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Introduccién. La composicion genética del huésped determina, entre otros aspectos, el perfil clinico del
dengue, lo cual se deberia al efecto de variantes en los genes que codifican citocinas proinflamatorias.
Objetivo. Evaluar la asociacion entre las variantes de tres polimorfismos en los genes candidatos
TNFA, IL6 e IFNG con la gravedad del dengue en una poblacién colombiana.

Materiales y métodos. Se evaluaron los polimorfismos rs1800750, rs2069843 y rs2069705 de los
genes TNFA, IL6 e IFNG, respectivamente, en 226 pacientes con dengue. Los genotipos se tipificaron
usando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y los polimorfismos de la longitud de los
fragmentos de restriccion (Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLP). Para determinar el
riesgo de diferentes fenotipos del dengue, se compararon las frecuencias alélicas con la prueba de ji al
cuadrado, y los genotipos y los haplotipos, con regresion logistica. Por ultimo, los analisis se ajustaron
utilizando datos de autoidentificacion o del componente genético ancestral.

Resultados. El alelo A del rs2069843, ajustado por autoidentificacion, se asocio con casos de dengue
hemorragico en afrocolombianos. En la muestra completa, dicho polimorfismo, ajustado por componente
genético ancestral, fue reproducible. Ademas, hubo asociaciones significativas entre las combinaciones
alélicas GGT y GAC de los rs1800750, rs2069843 y rs2069705 en pacientes con dengue hemorragico,
con ajuste por componente genético ancestral y sin él. Ademas, la combinacién alélica AGC produjo
58,03 pg/ml mas de interleucina 6 que la GGC, independientemente de los componentes genéticos
europeo, amerindio y africano.

Conclusién. Las variantes de los polimorfismos GGT y GAC de los rs1800750, rs2069843 y rs2069705
en los genes TNFA, IL6 e IFNG, respectivamente, se correlacionaron con la gravedad del dengue en
esta muestra de poblacion colombiana.
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Variants in the TNFA, IL6 and IFNG genes associated with dengue severity in a sample of
Colombian population

Introduction: The genetic makeup of the host contributes to the clinical profile of dengue. This could
be due to the effect of variants in the genes encoding pro-inflammatory cytokines.

Objective: To evaluate the association between the variants of three polymorphisms in TNFA, IL6 and
IFNG candidate genes with dengue severity in a sample of Colombian population.

Materials and methods: We evaluated the rs1800750, rs2069843, and rs2069705 polymorphisms in
TNFA, IL6 and IFNG candidate genes, respectively, in 226 patients with dengue infection. The genotypes
were typed using both polymerase chain reaction (PCR) and restriction fragment length polymorphism
(RFLP). To determine the risk of different dengue phenotypes, we compared allele frequencies with chi-
square and genotypes and haplotypes using logistic regression. Finally, these analyzes were adjusted
with data from self-identification or the ancestral genetic component.
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Variantes génicas en TNFA, IL6 e IFNG asociadas con dengue

Results: The A allele in the rs2069843 polymorphism, adjusted by self-identification, was associated
with dengue hemorrhagic fever cases in Afro-Colombians. In the entire sample, this polymorphism,
adjusted by the ancestral genetic component, was reproducible. In addition, there were significant
associations between GGT and GAC allelic combinations of rs1800750, rs2069843, and rs2069705
in dengue hemorrhagic fever patients, with and without adjustment by ancestral genetic component.
Additionally, the AGC allelic combination produced 58.03 pg/ml of interleukin-6 more than the GGC
combination, regardless of European, Amerindian and African genetic components.

Conclusions: The variants of GGT and GAC polymorphisms of rs1800750, rs2069843, and rs2069705
inthe TNFA, IL6 and IFNG genes, respectively, were correlated with the susceptibility to dengue severity

in a sample of Colombian population.
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El dengue es una enfermedad febril aguda causada
por el virus del dengue (DENV), el cual es transmi-
tido por la picadura de mosquitos del género Aedes
(1). Esta virosis es endémica en mas de 100 paises
de zonas tropicales y subtropicales del mundo
(2). Segun datos del Instituto Nacional de Salud,
en Colombia, el dengue es endemo-epidémico,
con un promedio anual de mas de 60.000 casos
confirmados (3).

Su espectro de manifestaciones clinicas varia
desde las formas indiferenciadas o leves hasta
las graves. Cualquiera de los serotipos (DENV-1
a 4) puede causar la enfermedad grave (4), carac-
terizada por extravasaciondel plasma, hemorragias
y trombocitopenia, siendo la extravasacion del
plasma el rasgo mas importante porque determina
la gravedad de la infeccion (5).

Los mecanismos involucrados en el desarrollo de
las formas graves no son del todo claros. Se ha
postulado que los factores virales (6,7), el hecho
de que la infeccidon haya estado precedida de otra
causada por un serotipo diferente (8), y factores
asociados con el huésped, entre ellos los genéti-
cos, pueden influir en la proclividad a presentar el
dengue grave (8-10).

Las citocinas tienen un papel importante en la inmu-
nopatogenia del dengue y algunas se han asociado
con la gravedad de la enfermedad (11-13), tal como
se ha reportado para el factor de necrosis tumoral a
(TNFa), la interleucina 6 (IL-6) y el interferén (IFN-y)
(14,15). Sus niveles de produccion pueden estar
influenciados por el componente genético ancestral,
como se ha demostrado previamente (10).
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La intensidad de la reaccion inmunitaria depende
en gran medida del control de la expresion génica
y, desde esa perspectiva, puede entenderse la
importancia de las diferencias individuales en el
riesgo genético frente a la gravedad del dengue.

La expresion de los genes TNFA, IL6 e IFNG
fue elevada en casos de dengue hemorragico,
pero este grupo de transcriptos no siempre se
expresaron en el mismo grupo étnico (16,17).

Los polimorfismos genéticos con efecto sobre la
regulacion de la transcripcion se han relacionado
con la produccién de citocinas y la gravedad del
perfil clinico (18). Hay diferencias sustanciales entre
distintas poblaciones en las frecuencias alélicas
de algunos de ellos debido al efecto de la mezcla
genética (19), por lo cual debe considerarsela como
una factor de confusién.

ElgenIL6, localizado en el cromosoma 7p21, codifica
la citocina IL-6, mediadora de la fiebre y reguladora
negativa de la coagulacién y la fibrindlisis (20). Las
variantes de este gen han sido candidatas exitosas
en la basqueda de variantes puntuales con efecto
sobre el desarrollo de los signos y los sintomas del
dengue (21). Por ejemplo, se ha reportado que el
polimorfismo -714 G/C en la regién promotora afecta
su transcripcion, incrementandola en los casos de
dengue que progresaron en gravedad (20,22), en
tanto que el genotipo -714 G/G demostrd ser un
factor protector (23).

Elgen TNFA, localizado en el cromosoma 6, codifica
para la citocina TNF-a que regula la diferenciacion,
la proliferacion, la apoptosis de células infectadas,
el metabolismo de los lipidos y la coagulacion, y
participa en la reaccion inmunitaria innata y en la
humoral (20). Las frecuencias del alelo -308 Ay del
haplotipo -238 TNFA/LTA fueron mayores en los
casos de dengue hemorragico (24) en poblacion
venezolana y tailandesa, respectivamente (18,20).
Localizado en el cromosoma 12, el gen IFNG codifica

487



Avendafio-Tamayo E, Campo O, Chacén-Duque JC, et al.

la citocina IFN-y, fundamental en la defensa contra
el virus (25). La variante -1615 C/T en la region
promotora, se asocio con niveles séricos altos de
IFN-y, y la variante T/T del polimorfismo llamado
rs2430561 (reference sequence, rs), fue mas fre-
cuente en los casos de dengue hemorragico (26).

En el presente estudio se propuso determinar el
grado de asociacién de las variantes genéticas
evaluadas con la infeccion o la progresion del den-
gue, variantes que, después de comprobarse el
significado bioldgico de las asociaciones, podrian
usarse como marcadores moleculares de sensibili-
dad o pronéstico. Dado que en estudios anteriores
no se ha considerado el componente ancestral, el
objetivo fue evaluar la relacién entre las variantes
de tres polimorfismos en tres genes de citocinas
con la gravedad del dengue, en una muestra de
poblacién colombiana.

Materiales y métodos
Tipo de estudio y poblaciéon de estudio

Se hizo un estudio prospectivo de corte transversal.
La poblacion de estudio estuvo constituida por 226
pacientes con diagnéstico de dengue. Los casos
se captaron a partir de los registros de la vigilancia
activa de pacientes con sindrome febril de siete
dias o menos de evolucién que consultaron en
varias instituciones de salud de los departamentos
de Antioquia y Choco en el periodo de agosto de
2008 a noviembre de 2009. Estos departamentos
se eligieron por su reconocido contraste poblacional
en cuanto a su composicién genética ancestral
(27). La gota gruesa positiva para malaria fue
criterio de exclusién de caso.

La clasificacién de las formas clinicas de dengue
se hizo segun los criterios establecidos por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 1997,
la cual clasificaba los casos en fiebre por dengue y
dengue hemorragico (1,28).

Diagndstico de infeccién

La confirmacion en el laboratorio de la infeccién
por DENV se hizo mediante la deteccion de
anticuerpos IgM especificos contra el virus en
todas las muestras de suero obtenidas en la fase
aguda y en 100 muestras obtenidas en la fase de
convalecencia de los pacientes que fueron a la
segunda toma de la muestra.

Las muestras se procesaron con una prueba
comercial (ELISA de captura - Dengue IgM
Panbio™, Sinnamon Park, Australia), siguiendo el
protocolo sugerido por el fabricante. Esta prueba
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tiene una sensibilidad en la fase aguda de 82,2 %
(IC,,, 78-87), y de 93,7 % (IC,,, 90-96) en la fase
convaleciente, y una especificidad de 87,8 % (IC
82-93) (29).

En 45 de los pacientes se detectd el genoma viral
en la muestra de la fase aguda mediante reac-
cion en cadena de la polimerasa con transcrip-
tasa inversa (Reverse Transcription Polymerase
Chain Reaction, RT-PCR), usando el protocolo
establecido por Lanciotti (30) y adaptado por
Harris (31) (cuadro suplementario 1 disponible en:
https://doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.3305). El
numero de pruebas dependi6 de la disponibilidad
de los reactivos.

95%

Ademds, se detectaron anticuerpos IgG con un
estuche comercial (Dengue IgG Capture ELISA™,
Panbio, Sinnamon Park, Australia) en la muestra de
la fase aguda, con el fin de determinar la infeccidon
secundaria y la primaria segun la presencia o
no de estos anticuerpos. Esta prueba clasifica
correctamente 67 % de los casos con infeccion
secundaria por dengue (29).

Los sueros obtenidos de los pacientes fueron
centrifugados y conservados a -20 °C para,
finalmente, almacenarlos a -70 °C hasta su pro-
cesamiento en los grupos de investigacion de
genética molecular de la Universidad de Antioquia
y del Instituo Colombianao de Medicina Tropical.
Los niveles de las citocinas TNF-q, IL-6 e IFN-y se
midieron en la muestra de suero de la fase aguda
de la enfermedad, utilizando estuches comercia-
les y siguiendo las instrucciones del proveedor
(Quantikine HS-High Sensitivity™, R & D Systems,
Minneapolis, MN).

Extraccion de ADN Yy tipificacion de variantes
en genes candidatos

El ADN se extrajo de una muestra de sangre de 5
ml mediante el método fenol-cloroformo (32). Las
variantes rs1800750, rs2069843 y rs2069705 se
tipificaron mediante ensayos de reaccién en cadena
de la polimerasa combinados con polimorfismos
en la longitud de fragmentos de restriccion (PCR-
RFLP). Los genes candidatos se seleccionaron con
base en los estudios de fisiopatologia del dengue
citados en la introduccion (11-18,20-22,24,26). Los
cebadores utilizados estan detallados en el cuadro
suplementario 1. Los genotipos se determinaron
por la ausencia o presencia de los sitios de corte
usando las endonucleasas Tasl, Eco88l y Hpal en
los rs1800750 G/A, rs2069843 G/A y rs2069705
CIT, respectivamente. Los alelos de corte “A”, “G”
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y “T” generaron, en su orden, los fragmentos de
214 pb, 579 pb, 104 pb, 196 pb, 220 pb y 54 pb.
El tiempo de incubacién con enzimas se determind
de acuerdo con las instrucciones del proveedor.
Por dltimo, los fragmentos fueron resueltos en
electroforesis con geles de agarosa al 2,5 %.

Marcadores informativos de componente genético
ancestral

Con base en los mayores valores de delta entre las
frecuencias alélicas de los marcadores del com-
ponente genético ancestral (Ancestry-Informative
Markers, AIM) en poblaciones ancestrales continen-
tales presentadas en el cuadro suplementario 2
disponible en: https://doi.org/10.7705/biomedica.
v34i2.3305, se seleccionaron los 19 AIM detallados
en el cuadro suplementario 3 disponible en: https://
doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.3305, los cuales
se usan para calcular los porcentajes individuales
de componente ancestral de forma similar a la
empleada por Chacon o Shriver y Parra (33-35).
En general, estos se amplificaron mediante PCR,
y tanto los polimorfismos de insercién y delecién
como los que requirieron el uso de RFLP se
resolvieron en electroforesis capilar (ABI-310) y
en geles de agarosa.

Anélisis

Las variantes génicas de los pacientes con dengue
se compararon con las de aquellos con dengue
hemorragico; se comparo, asimismo, entre infec-
cion primaria y secundaria, presencia y ausencia
de trombocitopenia, y segun los niveles séricos
del TNF-qa, la IL-6 y el IFN-y, en la muestra de la
fase aguda.

La base de datos se elaboré en Microsoft Excel.
La comparacién de las variables dicotémicas entre
grupos se hizo mediante la prueba de ji al cuadrado,
y la de las variables continuas, usando la prueba
U de Mann-Whitney, ambas del paquete SPSS™
(Statistical Package for the Social Sciences),
version 22.

La prueba de normalidad utilizada fue la de
Kolmogorov-Smirnov. Con la prueba de ji al
cuadrado, se evaluaron las diferencias entre las
frecuencias alélicas calculadas a partir de los
genotipos con el programa Arlekin 3.5y, las des-
viaciones genotipicas del equilibrio de Hardy-
Weinberg, con Genpop V4. Con el programa
Admixmap 3.8, se determiné la composicion gené-
tica ancestral promedio e individual a partir de los
AIM mediante un algoritmo bayesiano (36).

Variantes génicas en TNFA, IL6 e IFNG asociadas con dengue

Para evaluar las asociaciones de genotipos y
combinaciones alélicas inferidas a partir de los
genotipos, se calcularon la razon de probabilidades
(odds ratio, OR), el intervalo de confianza (IC)
del 95 % y el nivel de significacion (valor de p
menor de 0,05) mediante regresiones logisticas
utiizando maxima verosimilitud en el lenguaje
de programacion R en interface con el programa
SNPstat 2.14.

Ademas, se ensayaron los modelos de herencia
(codominante, dominante, recesivo y sobredomi-
nante). Para validar y contrastar las asociaciones,
la prueba de ji al cuadrado se hizo sin estratificacion
por autoidentificacion y con ella, y las regresiones
logisticas se hicieron primero sin ajuste y, poste-
riormente, con ajuste considerando un componente
genético ancestral (europeo, amerindio o africano)
alavez.

Consideraciones éticas

El proyecto fue aprobado por el Comité de Bioética
del Instituto Colombiano de Medicina Tropical -
Universidad CES, y el consentimiento informado
fue aceptado y firmado por todos los participantes.

Resultados
Descripcion de la poblacién

La descripcion de los pacientes de estudio se
presenta en el cuadro 1. Se incluyeron 226 casos
confirmados de dengue, sin diferencias en la distri-
bucién por sexo. Por autoidentificacion, hubo mas
afrocolombianos que mestizos.

El diagnéstico de dengue se confirmé en 97,8 %
(221/226) de los casos mediante la presencia

Cuadro 1. Descripcion de los pacientes captados para este
estudio

Parametro Detalle n %
ELISA IgM12 Positivo 194 85,8
Seroconversion de IgM  Positivo 27 11,9
RT-PCR® Positivo 5 2,2
Formas clinicas FDP 204 90,3
DHe 22 9,7
Tipo de infeccion Primaria 134 60,4
Secundaria 88 39,6
Autoidentificacion Mestizo 104 46,0
Afrocolombiano 122 54,0
Sexo Hombres 110 48,7
Mujeres 116 51,3

Edad (afios) Promedio+tDE  24,5+18,8

aPrueba realizada en muestras de fase aguda
>FD fiebre por dengue
¢DH: dengue hemorragico
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de anticuerpos IgM, y 27 de ellos tuvieron sero-
conversion de IgM entre la muestra de la fase
aguda y la de la fase de convalecencia, y en 2,2 %
(5/226) mediante RT-PCR. Se identificaron los
serotipos DENV-1, DENV-2 y DENV-3. Segun el
diagndstico de la forma clinica, 22 tuvieron dengue
hemorragico y, de ellos, 17 eran mestizos y solo
cinco eran afrocolombianos (p=0,003). En cuanto
a la procedencia geografica, 21 casos fueron de
Antioquia y solo uno del Chocbé.

Aunque la frecuencia de infeccion secundaria
fue mayor en los casos de dengue hemorragico
que en los de fiebre por dengue (57 y 38 %,
respectivamente), estas diferencias no fueron esta-
disticamente significativas.

Los signos clinicos, asi como los niveles de
citocinas y trombocitopenia, se resumen en el
cuadro 2. Se presento6 trombocitopenia en 47,30 %
de los afrocolombianos y en 66,70 % de los
mestizos, lo que corresponde a una diferencia
de 19,4 %. Con relacién a los niveles séricos de
citocinas, se observé un promedio mayor de IL-6
e IFN-y en pacientes afrocolombianos, comparado
con el de los mestizos, pero, en promedio, los
niveles de TNFa fueron similares entre los dos
grupos étnicos.

Con el fin de observar mejor las diferencias, se
presentaron los promedios con sus respectivas
desviaciones estandar; sin embargo, al aplicar el
célculo estadistico para evaluar las diferencias
de citocinas entre grupos étnicos, se usaron las
medianas en una prueba U de Mann-Whitney.

Composicion genética ancestral

Los dos grupos étnicos presentaron algin grado
de mezcla genética ancestral. En los afrocolombia-
nos, el componente europeo fue, en promedio, de
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0,150, con una desviacion estandar de + 0,125, el
amerindio fue de 0,098 + 0,121 y el africano fue
de 0,752 + 0,184. Por el contrario, los mestizos
tuvieron 0,652 + 0,100 de componente europeo,
0,193 + 0,075 del amerindio y 0,155 + 0,081 del
africano (cuadro suplementario 4 disponible en:
https://doi.org/10.7705/biomedica.v34i2.3305).

Tipificacion en los genes candidatos

En los resultados de este estudio, ningin poli-
morfismo en los genes candidatos se excluyé
del analisis porque no hubo alelos de menor
frecuencia (Minor Allele Frequency, MAF) por
debajo de 1 %. Ademas, una vez hechos los ajus-
tes considerando la autoidentificacion, ninguno de
los loci estuvo por fuera del equilibrio de Hardy-
Weinberg. Asimismo, la tasa de datos perdidos fue
minima. El rs1800750 en la region del TNFA se vio
por fuera del equilibrio, lo cual ocurrié solo cuando
la muestra de colombianos (afrocolombianos y
mestizos) fue tratada como una sola poblacion,
lo cual es congruente con un efecto de Wahlund
(37). Las frecuencias alélicas de los rs1800750,
rs2069843 y rs2069705 en la muestra completa
fueron 0,0333, 0,1134 y 0,4667, respectivamente
(cuadro suplementario 5 disponible en: https://doi.
org/10.7705/biomedica.v34i2.3305).

Asociacion de alelos con dengue hemorragico

Los alelos de menor frecuencia para cada polimor-
fismo rs1800750, rs2069843 y rs2069705, de los genes
candidatos TNFA, IL6 e IFNG, respectivamente,
en los casos de dengue hemorragico y fiebre por
dengue, se muestran en el cuadro 3. Alli se presen-
tan las frecuencias alélicas calculadas en la muestra
completay en los grupos estratificados con los datos
de autoidentificacion. Hubo una sola asociacion
significativa entre dichas frecuencias alélicas.

Cuadro 2. Descripcion de los pacientes captados para este estudio

Parametro Afrocolombiano Mestizo Valor de p para
afrocolombiano/

FD?n=117 DH°n=5  Total n=122 Valorp  FD2n=87 DH°n=17 Total n=104 p mestizo

IL-6 21,75+59,65 6,62+8,58 21,08+58,42 0,480 10,49+49,96 19,05+62,67 11,80+51,9 0,156 FD3=0,000
DHP=0,168

Total=0,000

TNFo 3,90+6,20  6,78+8,46  4,02+6,29 0,364 4,64+6,94 2,81+3,85 4,34+6,56 0,454 FD*=0,688
DH®=0,337

Total=0,946

IFNy 38,25+130,31 0,44+0,60 36,59+127,63 0,993 19,20+93,99 0,00+0,00 16,06+86,18 0,090 FD3=0,049
DH"=0,010

Total=0,008

Trombocitopenia 47,30 % 66,70 % 0,012

2FD: fiebre por dengue; ® DH: dengue hemorragico. Se muestran los promedios.

¢+ desviacion estandar. Valor de p en la prueba U de Mann Whitney
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En el grupo de pacientes afrocolombianos, el
alelo “A” en la region del rs2069843 del gen IL6,
se observd con gran frecuencia en los casos de
dengue hemorragico en comparacion con los de
fiebre por dengue (40 y 11 %, respectivamente;
OR=5,394; IC, , 2,565-11,34; p<0,0001). Este
alelo (A) tuvo un comportamiento similar en la
muestra completa y en el grupo de pacientes
mestizos, sin embargo, las diferencias no fueron
significativas. Tampoco fueron significativas las
demas diferencias en las frecuencias alélicas de
rs1800750 y rs2069705.

Variantes génicas en TNFA, IL6 e IFNG asociadas con dengue

Asociacion de genotipos en pacientes con
dengue hemorragico

Cuatro senales importantes se identificaron en las
frecuencias genotipicas y se presentan en el cuadro
4. La frecuencia del genotipo “G/A” en la region
del rs2069843 fue significativamente mas alta en
pacientes con dengue hemorragico que en aquellos
con dengue por fiebre, ajustada por componente
genético ancestral africano (34,8 % Vs. 15,8 %;
OR=3,99; IC, 1,45-11,00; p=0,026) y por el euro-
peo (OR=3,96; IC, 1,43-10,97; p=0,028). Ademas,
el mismo genotipo ajustado por el componente

Cuadro 3. Asociacion de alelos con dengue hemorragico en la muestra completa y ajustada por autoidentificacion

Gen SNP Alelos Muestra completa Autoidentificacion y formas clinicas
Formas clinicas Afrocolombianos Mestizos
FD° DHe OR! FD® DH° OR! FD® DHe OR!
(ICQS%)e (ICQS%)e (ICQS%)e
p’ p’ p'
TNFA 1 0,1386 1,532
rs1800750 A 0,04 0,04 (0,2430-4,116) 0 0,03 (0,007061-2,720) 0,04 0,06 (0,4187-5,604)
1 0,08 0,52
IL6 2,071 5,394 1,936
rs2069843 A 0,09 0,17 (0,8753-4,900) 0,11 0,40 (2,565-11,34) 0,06 0,11 (0,6869-5,458)
0,09 <0,0001¢ 0,2
IFNG 1,495 1,128 1,496
rs2069705 T 0,47 0,57 (0,8558-2,611) 0,50 0,47 (0,6474-1,964) 0,48 0,58 (0,8560-2,615)
0,16 0,67 0,16

2 SNP: polimorfismo de nucledtido simple; ° FD: fiebre por dengue; © DH: dengue hemorragico; ¢ OR: Odds Ratio; ° IC,,: intervalo de confianza de 95
%; " Valor de p en la prueba de ji al cuadrado; ¢ Asociacion significativa

Cuadro 4. Asociacién de genotipos con dengue hemorragico en la muestra completa ajustada por componente ancestral

Gen Genotipo Formas clinicas Sin ajuste Ajustado por Ajustado por Ajustado por
componente componente componente
africano europeo amerindio
SNP2 FD°n (%)  DHen (%) ORY(IC,,,) © OR‘ (IC,,, ) OR‘(IC,,, ) OR‘ (IC,,,)*
p! p' p' p'
TNFA GIG 186 (92,5) 21(91,3) 1 1 1 1
rs1800750 AIG 15 (7,5) 2(8,7) 1,18 (0,25-5,52) 1,04 (0,21-5,01) 1,04 (0,21-5,01) 1,24 (0,26-5,85)
0,84 0,96 0,96 0,79
AA 0(0) 0(0) N/A? N/A? N/A? N/A?
IL6 GIG 168 (83,2)  15(65,2) 1 1 1 1
rs2069843 G/A 32 (15,8) 8(34,8) 2,80 (1,10-7,15) 3,99 (1,45-11,00) 3,96 (1,43-10,97) 2,85(1,10-7,33)
'0,10 0,03" 0,03" '0,10
AA 2(1) 0(0) N/A? N/A? N/A? N/A?
IFNG ciC 60 (29,9) 4(17,4) 1 1 1 1
rs2069705 TIC 93 (46,3) 12 (52,2) 1,94 (0,60-6,28) 2,13 (0,64-7,05) 1,95 (0,60-6,40) 2,21 (0,66-7,41)
0,41 0,35 0,44 0,29
TIT 48 (23,9) 7 (30,4) 2,19 (0,60-7,91) 2,31 (0,63-8,54) 2,09 (0,57-7,64) 2,55 (0,68-9,56)
0,41 0,35 0,44 0,29

2SNP: polimorfismo de nucleétido simple; ® FD: fiebre por dengue; ¢ DH: dengue hemorragico; ¢ OR: Odds Ratio; IC
fValor de p de la regresion logistica; 9 N/A: no fue calculado; " Asociacion significativa; 'IC no pasa por uno

95%"

: intervalo de confianza al 95%;
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amerindio (OR=2,85; IC,,, 1,10-7,33; p=0,10) y sin
ajuste por el componente ancestral (OR=2,80; IC,
1,10-7,15; p=0,10) mostrd, en ambos, intervalos de
confianza de 95 % significativos, aunque el valor
de p no lo fue. Las demas frecuencias genotipicas
en otros polimorfismos (rs1800750 y rs2069705)
no presentaron diferencias significativas en su dis-
tribucion, al confrontar las de los casos de fiebre
por dengue con los de fiebre por dengue.

Asociacion de combinaciones alélicas en dengue
hemorragico

Hubo nueve asociaciones significativas de combina-
ciones alélicas en el dengue hemorragico (cuadro
5), cuatro de ellas en la combinacién alélica No. 2
GGT, la cual tuvo mayor frecuencia en los casos
de dengue hemorragico que en los de fiebre por
dengue (53 y 39 %, respectivamente), sin ajuste
por el componente ancestral (OR=2,80; IC,,
1,26-6,24; p=0,012), e igualmente significativo con
cualquier ajuste (africano, europeo o amerindio).

Un comportamiento similar se observd en la
combinacion alélica No. 4, GAC, vista con mayor
frecuencia en los casos de dengue hemorragico

Biomédica 2017;37:485-97

gue en los de fiebre por dengue (4 Vs. 3 %), el cual
fue significativo sin ajuste (OR=11,09; IC,,, 2,58-
47,60; p=0,001) y con cualquier ajuste.

5%

La frecuencia de la combinacién alélica No. 5, AGC,
fue elevada en los casos de dengue hemorragico
comparados con los de fiebre por dengue (4 %y 1 %,
respectivamente), y fue significativa solo cuando
se ajusté por el componente amerindio (OR=8,11;
IC,,, 1,09-60,49; p=0,042).

Asociacion de las variantes génicas en los
endofenotipos relacionados con la gravedad
del dengue

5%

En el presente estudio, no hubo asociaciones sig-
nificativas de los genotipos o alelos estudiados con
los niveles séricos de las tres citocinas exploradas
en la muestra completa. Las combinaciones alélicas
evaluadas tampoco se asociaron con las diferencias
en los niveles de IFN-y, ni con los niveles del TNF-a
(no se muestran los datos).

Sin embargo, se encontraron cuatro asociaciones
de combinaciones alélicas con los niveles de IL-6
(cuadro 6). Concretamente, la combinacion alélica

Cuadro 5. Asociacion de combinaciones alélicas con dengue hemorragico en la muestra completa ajustada por componente ancestral

No.2 Cad Formas Sin ajuste Ajustado por Ajustado por Ajustado por
clinicas componente africano  componente europeo componente amerindio

FD¢ DH¢ OR<(IC,,,) valor p¢ ORe (IC,,,,) valor p9 ORe (IC,,,,) valor p9 ORe (IC,,)valor p¢
(%) (%)

1 G G C 47 24 1 1 1 1

2 G G T 39 53  2,80(1,26-6,24) 0,012"  2,67(1,20-5,94)0,017" 2,55(1,15-5,66)0,022" 3,14(1,37-7,19)0,007"

3 G A T 5 3 1,02(0,13-8,33)0,98 1,21(0,13-11,52)0,87 1,08(0,12-10,04)0,95 1,14(0,14-9,05)0,90

4 G A C 3 4 11,09(2,58-47,60)0,001" 12,03(2,74-52,82)0,001" 10,97(2,59-46,39)0,001" 12,22(2,78-53,66)0,001"

5 A G C 1 4 7,05(0,99-50,29)0,053 4,72(0,68-32,62)0,12 4,83(0,69-33,56)0,11 8,11(1,09-60,49)0,042"

2No.: nUmero asignado a la combinacién alélica; * Ca: combinacién alélica conformada por los SNP rs1800750 - rs2069843 - rs2069705 en los genes
TNFA, IL6 e IFNG, respectivamente; © FD: fiebre por dengue; ¢ DH: dengue hemorragico; ¢ OR: Odds Ratio; 'IC,,,: intervalo de confianza de 95 %; ¢ Valor
de p de la regresion logistica; " Asociacion significativa

Cuadro 6. Asociacion de combinaciones alélicas con los niveles de interleucina-6 en la muestra completa ajustada por componente
ancestral

No.2 Cad Proporcién Sin ajuste Ajustado por Ajustado por Ajustado por
componente africano componente europeo componente amerindio
Media Media Media Media
Diferencia en pg/ml Diferencia en pg/ml Diferencia en pg/ml Diferencia en pg/ml
(ICyq,,)° valor de p? (ICyg,,) valor de p? (ICy,,)c valor de p® (ICy,,)° valor de p°
1 GGC 0,462 0,001 0,001 0,001 0,001
2 GGT 0,405 6,6(-4,49-17,68)0,24 7,12 (-3,92-18,15)0,21 6,69 (-4,48-17,86)0,24 6,03(-4,93-16,99)0,28
3 GAT 0,052 5,93 (-17,94-29,8)0,63 4,76 (-18,95-28,47)0,69 5,79 (-18,19-29,78)0,64  5.94(-17,6-29,.48)0,62
4 GAC 0,045 -3,3(-30,84-24,24)0,81  -3,17 (-30,56-24,23)0,82  -3,32(-30,93-24,28)0,81  -2,49(-29,7-24,72)0,86
5 AGC 0,017 58,03 (7,47-109)0,025¢ 63,78 (12,58-115)0,015¢ 58,53 (7,46-110)0,026° 61,01 (10,57-111)0,019¢

2No.: nimero asignado a cada combinacion alélica;  Ca: combinacion alélica conformada por los SNP rs1800750 - rs2069843 - rs2069705 en los
genes TNFA, IL6 e IFNG, respectivamente; °IC,,, : intervalo de confianza al 95 %; ¢ Valor de p de la regresion logistica; ° Asociacion significativa
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nombrada como No. 5 AGC, comparada con la No.
1 GGC, presento diferencias significativas sin ajuste
por componente genético ancestral en pg/ml (58,03
pg/ml Vs. 0,0001 pg/ml; p=0,025); asimismo, hubo
diferencias significativas ajustando con cualquier
componente genético ancestral (africano, europeo
0 amerindio).

Solo el genotipo “C/T" de laregién del SNP 2069705
del IFNG se asocié con una mayor presencia de
trombocitopenia comparada con su ausencia (47 %
Vs. 20 %), cuando se ajusté por el componente
africano (p=0,041), y también fue significativo
cuando se ajust6 por el amerindio (p=0,04), pero
no asi al ajustarlo por el europeo (no se muestran
los datos).

Por ultimo, no hubo relacién entre las frecuencias
de alelos, genotipos o combinaciones alélicas
confrontadas con la infeccion secundaria (no se
muestran los datos).

Discusion

Este estudio de epidemiologia genética se realizo
para evaluar la asociacion de tres variantes en tres
genes codificantes de citocinas con la gravedad
del dengue. La hipétesis fue que los rs1800750,
rs2069843 y rs2069705 de los genes TNFA, IL6
e IFNG, respectivamente, estaban implicados
en la presentacién de las formas graves. Para
probarla, se compararon los fenotipos del dengue
relacionados con diferencias en las formas cli-
nicas, como el dengue hemorragico y la fiebre
por dengue, y los endofenotipos, como los niveles
séricos producidos por los genes estudiados, asi
como la presencia de trombocitopenia e infeccién
secundaria, todo en una muestra de casos de una
poblacion colombiana.

Durante el periodo de estudio, se identificaron los
serotipos DENV-1 a DENV-3, en concordancia
con los serotipos que circularon entre los afios
2008 y 2009 en el departamento de Antioquia
(comunicacion personal, Laboratorio Departamen-
tal de Salud Publica). El 2,2 % de los casos de
dengue se confirmaron mediante RT-PCR con base
en el total de la poblacion estudiada (5/226), sin
embargo, por esta técnica se diagnostico 11,1 %
(5/45). Otros autores han reportado la deteccion de
ARN mediante RT-PCR en 48,4 % de los casos
(38), diferencias que pueden explicarse por el
tiempo de la toma de la muestra y la fecha de inicio
de sintomas o con la prueba que se compara. En
el presente estudio, la mayoria de los pacientes
presentaban anticuerpos IgM en la fase aguda, es

Variantes génicas en TNFA, IL6 e IFNG asociadas con dengue

decir, con mas de cinco dias de evolucion de los
sintomas, lo cual se relaciona con la disminucion
de la viremia y dificulta la deteccion del ARN viral.

Como se sabe que la composicion genética indivi-
dual puede influir en el riesgo de presentar formas
graves del dengue (35), se puede considerar que
una ventaja de este estudio fue haber controlado
el andlisis de asociacion de polimorfismos génicos
con informacion previa de los ancestros continen-
tales, tal y como se ha recomendado para este tipo
de estudios (39).

Como era de esperarse, los grupos poblacionales
estudiados difirieron en las proporciones genéticas
ancestrales y, asi como Galanter (28) determiné las
proporciones de mezcla ancestral en una muestra
colombiana, también se encontré que los mestizos
tenian mayor componente genético europeo
mezclado conlos componentes amerindioy africano
(cuadro suplementario 4). Esta concordancia es
un buen indicador de la confiabilidad de los datos
analizados.

El andlisis de variantes puso en evidencia el efecto
génico puntual sobre el dengue hemorragico. En
primer lugar, el alelo “A” del rs2069843 del gen IL6
se relacion6 con el dengue hemorragico en afro-
colombianos (cuadro 3), resultado curioso, pues
se esperaba hallar variantes de resistencia en este
grupo poblacional. No es la primera vez que se
encuentran polimorfismos causales del incremento
en la gravedad clinica en reaccion a infecciones
en poblaciones de ascendencia africana (40).
La misma tendencia (incremento de A), también
se observd en los pacientes mestizos, con la
diferencia de no haber sido significativa, quiza
porque se requeriria un mayor tamafio del grupo
de dengue hemorragico en este grupo poblacional
(mestizos) para que el marcador genético alcance
el mismo poder de discriminacioén, y también valida
la autoidentificacion africana como el estado de la
variable con mayor influencia sobre las diferencias
en la gravedad del dengue.

En segundo lugar, en la muestra completalos ajustes
con la composicidn genética ancestral individual
revelaron la relaciéon entre el genotipo “G/A” del
mismo rs2069843 con dengue hemorragica, inde-
pendientemente de los componentes ancestrales
(cuadro 4). Este resultado sugiere el genotipo “G/A”
como un biomarcador de la predisposicion al den-
gue hemorragico en Colombia, que no depende de
los componentes genéticos ancestralesindividuales
ni la autoidentificacion para determinar los grupos
de riesgo.
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El rs2069843 esta en una region génica con
alto grado de desequilibrio de ligamiento (41).
En estudios recientes se ha demostrado el alto
grado de desequilibrio de ligamiento entre los
polimorfismos sinténicos rs2069843 y rs2069845,
cuyas variantes se heredan como haplotipos en el
mismo gen (IL6) en poblaciones con un importante
componente genético africano como la brasilefia
(42). Esta informacién sugiere que las variantes
de importancia médica en este gen podrian ser
heredadas en blogue, no solo en poblaciones con
mayor ascendencia afroamericana, sino también
en otras etnias de América en proceso de mezcla
genética, como en el caso de Colombia (43).

En los articulos consultados, no se encontrd evi-
dencia de la relacion directa entre el rs2069843
ubicado en el dltimo intrén, su ligamiento con otros
rs y sus efectos sobre la transcripcién; por eso
se propone que este polimorfismo, asi como el
rs2069845, podria estar relacionado con el dengue
hemorragico en poblaciones en proceso de mezcla.
Ademas, bajo el supuesto de estar ligados a otros rs
ubicados en la region promotora, también lograrian
predecir los niveles de transcripcion, tal como lo
sugieren los resultados de Fernandez-Real (44) e,
incluso, podria probarse su papel como biomarcador
inflamatorio, pues de forma similar a lo encontrado
en nuestro estudio, al controlar las diferencias por
componente ancestral se descubrieron genotipos
de riesgo frente al dengue hemorragico (45).

Aqui, la combinacién alélica “AGC” compuesta por
los alelos de los rs1800750, rs2069843 y rs2069705
de los genes TNFA, IL6 e IFNG, respectivamente,
produjo 58,03 pg/ml de IL-6 mas que la combina-
cion alélica “GGC”, independientemente del com-
ponente ancestral (cuadro 6), lo cual respalda el
efecto de las variantes directamente responsa-
bles de endofenotipos del dengue y su reaccién
diferencial. La mayor reaccion de IL-6 fue ajustada
por el componente africano, lo cual es congruente
con datos publicados previamente que registraron
el mas alto nivel de IL-6 en afrocolombianos (46).

Estas asociaciones reiteradas en el cuadro 6
muestran un biomarcador deletéreo en los casos
confirmados de dengue, independientemente del
diagnéstico de fiebre por dengue o dengue hemo-
rrdgico y, también, del componente genético ances-
tral. Sin embargo, la mayor reaccidon observada
al ajustar por el componente africano sugiere la
existencia de otras variantes con origen en ese
componente que no se consideraron en este estudio
y que también tienen efecto.
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El hecho de que el incremento en la frecuencia de
la combinacion alélica “AGC” en casos de dengue
hemorragico ajustados por el componente africano
no fue significativo (cuadro 5), no impide ver su
tendencia; ademas, el valor de la probabilidad sin
ajuste por ancestro se mantuvo en el limite de la
significacion. Por lo tanto, no se descarta el efecto
de dicha variante en la prediccién de dengue
hemorragico, méas aln considerando las relaciones
de las variantes presentadas en los cuadros 5y 6.

Como contrapartida, el incremento sustancial de
la propension al dengue hemorragico encontrada
en la combinacion alélica “AGC” ajustada por el
componente amerindio, conjuntamente con su ten-
dencia cuando no se ajusté (cuadro 5), apuntan a
un efecto sobre la forma clinica del dengue, no solo
de las variantes aqui estudiadas, sino que también
sugiere la existencia de otras variantes de riesgo
con origen amerindio que se deben continuar bus-
cando, como lo han sugerido Silva, et al. (47).

La importancia del estudio de estas combinaciones
alélicas reside en que los polimorfismos no actuan
independientemente de otros (20), y controlan en
su conjunto la funcidon génica al alterar los sitios
de inicio de la transcripcion (17) y, por ello, deben
probarse a la luz de la expresion génica en otros
ensayos funcionales en el futuro.

Desde el punto de vista de la fisiopatologia, el
incremento de IL-6 en el dengue activa el endo-
telio, predisponiendo a la disfuncién plaquetaria,
e induce un activador de plasminégeno que lleva
a la extravasacion de plasma asociada al dengue
hemorragico (48), incrementa la expresion génica
del fibrindgeno y el plasmindgeno en hepatocitos v,
como sucede en otras virosis como la fiebre amarilla,
induce manifestaciones hemorragicas (49). No es
la primera vez que el rs2069843 se ha asociado a
una enfermedad que podria implicar sangrado en
poblacion americana (50).

Por otra parte, los niveles del TNF-a pueden
ser bajos cuando los de sus propios receptores
son altos, lo que podria explicar por qué no se
encontrd asociacion entre variantes del rs1800750
en la region promotora del TNFA y su producto
génico, a pesar de que recientemente se reporté
la determinacién del rs1800750 sobre sus niveles
séricos y la transcripcibn como reaccién a un
agente infeccioso (51).

Aunque el rs2069705 en el gen IFNG se ha asociado
previamente con las diferencias en el IFN-y como
reaccion a una infeccién viral (52), no se hallé
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evidencia de la asociacion entre sus variantes y
tales niveles, lo cual puede deberse a que la pro-
teina NS1, como en el caso de otros flavivirus, puede
haber inhibido la produccion de IFN-y, impidiendo
una efectiva reaccién antiviral (53).

Por ultimo, se encontr6 la asociacion entre el
rs2069705y la presencia de trombocitopenia. Dado
que este polimorfismo ya habia sido relacionado
con la gravedad de otras enfermedades infec-
ciosas (54,55), se cree que también tiene impli-
caciones en la malformacion de megacariocitos y
la diferenciacion en plaquetas, predisponiendo a
la trombocitopenia, como ocurre con otras fiebres
hemorragicas (56).

En conclusion, a pesar del tamafio tan pequefio de
la muestra, en este trabajo hay indicios de que las
variantes en los genes TNFA, IL6 e IFNG hacen
parte del componente genético que determina la
variabilidad de la progresion del dengue.

La medicién de las citocinas se hizo en un solo
momento en cada individuo, cuando lo ideal es
hacer un seguimiento de las evaluaciones en
varios momentos, para disminuir la variacion y
tener una mejor aproximacion a la produccion de
las citocinas.
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Cuadro suplementario 1. Protocolo para el diagnostico del serotipo infeccioso y cebadores para amplificar las regiones en los
genes candidatos evaluados

Protocolo de amplificacion de los serotipos DENV-1 a DENV-4

140 pl de suero para extraer el ARN viral empleando un estuche comercial (QIAamp Viral RNA kit de Qiagen). Eluido con 60
pl de solucion tampdn, el ARN se almacend a -80 °C hasta su uso. La RT-PCR se realizé en una sola reaccién. La mezcla fue
la siguiente: 10 ul ARN molde y cinco cebadores (D1y TS1 a 0,5 pM, los cebadores TS2, TS3 y DEN4 a 0,25 uM). Ademas,
0,5 U de la RT (marca AMVRT promega), 0,625 U de la enzima ADN polimerasa (marca GoTag Hot Start), 3,5 pl de solucién
tampoén 5X (Green GoTaq flexibuffer), 2,6 mM de MgCL2 (marca Promega), los desoxinucleétidos trifosfato (DNTP) en una
concentracion de 150 pM en un total de 35 pl de volumen. La reaccion de transcripcion inversa se hizo a 42 °C por 60 minutos,
seguidos de un ciclo inicial de desnaturalizacion de la RT y activacion de la ADN polimerasa a 95 °C por 5 minutos; luego 40
ciclos a95°C por 15 s, 55°C por 30 s, 72 °C por 1 minuto y 72 °C por 5 minutos de extension. La amplificacion se hizo en

un termociclador de marca Bio-Rad C1000. Después de la amplificacién, un producto de 10 pl fue resuelto por electroforesis
en agarosa al 2 % en solucion TBE 1x con un marcador de peso molecular de 50 pb (GeneRuler, Fermentas), con el fin de
determinar el serotipo infeccioso por diferencias en el tamafio de la banda de amplificacién (DENV-1 482pb, DENV-2 119pb,
DENV-3 290pb y DENV-4 389pb).

Iniciadores utilizados para amplificar las regiones de los polimorfismos de nucleétido simple (SNP) en los genes
candidatos evaluados

TNFA: directo 5-CCAGGCTTGTCCCTGCTAC-3' y reverso 5-CCGGATCATGCTTTCAGTG-3’; IL6: directo
5-TCCTGCCTCTGCCATTTCT-3’ e inverso 5'-TCACCATCCCTTTAGGATCTG-3’); IFNG: directo 5'-
TCAAGCCAGTTTTACAGGTAAGG-3' e inverso 5-GAGAATGGCTTGAACCCAGA-3'.

Cuadro suplementario 2. Diferencias en las frecuencias delta en cada uno de los 19 marcadores de componente genético ancestral
usados para este estudio

Marcador Africano (AF) Europeo (EU) Amerindio (AM) d2 AF-EU d2 AF-AM d*EU-AM
FY-NULL 0,001 0,998 1,000 0,997 0,999 0,002
AT3 0,858 0,282 0,061 0,576 0,797 0,221
MID1752 0,560 0,290 0,920 0,270 0,360 0,630
GCF 0,853 0,156 0,339 0,697 0,514 0,183
GCS 0,931 0,393 0,458 0,538 0,473 0,065
MID1386 0,770 0,730 0,070 0,040 0,700 0,660
MID817 0,960 0,650 0,130 0,310 0,830 0,520
MID1039 0,980 0,270 0,830 0,710 0,150 0,560
MID944 0,890 0,390 0,950 0,500 0,060 0,560
MID856 0,660 0,150 0,690 0,510 0,030 0,540
MID1358 0,800 0,060 0,040 0,740 0,760 0,020
MID104 0,560 0,350 0,110 0,210 0,450 0,240
MID1066 0,840 0,280 0,260 0,560 0,580 0,020
DRD2 0,135 0,670 0,045 0,535 0,090 0,625
APOA1 0,420 0,925 0,977 0,505 0,557 0,052
PV92 0,225 0,152 0,792 0,073 0,567 0,640
MID818 0,090 0,780 0,980 0,690 0,890 0,200
Sb19.3 0,415 0,903 0,645 0,488 0,230 0,258
MID154 0,820 0,250 0,140 0,570 0,680 0,110

La frecuencia pertenece al alelo de mayor tamafio (alelo 1), equivalente a la insercion en las inserciones-deleciones, y a la ausencia de sitio de corte
en los RFLP. 2 d: diferencia delta entre las frecuencias alélicas. Estas frecuencias se tomaron de las respectivas poblaciones ancestrales reportadas
para estos polimorfismos en el National Center for Biotechnology Information: http://www.ncbi.nim.nih.gov
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Cuadro suplementario 3. Descripcion detallada de los 19 marcadores de componente genético ancestral usados en el presente

estudio

Marcador Posicion SNP? Ins® Ta° (pb) Enzima Cebador directo (5°-3’) Cebador inverso (5’-3°)

FY-NULL 1g23.2 TIC 172, (152/20) Rsal AGGCTTGTGCAGGCAGTG GGCATAGGGATAAGGGACT

AT3 1925.1 1ID 68 572, 504 N/A?  CCACAGGTGTAACATTGTGT GAGATAGTGTGATCTGAGGC

MID1752 1p32.3 1/D 35 139, 104 N/A?  TGTTTGTACCTTCCAAGTCTCT AGATTGACATTCCTTCCACA

GCF 4913.13 TIG 200, (121/79) Haelll AGATCTGAAATGGCTATTATTTTGC GAGGTGAGTTTATGGAACAGC

GCS 4q13.13  G/T 200, (128,72)  Styl  AGATCTGAAATGGCTATTATTTTGC GAGGTGAGTTTATGGAACAGC

MID1386 4¢21.3 1ID 6 109, 103 N/AY  GTTATGTGGGCAGTGTTTTC CCACAGAAGGCTCAGTCTTA

MID817 5p15.2 1ID 23 140, 117 N/A¢  ATTACCGGAACACATTCTGA CCTACATCCAACAGAAGGTG

MID1039 5p13.13  I/D 40 128, 88 N/AY  CGTTTCATCTCTTTGGGTTA GCTTTCTTCATTCCTTCACA

MID944 5q14.3 I/D 30 140, 110 N/A?  TCAGTAAAAGGGTTTCCTTGT GTAAGCAGCCTGGATTACAA

MID856  5¢gl12.13  I/D 26 112,138 N/A?  AACATGGGAACTGCTCATTA TATTGTGCTCATTTTCTGGG

MID1358 5p13.2 1ID 17 125, 108 N/AY  GTTTTGGGAATTTAGGTTTTG AGACGCCAGGAATTTTCTAT

MID104 6p21.32 1ID 5 126, 121 N/A? CAGAGGGTCTAGAGCAAAATT CCTTAGCTCAGTATGCTCCA

MID1066 7p15.1 I/D 19 103, 84 N/AY  TCTTGGGACTCAGAGTTCAG CAGAAACCAAGGTGAAAGTG

DRD2 11923.3 CIT 300 (211/89) Tagl CCGTCGACCCTTCCTGAGTGTCATCA CCGTCGACGGCTGGCCAAGTTGTCTA

APOA1 11q24.2 IID 301 409, 108 N/A?  AAGTGCTGTAGGCCATTTAGATTAG  AGTCTTCGATGACAGCGTATACAGA
(Alu)

PV92 16q24.3 I/ID 300 716, 416 N/A?  AACTGGGAAAATTTGAAGAGAAAGT TGAGTTCTCAACTCCTGTGTGTTAG
(Alu)

MID818 16p13.13 1I/D 24 143, 119 N/A?  TAGAGCCAGTTAGAGGGAGG ACTTCAGTCGTCACTCCATC

Sb19.3 19p11 IID 311 767, 456 N/A?  TCTAGCCCCAGATTTATGGTAACTG  AAGCACAATTGGTTATTTTCTGAC
(Alu)

MID154 20q11.22 1/D 26 147,121 N/AY  GGCTCTGACTGAGAAACTGA AACAGGCAATCCTCCTAAGT

2 SNP: polimorfismo de nucleétido simple; ® Ins: tamario de la insercién en pb; ¢ Ta: tamafio del alelo en pares de bases (pb); ¢ N/A: no aplica

Cuadro suplementario 4. Proporciones de los componentes africano, europeo y amerindio calculadas para las dos poblaciones
y la muestra completa a partir de los AIM

Autoidentificacion

Componente ancestral / media * DE; mediana, 25:75

Europeo Amerindio Africano
Afro-colombiano, n=122 0,150+0,125; 0,098+0,121; 0,75+0,184
0,10, 0,07: 0,162 0,13, 0,10: 0,182 0,76, 0,64: 0,82

Mestizos, n=104

Muestra completo, n=226

0,52, 0,48: 0,562

0,652+0,100; 0,193+0,075;

0,382+0,275 0,142+0,113

0,39, 0,35: 0,462

0,155+/-0,081;
0,06, 0,04: 0,082

0,476+0,332

aRecurso: Galanter, et al. (28). Los componentes genéticos ancestrales estan dados en media + desviacion estandar (DE); mediana y percentiles

25:75 (24).

Cuadro suplementario 5. Frecuencias alélicas y equilibrio de Hardy-Weinberg en la muestra completa y ajustada por auto-

identificacion
Gen  SNP? MAF® Muestra Autoidentificacion Poblacion ancestral (NCBI)
completa _ .
Afrocolombiano Mestizo Europea* Amerindia® Africana®
TNFA rs1800750 A 0,0381¢ 0,0333 0,0437 0,009 0,050 0,004
IL6 rs2069843 A 0,0942 0,1134 0,0721 0,013 0,080 0,146
IFNG rs2069705 T 0,4797 0,4667 0,4951 0,624 0,410 0,536

aSNP: polimorfismo de nucledtido simple; ® MAF: alelo de menor frecuencia (MAF) reportado en la base de datos internacional del National Center for
Biotechnology Information (NCBI): http://www.ncbi.nIm.nih.gov/; ¢ Esta variante para esta poblacién se encontré por fuera del equilibrio debido a exceso
de heterocigotos; ¢ Frecuencias alélicas en las poblaciones con origen europeo, amerindio o africano reportadas en el NCBI.



