudio: “Espectro clinico de la infeccion por virus dengue en una
cohorte de ninos de 5 -14 anos de dos municipios de Cundinamarca”.

= Leiy comprendi el documento y puedo hacer preguntas sobre el estudio

= Estoy satisfecho con las respuestas de las preguntas que realicé. Sé que puedo hacer mas preguntas
durante la participacion en el estudio.

= Las personas del hospital ni mis familiares se molestaran si mi decision es no participar en el estudio

= Sicambio de opinion después de aceptar, informaré a mis padres y al responsable del estudio
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Nombre del participante:

Tarjeta de identidad: de:

Firma:

Fecha:

Padre o Tutor legal del participante:

Documento de identidad: de:

Firma:

Parentesco:

Fecha:

Nombre del Testigo:

Documento de identidad: de:

Firma:

Fecha:

2. Declaracion del investigador

Yo certifico que he explicado el estudio al participante y a los padres, respondi las inquietudes
que el participante manifesté durante la explicacion. El participante entiende el propodsito del
estudio, los posibles riesgos y beneficios asociados con su participacion.

Nombre del investigador:

Documento de identidad: de:

Firma investigador:

Fecha:
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Anexo 3. Consentimiento Informado Estudio B

&@HUS

HOSPITAL UNIVERSITARIO MINEIEENSL 1 v UL LA oANMARITANA (VINUY) {0 BE INVESTIGACION
DE LA SAMARITANA MOSYTAL UNIVERSITARIO DF 1A SAMARITAKA
TAPARAA SOCIAL DR FATADG

HOSPITAL UNIVERSITARIO DE LA SAMARITANA
CENTRO DE INVESTIGACION (CIHUS)

Grupo de Investigacion: Virologia, Universidad El Bosque

Nombre del estudio:
"ALGORITMO DE LABORATORIO PARA LA CONFIRMACION DE CASOS DE DENGUE EN MUESTRAS DE
INDIVIDUOS CON SINDROME FEBRIL ATENDIDOS EN INSTITUCIONES DE SALUD DE CUNDINAMARCA"

Investigadora principal: Jaime Eduardo Castellanos, director grupo virologia

Coinvestigador (es):

Hospital Universitario La Samaritana: Saul Moreno, Janeth Carrill Angela Fonseca

Universidad El Bosque: Myriam Velandia, Eliana Calvo Tapiero, Félix Delgado, Carolina Coronel Ruiz, Nadia Castarieda,
Rosalia Pérez Castro

Asesor (es):

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Dia/mesfafio: / / Coadigo del Sujeto:

Este documento explica en qué consiste este estudio de investigacion. Es importante que usted lea cuidadosamente esta
informacion y que luego decida si desea participar 0 no como voluntario.

PROPOSITO:
El proposito de esta investigacion es establecer un algoritmo de laboratorio para la confirmacion de casos de dengue en
muestras de individuos con sindrome febril atendidos en instituciones de salud de Cundinamarca.

DURACION:

Se invitaran a participar a 300 personas mayores de cinco afios a los cuales se les realizara examen médico y |a toma de
una muestra de sangre para los andlisis de laboratorio para el diagnéstico de dengue.

El tiempo que cada sujeto de estudio otorgara para esta investigacion sera de 60 minutos en dos momentos. El primer
momento al inicio de la enfermedad (cuando consulta por |a fiebre) el cual tiene una duracion aproximada de 30 minutos. El
segundo momento al finalizar la enfermedad (cuando se haya recuperados de la fiebre), el cual tiene una duracion de 30
minutos.

El tiempo disponible para |a recoleccion de los datos es de 24 meses. Los resultados del estudio se reportaran en Noviembre
del afio 2015.

PROCEDIMIENTOS:
Los procedimientos que le conciernen a usted como sujeto en este estudio incluyen:

e Permitir que un médico perteneciente al estudio realice un examen clinico completo y realice unas preguntas
relacionadas con los sintomas que ha presentado desde el inicio de la fiebre.

e  Permitir que una bacteriéloga o enfermera de la institucion tome una muestra de sangre por medio de una puncién en
una vena del brazo (6-10 ml) al inicio de la enfermedad y cuando se haya recuperado completamente.

SHUS
http://samaritana:2061/intranet
2012 Hospital Universitario de la Samaritana - Cra 8 No 0-55 Sur

Tel: 4077075 Ext 10289
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HOSPITAL UNIVERSITARIO

i ENTRO DE INVESTIGACION
HOSHTAR UNIVERSITARIO DE 1A SAMARITAXA

DE LA SAMARITANA
FAMPRERA SOCIAL DRI EATADO

POSIBLES RIESGOS O INCOMODIDADES:

No se prevé ningun riesgo serio para los sujetos en este proyecto de investigacion. Pero de pronto si algunas incomodidades

dadas por:

e El momento de la toma de |la muestra de sangre, que puede generar un poco de dolor por el pinchazo, dolor leve en el
brazo, moretén en el sitio de puncion que puede desaparecer en una semana, sangrado.

e Latoma de la muestra puede en muy raros casos causar desmayo o infeccion. El riesgo de infeccion sera minimizado
con el uso de alcohol antiséptico y técnicas de recoleccion de muestras en forma estéril (tubos con agujas nuevas y
selladas estériles y desechables), con el fin de evitar infecciones cumpliendo con normas de bio-seguridad de
laboratorio.

e Durante la extraccion de sangre es posible que se filtre la sangre en la piel y se forme un hematoma debido a posibles
dificultades en encontrar la vena. El riesgo de dolor sera minimizado aplicando presién en el sitio del sangrado por varios
minutos después de coleccion de la muestra

BENEFICIOS:

Los beneficios para usted por su participacion en el estudio son:

o No habra ningun beneficio econémico directo para usted, pero los resultados de las pruebas de diagnostico de dengue
que se realizaran, seran importantes para la institucion porque se tomaran medidas para el manejo de los casos y el
tratamiento de |a enfermedad.

CONFIDENCIALIDAD:

Las muestras de sangre y los formatos seran identificados con un cédigo asignado para usted durante su participacion en el
estudio. Solo los investigadores tendran acceso a la base de datos en la que se ailmacena la informacion, por lo que usted no
sera identificado por su nombre o documento de identidad en la publicacion de los resultados del estudio. La informacion
recopilada en la encuesta y en el formato de ingreso del individuo al estudio sera utilizada tnicamente con fines investigativos
para del dengue.

Los documentos originales de este estudio seran conservados en el archivo del grupo de virologia de la Universidad El
Bosque por un periodo minimo de cinco (5) afios. Los resultados del estudio seran presentados a la comunidad cientifica o
podran ser publicados, sin revelar su nombre o identidad.

PARTICIPACION VOLUNTARIA:

Su participacion en este estudio de investigacion es absolutamente voluntaria, por lo tanto, no habra ningun tipo de
remuneracion econdmica o compensacion por su participacion. Usted tiene el derecho de terminar su participacion en el
estudio en cualquier momento. Cualquier pregunta o duda por favor comuniquese con el doctor Jaime Castellanos al (571)
6489066, (571) 6489000 Ext.1209 quien proporcionara informacion y resolvera alguna pregunta adicional relacionada con
el estudio.

El examen clinico y la toma de la muestra de sangre seran realizados por profesionales idoneos, adecuadamente
asesorados, quienes brindaran informacion sobre el estudio, aclararan inquietudes.

SHUS
http://samaritana:2061/intranet
2012 Hospital Universitario de la Samaritana - Cra 8 No 0-55 Sur

Tel: 4077075 Ext 10289
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INVESTIGACION
IEARI DE LA SAMARITAXA

He sido invitado a participar en el estudio: “Algoritmo de laboratorio para la confirmacion de casos de dengue en muestras de
individuos con sindrome febril atendidos en instituciones de salud de Cundinamarca’. He leido y entendido este documento
de Consentimiento Informado o se me ha leido y explicado. Mis preguntas han sido contestadas claramente, y no tengo
dudas sobre mi participacion, por lo que estoy de acuerdo de participar en este estudio.

Acepto participar en el estudio voluntariamente, y sé que tengo el derecho de terminar mi participacion en el estudio en
cualquier momento. Al firmar esta hoja de consentimiento informado no he renunciado a ninguno de mis derechos legales. En
el momento en que firme este documento de consentimiento informado sé que recibiré una copia del mismo.

Dia/mes/afio: / /

FIRMA DEL SUJETO VOLUNTARIO

Dia/mes/afio: / /

FIRMA DE TESTIGO

Dia/mes/afio: / /

FIRMA DEL INVESTIGADOR

e Usted ha decidido NO participar en este proyecto de investigacion y en constancia firma:

Dia/mes/afio; / /

FIRMA DEL SUJETO VOLUNTARIO

DATOS DE CONTACTO DE LOS INVESTIGADORES.

Si tiene alguna inquietud sobre el estudio, o si previa aceptacion de ingreso al estudio decide retirarse puede contactarse con
los investigadores del estudio:

Investigador principal:

JAIME EDUARDO CASTELLANOS PARRA

correo electronico: castellanosjaime@unbosque.edu.co, virologia@unbosque.edu.co
Teléfono: 6489066, 6489000 Ext. 1209

Celular: 3102425944

SHUS
http://samaritana:2061/intranet

2012 Hospital Universitario de la Samaritana - Cra 8 No 0-55 Sur
Tel: 4077075 Ext 10289
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Anexo 4. Gel de identificacién de SNPs de estudio

Figura 3. Gel de identificacion de los SNPs

DC-SIGN FcyRlla
Alelo G > 131pb y 19 pb 253 pb

TNFa

Alelo G - 87pb y 20 pb
G/G A/G
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