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RESUMEN

En el Peru, 24 581 personas fueron diagnosticadas con Tuberculosis (TB) en el
2020. Si bien el tratamiento de la TB es efectivo, el 3.4-13% se asocia con
reacciones adversas a medicamentos (RAM) significativas, considerandose la
lesion hepatica inducida por medicamentos (DILI por sus siglas en inglés) como la

mas predominante en el Perd.

Entre los medicamentos antituberculosos de primera linea, la isoniazida (INH) es
la principal causa de la aparicion de DILI. En el higado, la INH se metaboliza por
las enzimas N-acetiltransferasa-2 (NAT2) y el citocromo P450 2E1 (CYP2EL) y

Glutation S transferasa (GST) con dos isoformas GSTT1 y GSTM1.

Poco se conoce sobre si las caracteristicas genéticas del paciente infectado por TB
en el Perl podrian estar asociadas a la presencia de reacciones adversas a farmacos.
En el presente estudio exploramos con dos preguntas de investigacion si el fenotipo
acetilador NAT2, genotipo CYP2EL y el genotipo GST con sus dos isoformas
estarian asociados a la presencia de reacciones adversas en pacientes peruanos

infectados por tuberculosis.

Investigacion 1: Estudio transversal que evalu6 las interacciones entre el genotipo
lento CYP2EL y los acetiladores lentos NAT2 y su asociacion con la presencia de
DILI en pacientes con TB. Se evalué 377 participantes y encontramos que el
acetilador intermedio NAT2 es el menos prevalente entre los pacientes con

reacciones adversas (p=0.24). Ademas, reportamos que la combinacién de



acetiladores intermedios NAT2 y el genotipo CYP2E1 cl/cl presenta una
asociacion débil de proteccion (OR=0.13; p=0.050) contra el desarrollo de DILI en

nuestra poblacion.

Investigacion 2: Estudio transversal que evalud las interacciones entre los genotipos
GSTT1 y GSTML1 para asociarse a la presencia de DILI en pacientes con TB. Se
evalu6 377 participantes y encontramos que ningin genotipo fue prevalente en los
pacientes que desarrollaron DILI. Ademas, reportamos que la combinacién del
genotipo presente GSTM1, genotipo nulo GSTT1, acetiladores rapidos de NAT2 y
genotipo CYP2E1 cl/cl tenian un riesgo significativo para el desarrollo de DILI

(OR =11; p =0.017) en nuestra poblacion.

Por lo tanto, proponemos que la presencia del acetilador intermedio NAT2 y el
genotipo cl/cl de CYP2EL podria ayudar en la monitorizacion terapéutica de
farmacos al ser un posible factor protector de la presencia de DILI. Ademas, que la
presencia del genotipo silvestre GSTM1, genotipo nulo GSTT1, acetiladores
rapidos de NAT2 y genotipo CYP2EL cl/cl en la poblacion de estudio podrian
considerarse como un factor de riesgo para el desarrollo de RAM debido a la ingesta

terapéutica de farmacos.

Palabras clave: Tuberculosis, NAT2, CYP2E1, GSTM1, GSTT1, hepatotoxicidad



ABSTRACT
In Peru, 24,581 people were diagnosed with tuberculosis (TB) in 2020. Although TB
treatment is effective, 3.4-13% is associated with adverse drug reactions (ADR),

considering the Drug-Induced Liver Injury (DILI) as the most predominant in Peru.

Among the first-line antituberculous medications, Isoniazide (INH) is the main cause of
DILI's appearance. In the liver, INH is metabolized by the enzymes N- N-acetyltransferase
-2 (NAT2) and the cytochrome P450 2E1 (CYP2E1) and Glutation S Transferase (GST)

with two GSTT1 and GSTM1 isoforms.

Little is known about whether the genetic characteristics of the patient infected with TB in
Peru could be associated with the presence of adverse drug reactions. In the present study
we explore with two research questions if the NAT2 acetylator phenotype, CYP2E1
genotype and the GST genotype with their two isoforms would be associated with the

presence of adverse reactions in Peruvian patients infected with tuberculosis.

Research 1: Transversal study that evaluated the interactions between the slow CYP2E1
genotype and the slow NAT2 acetylator and their association with the presence of DILI in
patients with TB. 377 participants were evaluated and we found that the NAT2 intermediate
acetylator is the least prevalent among patients with adverse reactions (p = 0.24). In
addition, we report that the combination of NAT2 intermediate acetylator and the CYP2E1
C1/C1 genotype presents a weak protection association (OR = 0.13; p = 0.050) against the

development of DILI in our population.

Research 2: Transversal study that evaluated the interactions between GSTT1 and GSTM1
genotypes to associate with the presence of DILI in patients with TB. 377 participants were

evaluated and we found that no genotype was prevailing in patients developed DILI. In



addition, we report that the combination of the GSTM1 present genotype, null GSTT1
genotype, rapid NAT2 acetylator and CYP2E1 C1/C1 genotype had a significant risk for

the development of DILI (OR = 11; p =0.017) in our population.

Therefore, we propose that the presence of NAT2 intermediate acetylator and C1/C1
genotype of CYP2E1 could help in drug therapeutic monitoring as it is a possible protective
factor of the presence of DILI. In addition, that the presence of the GSTM1 wild genotype,
null GSTT1 genotype, rapid NAT2 acetylator and CYP2E1 C1/C1 genotype in the study
population could be considered as a risk factor for the development of RAM due to drug

therapeutic intake.

Keywords: tuberculosis, NAT2, CYP2E1, GSTM1, GSTT1, Hepatotoxicity



Capitulo |
INTRODUCCION GENERAL

La TB, enfermedad causada por el bacilo Mycobacterium tuberculosis (MTB), es
una de las causas principales de mortandad a nivel mundial (1). EI Mtb es
transmitido via aerosoles afectando a diferentes edades, pero con frecuencia en la
poblacion econémicamente activa (2). En el 2020, la TB causé aproximadamente
1.3 millones de muertes a nivel mundial. En América, la carga de infectados por
MTB representa el 3% de los casos mundiales (1). Afectando, de manera principal,
a la poblacion més pobre de las ciudades méas habitadas del continente americano.

En el Peru, 24 581 personas han sido diagnosticadas con TB en el 2020 (1).

Actualmente, la TB tiene tratamiento y esta basado en la estrategia de tratamiento
acortado estrictamente supervisado (Directly Observed Therapy Short-Course;
DOTS) (2). Si bien se tomé como referencia de implementacion al Perud (3), los
casos de TB han aumentado y de manera mas alarmante por la mayor cantidad de
casos de TB-MDR (1,4). En el Peru, los farmacos del esquema uno de tratamiento
tuvo una tasa de éxito de 83% segun la OMS en el afio 2019 (5). La resistencia a
diferentes farmacos continda aun siendo una dificultad para controlar la
tuberculosis. A nivel mundial en el 2020 se detectaron 157 903 casos de TB-MDR
(reduciendo los 20 1997 casos reportados en el 2019). EI 95% de los casos de TB-
MDR (150 359) recibieron el tratamiento de segunda linea (1). Los paises de China,
la India y en conjunto con ocho paises adicionales representaron el 70% de casos.
Actualmente, el nimero de casos de TB-MDR en paises con menor desarrollo

econdémico, como en el Perd, es 1 205 en el afio 2020 (1).



Diversos estudios demuestran que un tratamiento inadecuado (mala dosificacion,
baja calidad de drogas o falta de cumplimento al tratamiento) ocasiona el desarrollo
de cepas MDR y por consiguiente farmacorresistencia (6,7). EI incumplimiento del
tratamiento antituberculoso, no solo complica el manejo de los efectos adversos (2),
sino que ocasiona concentraciones menores a la concentracion minima inhibitoria
permitiendo el continuo crecimiento de la micobacteria y favoreciendo la

generacion de la resistencia antibidtica (8).

Las reacciones adversas a farmacos antituberculosos (RAFAs) se definen por la
presencia de un signo o sintoma clinico de forma nociva y no deseada bajo una
dosis determinada de un antibiotico prescrito con fines terapéuticos (9). Un gran
porcentaje de casos son leves (60%) y moderadas (28%) ; sin embargo, pocas veces
pueden ser graves e incluso conllevar a la muerte en Peru (10). En el tratamiento
antituberculoso, la mayoria de reacciones adversas se presentan durante la fase | del
tratamiento, caracterizada por la toma de 4 drogas: isoniacida rifampicina,
pirazinamida y etambutol, esta condicion es diagnosticada por el médico tratante,
por tal motivo, durante este periodo es de suma importancia la vigilancia continua

del paciente (11).



Capitulo 11
JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

El desarrollo de RAFAs es un posible riesgo durante el tratamiento, considerandose
como la méas prevalente a la hepatotoxicidad (12,13). La incidencia de
hepatotoxicidad reportada es minima, 1 por cada 100000 pacientes como maximo
(13); sin embargo, algunos estudios postulan que la incidencia real es mayor;
probablemente debido a la presencia de subregistro como consecuencia de un
diagnostico dificil, y al acompafiamiento no continuo en la totalidad del tratamiento
(14). Por esta razon, actualmente los estudios reportan una incidencia de 14 por
cada 100000 habitantes al afio (15). En el 2021, la Direccién General de
Medicamentos Insumos y Drogas (DIGEMID) del Pert reporté 216 casos de
RAFAs graves, donde tres de los cuatro principales farmacos antituberculosos:
isoniazida (INH), rifampicina (RIF), y pirazinamida (PYZ) son capaces de causar
hepatotoxicidad (16); la presencia de subregistro relacionados a reacciones adversas
leves es muy probable en el Perd, ya que cominmente los pacientes no reportan los
sintomas al personal de salud o lo tratan de manera personal sin pasar por una
evaluacion clinica como lo reporta Hervias et al., con una incidencia 0.75 RAFAs

por cada 100 dosis-paciente (17).

Detectar o diagnosticar las reacciones adversas a nivel hepatico es dificil; sin
embargo, mediante consenso se ha establecido como reaccion adversa a la presencia
de por lo menos una de estas variaciones hepaticas mediante pruebas bioguimicas

(18):



1. Aumento superior al doble del limite normal de la alanino aminotransferasa
(AST).

2. Aumento superior al doble del limite normal de la concentracién de bilirrubina.
3. Aumento superior al doble del limite normal de AST o fosfatasa alcalina (FA) o

concentracién de bilirrubina.

INH y RIF son dos farmacos imprescindibles en el tratamiento antibiético de
primera linea contra la TB y diferentes enzimas las metabolizan (19). Las enzimas
NAT2y CYP2E1 metabolizan INH, mientras que AADAC metaboliza RIF (19). El
principal o6rgano cuya funcion es el metabolismo de los farmacos y la
desintoxicacion es el higado y, por lo tanto, es vulnerable a desarrollar dafios. Entre
las drogas antituberculosas de primera linea, la INH es la mayor responsable del
desarrollo de RAFAs a través de la produccion de metabolitos intermedios (20,21).
A nivel hepéatico. NAT2 acetila INH para formar acetilhidrazina, luego CYP2E1
oxida este compuesto para formar toxicos intermediarios (22). Las enzimas NAT2
y GST participan en la detoxificacion de estos compuestos tdxicos producidos
mediante mecanismos de acetilacion y conjugacion, respectivamente (Figura 1). Se
han reportado, en estudios previos, algunos factores de riesgo para RAFAs, como
la coinfeccién por VIH, hepatitis B y C, edad avanzada y sexo femenino (23,24);
sin embargo, varian de acuerdo con las caracteristicas genético-poblacionales de las

personas.
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Figura 1: Ruta metabdlica de la INH a nivel hepético. En rectangulos se

presentan las enzimas relacionadas con esta ruta metabdlica (25).

Asi como, la INH es capaz de inducir dafio en el higado, la RIF también est4
relacionada a esta caracteristica; mas aun, interfiriendo en la absorcion y
eliminacion de bilirrubina causando hiperbilirrubinemia de tipo directa o indirecta,
sin revelarse en un cambio de la concentracion de aminotransferasa sérica. Ademas,
es capaz de elevar la actividad enzimatica de CYP2EL y amidasa disminuyendo

considerablemente el dafio hepético (Figura 1) (26).

Si bien la falta de cumplimiento del tratamiento podria ocasionar bajas
concentraciones de antibiotico sanguineo, esto también podria deberse a un
aumento en el metabolismo de los antibidticos gracias a factores genéticos de cada
persona. Es asi que, se ha determinado una clasificacion de fenotipos
metabolizadores dependiendo del genotipo de cada persona: metabolizadores lentos

y metabolizadores rapidos (19,27). Los genes como NAT2, CYP2E1 han sido



evaluados en diferentes poblaciones del planeta, entre americanos, europeos,
asiaticos y africanos (28-30). Estudios recientes reportan que los haplotipos
NAT2*4*11*12*13*18 estan asociados a ser metabolizadores rapidos (31,32);
asimismo, para el gen CYP2E1, los genotipos cl/c2, c2/c2 se han asociado a
metabolizadores rapidos y c1/c1 para metabolizadores lentos (33) y para los genes
GST, se ha reportado que algunas personas no pueden expresar la enzima GSTM1
debido a la delecion del gen (genotipo nulo homocigético), y esto ha sido
relacionado con la acumulacion de metabolitos intermedios, causando dafio
hepatico (34). Un estudio con muestras a nivel global, ha reportado que los
haplotipos NAT2*4*11*12*13*18 asociados a metabolizadores intermedios y
rapidos se encuentran en poblaciones nativas incluyendo 66 individuos peruanos;
sin embargo, este estudio, por si solo, no puede dar el sustento para mejorar la dosis
del farmaco y aminorar los sucesos anexos por uso de isoniazida durante el

tratamiento antituberculoso en nuestra poblacion (35).

En ese camino, el Instituto Nacional de Salud (INS), mediante un estudio
transversal descriptivo, de prevalencias de genotipos NAT2, CYP2E1l vy
arilacetamida desacetilasa (AADAC) para poblacion mestiza limefia, ha reportado
una prevalencia de 49.25%, 36.5%, 14.25% de genotipos lentos, intermedios y
rapidos para NAT2, respectivamente; concluyendo que probablemente los que
poseen genotipo lento estarian mas asociados a desarrollar hepatotoxicidad durante
el tratamiento. Para el gen CYP2EL se ha reportado una prevalencia de 63.5% y
36.5% de genotipos silvestre y carrier T, respectivamente. En el caso de AADA

C para rifampicina, la frecuencia de rs1803155 (alelo AADAC*2) fue mayor (99,9



%) en peruanos que en poblaciones europeas, afroamericanas, japonesas y coreanas

(36).

Estudiar la diversidad genética poblacional es importante para identificar los
polimorfismos especificos de cada poblacion. La farmacogenética se basa en buscar
la asociacion entre la presencia de polimorfismos de una region génica en la ruta
metabdlica y la actividad del farmaco para cada individuo con el fin de mejorar el
tratamiento, elevando la eficacia y disminuyendo las reacciones adversas (37). El
fundamento de la farmacogenética se basa en la no extrapolacion del genotipo
prevalente obtenido en otras poblaciones para la implementacién y disponer la dosis
adecuada de un farmaco en particular. El analisis genético de mezcla ancestral de
la poblacién mestiza peruana a partir del estudio de maltiples comunidades nativas
americanas (38) reporta una poblacién distinta o poblacion que no puede basarse en
los datos farmacogendmicos existentes; debido a esto, la importancia del estudio de
los polimorfismos en las regiones génicas de NAT2, CYP2E1l y GST en
poblaciones peruanas. La relevancia de nuestros hallazgos sera determinada por la
obtencién de las primeras evidencias del estado farmacogenético de la poblacion
peruana y su relacion con una de las consecuencias importantes del tratamiento
antituberculoso para poder ser un antecedente importante en estudios
epidemioldgicos posteriores y a largo plazo, lograr el desarrollo de estrategias de
medicina personalizada para optimizar el tratamiento y disminuir sus consecuencias
en pacientes tuberculosos. A partir de ello, la presente tesis doctoral plantea las

siguientes hipdtesis de estudio:



Hipdtesis 1: Los genotipos metabolizadores NAT2 y CYP2E1 para isoniazida estan
asociados a la presencia DILI en pacientes con diagnostico de tuberculosis

pulmonar pansensible en Lima durante los afios 2014 — 2015.

Hipotesis 2: Los polimorfismos del gen de detoxificacion fase Il GST estan
asociados a la presencia de DILI en pacientes con diagnostico de tuberculosis

pulmonar pansensible en Lima durante los afios 2014 — 2015.

Asi mismo, es posible determinar la prevalencia de genotipos metabolizadores
NAT2 y CYP2EL y de la enzima detoxificante GST asociados al metabolismo de
isoniazida y el nivel de hepatotoxicidad diagnosticada en pacientes con diagndstico

de tuberculosis pulmonar pansensible en Lima durante los afios 2014 — 2015.
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I11.1. Resumen

Antecedentes: En el Per(, 32 970 personas fueron diagnosticadas con Tuberculosis
(TB) en el 2019. Si bien el tratamiento de la TB es efectivo, el 3.4-13% se asocia
con reacciones adversas a medicamentos (RAM) significativas, considerandose la
lesiéon hepatica inducida por medicamentos (DILI) como la mas predominante.
Entre los medicamentos antituberculosos de primera linea, la isoniazida (INH) es
la principal causa de la aparicion de DILI. En el higado, la INH se metaboliza por
las enzimas N-acetiltransferasa-2 (NAT2) y el citocromo P450 2E1 (CYP2EL). Con
base en estudios previos, planteamos la hipdtesis de que las interacciones entre el
genotipo lento CYP2E1 y los acetiladores lentos NAT2 inducen DILI en pacientes
con TB. Métodos: En este estudio transversal de 377 participantes que completaron
su tratamiento antituberculoso, genotipificamos los SNP: rs1041983, rs1801280,
rs1799929, rs1799930, rs1208 y rs1799931 para NAT2; rs3813867 y rs2031920
para CYP2EL. Resultados: Encontramos que la prevalencia del acetilador rapido,
intermedio y lento para NAT2 fue del 15%, 38% y 47% respectivamente. El
acetilador intermedio NAT2 es el menos prevalente entre los pacientes con
reacciones adversas (p=0.024). No confirmamos nuestra hipdtesis; sin embargo,
encontramos que la combinacion de acetiladores intermedios NAT2 y el genotipo
CYP2EL1 cl/cl protegio significativamente (OR=0.13; p=0.050) contra el
desarrollo de DILI en nuestra poblacion. Conclusion: Proponemos que la presencia
del acetilador intermedio NAT2 y el genotipo c1/cl de CYP2EL podria ayudar en
la monitorizacion terapéutica de farmacos.

Palabras clave: Tuberculosis, NAT2, CYP2EL, hepatotoxicidad
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111.2. Abstract

Background: In Peru, 32 970 people were diagnosed with Tuberculosis (TB) in
2019. Although TB treatment is effective, 3.4-13% is associated with significant
adverse drug reactions (ADR), considering drug induced liver injury (DILI) as the
most prevalent. Among the first-line anti-TB drugs, isoniazid (INH) is primarily
responsible for the occurrence of DILI. INH is metabolized in the liver by the
enzymes N-acetyltransferase-2 (NAT2) and Cytochrome P450 2E1 (CYP2EL).
Based on previous studies, we hypothesized that the interactions between slow
CYP2E1 genotype and NAT2 slow acetylators will induce DILI in TB patients.
Methods: In this cross-sectional study from 377 participants that completed their
anti-TB treatment, we genotyped SNPs: rs1041983, rs1801280, rs1799929,
rs1799930, rs1208 and rs1799931 for NATZ2; rs3813867 and rs2031920 for
CYP2EL. Results: We found that rapid, intermediate, and slow NAT2 acetylator
were 15%, 38% and 47% respectively. Intermediate NAT2 acetylator being the
least prevalent among patients with adverse reactions (p=0.024). We did not
confirm our hypothesis, however we found that the combination of intermediate
NAT2 acetylators and CYP2EL c1/cl genotype significantly protected (OR=0.16;
p=0.049) against the development of DILI in our population. Conclusion: We
propose that presence of NAT2 intermediate and CYP2E1 c1/c1 genotype could
help in therapeutic drug monitoring.

Keywords: Tuberculosis, NAT2, CYP2E1, hepatotoxicity
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111.3. Introduccion

La presencia de RAFAs es un problema clinico significativo, siendo considerado
el efecto adverso mas importante durante el tratamiento antituberculoso (39-41).
Los pacientes en pocas ocasiones desarrollan reacciones RAFASs y la mayoria de
veces estan relacionados al aumento de la hepatotoxicidad produciéndose,
probablemente, a efectos sinérgicos o aditivos de INH y RIF (42). La droga de

primera linea, INH, ha sido la mas estudiada al respecto (43).

En los estudios de respuesta farmacoldgica, la variacion genética en la N-
acetilacion de INH fue la primera en descubrirse. (44). Mediante estudios
posteriores se determind que la region codificadora de N-acetiltransferasa 2
(NAT2) presentaba polimorfismos relacionados a esta variante. (45). NAT2 tiene
funcion de acetiladora y actda principalmente a nivel hepético, acetilizando
isoniazida, asi como otras drogas comercializadas, como la sulfadmidina; el gen
que lo codifica consta de un exén de 870 pb, de 290 aminoé&cidos, en el cual se ha
encontrado 16 polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) conocidos y una
delecion puntual, asociados a variaciones en el metabolismo del farmaco (2). Los
genes NAT2 han sido estudiados en diversas poblaciones del mundo, incluyendo
americanos, europeos, asiaticos y africanos (-28,30,42-48). Un estudio con
muestras a nivel global, ha reportado que los haplotipos NAT2*4*11*12*13*18
estdn asociados a metabolizadores intermedios (51.5%) y rapidos (24.2%)
incluyendo poblaciones nativas con 66 individuos peruanos (49). Mas
recientemente, algunos estudios han asociado los polimorfismos en NAT2 y el

desarrollo de hepatotoxicidad: Tres estudios han reportado la asociacién entre el
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genotipo AA (metabolizador lento) en el SNP rs1495741 de NAT2 y la presencia
de hepatotoxicidad con OR=1.653 (IC 95%:1.050-2.601), OR=6.01 (IC 95%: 3.42
-10.57) y OR=3.85 (IC 95%:1.68-8.84) en poblaciones asiaticas (50-52); sin
embargo, otro estudio, ha reportado que no existe asociacion entre el genotipo
metabolizador lento de NAT2 y la presencia de hepatotoxicidad con OR=0.24 (IC
95%:0.01-2.33) en poblacion asiatica (53). Sin embargo, estos antecedentes tienen
algunas limitaciones, una de las principales es el poder debido al tamafio de
muestra; a causa de esto, la medicina personalizada para el tratamiento
antituberculoso atn no se ha podido instalar (45). Algunos ensayos clinicos se han
empezado en Japén para evaluar la modificacion de la dosis de tratamiento
teniendo en cuenta la presencia de polimorfismos del gen NAT2 (19), Azuma et
al., propuso la dosis clinica mas apropiada segun la caracteristica genotipica y
estudios de farmacocinética anteriormente realizados en la poblacion, pacientes
con metabolismo rapido deberian recibir 1.5 veces la dosis estandar, mientras los

individuos con metabolismo lento solo la mitad de la dosis estandar (54)

Asi también, se reporta que el 80% de la ruta metabdlica de antibidticos de fase |
es funcion principal de las enzimas citocromo P450 (CYP) (55). La presencia de
RAFAs y la alteracién de la expresion génica se han asociado con los
polimorfismos, que son muy frecuentes, en los genes CYP (56). INH es el farmaco
antituberculoso, mas estudiado, con la mayor evidencia de asociacion genética
con desarrollo de RAFA. Dentro de la ruta metabolica a nivel hepatico, INH es
acetilizada por N-acetiltransferasa 2 en acetilisoniazida, para luego hidrolizarla a

acetilhidrazina (57). Finalmente, CYP2E1 oxida la acetilhidrazina en compuestos
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intermedios que causan hepatotoxicidad (58). Por lo tanto, los polimorfismos de
CYP2E1 podrian asociarse con desarrollo de hepatotoxicidad, proponiendo a
CYP2E1 como una de las enzimas importantes dentro de la ruta metabolica de la
INH (59). Algunos estudios previos han relacionado los polimorfismos en
CYP2EL1 con la presencia de alcoholismo, cirrosis, enfermedad crénica pulmonar
obstructiva y diversos tipos de canceres; por ejemplo: Un meta-analisis report6
que la presencia de la variacion Pstl / Rsal CYP2E1 seria un factor de riesgo para
desarrollar cancer gastrico en poblacién asiatica con un OR =2.62 (IC 95%: 1.23-
5.57) para homocigotos c2 y OR = 1.50 (IC 95%: 1.16-1.94) para portadores c2
(60). Otro estudio concluyo que si una persona tiene el genotipo DD y porta el
alelo c2 posee un elevado riesgo de padecer carcinoma de células escamosas de
es6fago (OR = 5.77, 95% IC: 1.65 - 20.22) (61). Otra investigacion reporta la
asociacion entre los genotipos CYP2E1 5B con la cirrosis hepatica tipo alcohdlica
frente a la no alcohdlica (OR: 4.3; IC 95%: 1.5-12.4) o con cirrosis de tipo no
alcohdlica (OR: 5.4; IC 95%: 1.2-24.5) o individuos sanos alcohélicos (OR: 4.3;

IC 95%: 0.95-19.62) (62).

Es asi que en 2018, el reporte técnico de expertos de la OMS recomienda la
identificacién de los genotipos metabolizadores durante el tratamiento; por
ejemplo, sefiala que para el tratamiento con isoniazida para nifios y adultos, se
deben utilizar altas dosis de isoniazida para regimenes cortos y largos de TB-MDR
definiendose como 10-15 mg /kg/dia (la dosis normal es de 4-6 mg/kg/dia); sin
embargo, sefiala que en el norte de Asia, donde la mayoria de la poblacion tiene

el genotipo metabolizador rapido, seria mas efectiva la dosis de 15 mg/kg (63).
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En Japdn, se ha realizado un ensayo clinico, basado en investigaciones previas de
farmacocinética, con el objetivo de determinar la dosis clinica apropiada segun
polimorfismos en el gen NAT2 para pacientes tuberculosos donde se ha priorizado
pacientes Tb activa producto de una reactivacion de TB latente relacionada a una
edad longeva en Japon (19). Otro estudio previo, concluye que los pacientes que
presentan genotipo rapido deben recibir 150% de la dosis comun; por otro lado,
pacientes con genotipo lento deben recibir el 50% de la dosis estandar (54). El
ensayo clinico antes descrito (19) identifico que un 78% de los genotipos lentos
experimentaron hepatotoxicidad como consecuencia de recibir INH a dosis
estandar, mientras que los que recibieron una dosis modificada no reportaron dafio
a nivel hepatico. Segun lo anterior, se observa el beneficio del tratamiento
modificado (reduccién de RAFAS) basado en la metabolizacion de INH (64). Por
otro lado, otro estudio en el afio 2007 en Taiwan, report6 asociacion (OR=1.63,
IC: 1.03 — 2.58) entre el genotipo metabolizador rdpido NAT2 y un mayor riesgo

de desarrollar cancer colorrectal (65).

Esta propuesta es la primera en describir y determinar la asociacion entre
genotipos metabolizadores de las enzimas NAT2 y CYP2EL para isoniazida, y la
presencia de DILI en pacientes con tuberculosis pulmonar pansensible en

poblacion peruana.
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111.4. Materiales y métodos
I11.4.1. Poblacién de estudio y participantes

Nuestro estudio incluye a 377 personas no emparentadas, conformando un
subgrupo de pacientes diagnosticados con tuberculosis pulmonar entre los afios
2014-2015 reclutados en los establecimientos de salud del Ministerio de Salud

(MINSA) ubicados en Lima y Callao, Peru.

Los criterios de inclusion fueron pacientes: (i) con tratamientos diarios de
rifampicina, isoniazida, etambutol y pirazinamida durante 2 meses, seguidos de 4
meses de tratamiento con isoniazida y rifampicina, con dosis del farmaco calculadas
segun el peso corporal; (ii) con niveles séricos normales de alanina
aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST) y bilirrubina, sin
sintomas relacionados con la funcién hepéatica anormal (es decir, ictericia) antes del
tratamiento con medicamentos antituberculosos y control estricto de los cambios en
la funcion hepética dentro de los 2 meses de tratamiento; y (iii) con y sin

hepatotoxicidad durante el tratamiento farmacolégico.

Se excluyeron del estudio los pacientes con alguna de las siguientes condiciones:
(i) desnutricidn; (i) infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1
(VIH); (iii) enfermedad hepatica alcohdlica o consumo habitual de alcohol; (iv)
infeccion por hepatitis B o C, enfermedad hepatica, enfermedades sistémicas y/o
tratamiento con farmacos distintos de los antituberculosos que puedan inducir
hepatotoxicidad. Los 377 participantes (207 hombres y 170 mujeres) completaron

su tratamiento antituberculoso.

17



111.4.2. Consideraciones éticas

Todos los procedimientos descritos en el presente estudio han sido previamente
revisados y aprobados por los Comités Institucionales de Etica de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia (nimero de aprobacion 102785) y del Instituto Nacional
de Salud del Pert (nmero de aprobacion 01-087-13). Todos los participantes de
estudio firmaron un consentimiento informado autorizando el uso de su

informacion.

111.4.3. Procedimientos de estudio
111.4.3.1. Disefio del Estudio y Recoleccién de Datos

Se trata de un estudio de analisis de datos secundarios, transversal y observacional,
con 377 pacientes tuberculosos, de ambos sexos, entre 15 y 50 afios, que fue el
grupo etario con mayor prevalencia de tuberculosis y el econémicamente activo,
que residian en el area de estudio (66). Hemos seleccionado una subpoblacién con

las caracteristicas sociodemogréficas mas prevalentes de la poblacion general.

Ficha de recoleccidon de datos: Fue disefiada para posibilitar la recoleccion de
caracteristicas sociodemograficas, asi como resultados clinicos, a partir de las
historias clinicas, en la poblacién estudiada. La ficha de recoleccion de datos fue
aceptada por el CIEI-INS. Dos enfermeras, entrenadas por el investigador principal,
recogieron la informacion. Las historias clinicas recolectadas fueron analizadas por

un epidemidlogo y un bioestadistico.
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Muestras de Sangre: Después del completar la ficha de recoleccién de datos, se
obtuvieron muestras de sangre periférica (4 ml) de los 377 pacientes del estudio

madre.

Como se trata de un analisis secundario de datos, se considerd pertinente calcular
el poder estadistico para evaluar la hipétesis de investigacion. Se obtuvo una
potencia del 98,56% al comparar la diferencia minima de la probabilidad media de
la variable resultado entre dos categorias de la variable principal independiente de
NAT2 (genotipo lento y genotipo rapido), que es la enzima metabolizadora con
mayor evidencia en los estudios cientificos publicados. Se supone una relacion de
0,88 entre genotipos lentos y rapidos y una probabilidad de presencia de RAFA con
genotipos de metabolismo lento y rapido de 0.25 y 0.10, respectivamente; segun

datos publicados en poblacion sudamericana (67).

111.4.3.2. Métodos de laboratorio

El ADN genémico se extrajo de la sangre periférica de los 377 participantes
utilizando el kit de extraccion de ADN genémico QlAamp DNA Blood Mini Kit
(Qiagen, Alemania). Las regiones de ADN gendmico seleccionadas para el analisis
de cada gen incluyeron los SNPs reportados como méas comunes (para NAT2:
rs1041983, rs1801280, rs1799929, rs1799930, rs1208 y rs1799931; para CYP2E1L:
rs3813867 y rs2031920). Estas regiones fueron amplificadas por PCR utilizando el
kit Platinum Tag DNA polimerasa (Invitrogen, EE. UU.) y los siguientes cebadores:
Para NAT2: 5’-GTCACACGAGGAAATCAAATGCT-3 y 5’-

CGTGAGGGTAGAGAGAGGATATCTG-3’; para CYP2EL: 5’-
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CCGTGAGCCAGTCGAGTCTA-3’ y 5-
TTCATTCTGTCTTCTAACTGGCAA-3’. Los fragmentos amplificados por PCR
se purificaron utilizando el kit de purificacion en gel QIAmp (Qiagen, EE. UU.). El
genotipificado de SNP en los fragmentos purificados se realizd mediante
secuenciacion de Sanger (Macrogen, Corea del Sur). Las sustituciones de
nucleétidos se identificaron y analizaron utilizando el programa Geneious version

9.1.5 (Biomatters Ltd., Nueva Zelanda).

111.4.3.3. Andlisis de variables

La presencia de DILI (si/no) fue el desenlace. Esta informacion fue recolectada de
la historia clinica de cada paciente y fue diagnosticada por un médico. El perfil
hepético se mide a los 2 meses de iniciado el tratamiento (Primera fase) en todos
los pacientes con tuberculosis sensible en el Perl (66). La hepatotoxicidad se
definié como niveles elevados de aminotransferasas y se identificd como tres veces
mayor que antes de iniciar el tratamiento de la TB, con sintomas asociados a
hepatitis. Se consideraron sintomas la aparicion de ictericia, nduseas, vomitos,
dispepsia y astenia (59). Los valores de referencia adoptados fueron AST — 36
Ul/mL y ALT — 32 Ul/mL, de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Targa

3000®).
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El genotipo acetilador NAT2, exposicion de interés, se clasifico en “lento,
intermedio y rapido” y el genotipo CYP2EI se clasificé en “cl/cl, cl/c2, c2/c2”.
Los fenotipos inferidos mediante una combinacion de SNPs de NAT2 para los 377
participantes se determinaron usando un programa de libre en linea, NAT2PRED
(nat2pred.rit.albany.edu) (68,69). Las otras covariables se agruparon en 1) datos
demograficos (género y edad), 2) consumo de alcohol, 3) colesterol, 4)
hemoglobina, 5) glucosa e 6) indice de masa corporal (IMC). Todas las covariables
se obtuvieron en el momento de la entrevista a partir de muestras biologicas o en

entrevista de cada paciente.

\
mucﬁs

Hemoglobina

® O/aC&Q

Genotipo acetilador NAT2  Genotipo_acetilador_CYP2E1 Reaccion adversa a farmacos antituberculosos

O

Sexo Fracaso_tratamiento_antituberculoso

Colesterolemia

Glicemia

Genoma_paciente

Figura 2: Diagrama Aciclico Generalizado (DAG) de asociacién entre genotipo
acetilador NAT2 y genotipo CYP2EL y presencia de reaccion adversa en
pacientes con diagndstico de tuberculosis

* Variables no medidas en el estudio primario (circulos morados): se incluyen para
determinar posibles variables confusoras y pre-desenlace. Variable exposicién principal

(Genotipo acetilador NAT2). Variable desenlace (DILI). Co-variables (circulos azules)
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111.4.4. Andlisis estadistico

Se utilizé la prueba de chi-cuadrado o, cuando fue necesario, la prueba exacta de
Fisher para evaluar la significacion estadistica de las diferencias en la distribucion
de frecuencias de las variables y el equilibrio de Hardy-Weinberg. Se realizé un
andlisis de regresion logistica entre la variable desenlace y la variable exposicion,
asi como las covariables que entraron al modelo y la magnitud de las asociaciones
se expresd mediante la razén de posibilidades (OR) como una estimacion del riesgo
relativo, con un intervalo de confianza del 95% de regresion. Esta estrategia es
correcta cuando la prevalencia de la enfermedad o condicidn de interés que se esta
estudiando es pequefia (RAFAS: 3.4-13%), ya que la OR daria un valor proximo a
la Razén de prevalencias (PR) (70). Pardmetros sociodemograficos y pardmetros
con valores de p < 0.2 en analisis univariados se incluyeron en el modelo
multivariado. Adicionalmente se realizd una regresion logistica entre las
frecuencias de alelos NAT2 y la presencia de DILI, clasificando a los alelos NAT2
segun NAT2PRED (nat2pred.rit.albany.edu) (69). El andlisis de datos se realiz
con Stata v15 (StataCorp, College Station, TX) considerando una significacion

estadistica de p < 0.05.
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111.5. Resultados

Ningun paciente fue excluido del estudio. Esta cohorte era predominantemente
masculina (55%). A 16 de 377 participantes (4.1 %) se les diagnosticé DILI, tipo
ADR leve con sintomas que incluyeron nauseas y vomitos/dolor gastrico. En la
tabla 1 se muestra la distribucién de frecuencias de las variables bioldgicas y
clinicas.

Tabla 1: Variables clinicas y bioldgicas de pacientes adultos con diagndstico de

tuberculosis pulmonar sensible en Lima durante los afios 2014 — 2015

Total Reaccion adversa (DILI)
Variables Si No p-Valor
N % N % N %

Sexo
Masculino 207 5491 10 62.50 197 54.57
Femenino 170  45.09 6 37.50 164 45.43 0.533?
Edad (afios) - - 24.30* (20.30 - 30.80)F 24.2*  (20.90 - 29.60)f  0.995°
Consumo de alcohol
No 49 13.00 3 18.75 46 12.74
Si 328  87.00 13 81.25 315 87.26 0.346°
Colesterol (mg/dl) - - 154.00* (141.20—185.00)t  169* (149.00—189.00)f 0.214°
Hemoglobina (g/dl) - - 13.90* (12.20 - 15.60)F  13.60*  (12.40 - 14.90)t  0.769"
Glucosa (mg/dl) - - 89.50* (80.00 - 95.00)f  83.10* (77.90—91.10)f  0.084°
IMC (kg/m?) - - 21.10* (19.70 - 22.50)F 22% (20.30 - 23.60)t 0.182°
Fenotipo NAT2
Lento 179  47.48 9 56.25 170 47.09
Intermedio 142  37.67 1 6.25 141 39.06 0.024°
Rapido 56 14.85 6 37.50 50 13.85 0.129%
Genotipo CYP2E1**
cl/cl 237 63.71 12 75 225 63.20
cl/c2 115 30.91 3 18.75 112 31.46 0.220°
c2/c2 20 5.38 1 6.25 19 5.34 0.732°

*Mediana. (Q1 - Q3)

** Valores perdidos

IMC (indice de masa corporal), NAT2 (N-acetiltransferasa 2), CYP2E1 (Citocromo P450 Familia 2 Subfamilia E Miembro 1)
Significancia estadistica (p < 0.05).

a. Test chi-square.

b. Test Mann-Whitney.

c. Test exacto de Fisher.
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La prevalencia de los genotipos NAT2 en la poblacién de estudio fue de 14.85%,
37.67% y 47.48% para acetilador rapido, intermedio y lento, respectivamente. En
el caso de CYP2EL, la prevalencia de genotipos fue de 63.71%, 30.91% y 5.38%

para cl/cl, c1/c2 y c2/c2 respectivamente.

ElI 38% de la poblacion presenté genotipo intermedio NAT2, que fue
estadisticamente significativo al comparar pacientes con y sin DILI (p = 0.024)

(tabla 1).

Solo el 6.25% de los pacientes con DILI tenian un genotipo intermedio NAT2. Por
otro lado, los genotipos CYP2EL no se asociaron con DILI y las frecuencias alélicas
de ambos grupos (con y sin reaccién adversa) fueron similares y se encontraban en
equilibrio de Hardy-Weinberg (p > 0.05). Se utilizo6 la prueba de chi-cuadrado o,

cuando fue necesario, la prueba exacta de Fisher.

La Tabla 2 describe las frecuencias del perfil fenotipico del acetilador NAT2 y sus
respectivos alelos. Cada SNP produjo un alelo, cuatro se clasificaron
fenotipicamente como acetiladores rapidos. No hubo diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos estudiados. El alelo mas frecuente observado en la
acetilacion rapida con ADR fue NAT2*4/4 (50%). Para la acetilacion lenta, el alelo
mas frecuente asociado con ADR fue NAT2*5/5 (80%). Solo un paciente con

fenotipo intermedio presentd DILI. Las frecuencias alélicas de NAT2 de ambos
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grupos (con y sin reaccion adversa) presentan balance alélico en equilibrio de

Hardy-Weinberg (p > 0.05).

Tabla 2: Frecuencias del genotipo NAT2 con tuberculosis en Lima, Peru

Reaccion adversa (DILI) p-valor?

Genotipo NAT2 Si No

Fenotipo acetilador rapido N =56 =6 % N=50 %

NAT2*4/4 41 3 0.5 38 0.8 0.253
NAT2*7/7 5 1 0.2 4 0.1
NAT2*11/11 8 2 0.3 6 0.1
NAT2*12/12 2 0 0.0 2 0.0

Fenotipo acetilador intermedio N =142 =1 % N=141 %

NAT2*5/4 48 0 0.0 48 0.3 0.232
NAT2*6/4 25 1 1.0 24 0.2

NAT2*7/4 28 0 0.0 28 0.2
NAT2*11/4 5 0 0.0 5 0.0
NAT2*12/4 3 0 0.0 3 0.0
NAT2*13/4 33 0 0.0 33 0.2

Fenotipo acetilador lento N=179 =9 % N=170 %

NAT2*5/5 108 7 0.8 101 0.6 0.473
NAT2*5/6 14 1 0.1 13 0.1

NAT2*6/7 54 1 0.1 53 0.3
NAT2*13/7 3 0 0.0 3 0.0

NAT2 (N-Acetiltransferasa)
a Test exacto de Fisher

En la tabla 3, segun el anélisis de regresion logistica crudo, no existe asociacion
entre las frecuencias de haplotipos y DILI. No hay evidencia de que la presencia
del alelo variante de NAT2 o CYP2EL1 pueda llegar a constituir factores de riesgo

0 protectores aislados para desarrollar RAM durante el tratamiento de la TB

(p>0.05).
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Tabla 3: Asociacion de alelos NAT2 con reaccidn adversa (DILI) en pacientes

adultos con diagnostico de tuberculosis pulmonar sensible en Lima durante los

afos 2014 — 2015

Reaccién adversa (DILI)

Fenotipo Si OR IC(95%) p-Valor
N % N % N %
Alelos NAT2
NAT2*11 Rapido
CC 8 410 183 95.90 196 49.60 1
(CT+TT) 8 400 191 96.00 199 50.40 0.98 0.30-3.10 0.975
NAT2*12 Rapido
AA 11 410 257 95.90 268 67.80 1
(AG + GG) 5 390 122 96.10 127 3220 096 0.30-3.10 0.937
NAT2*13 Rapido
CcC 9 6.30 133 93.70 142 35.90 1
(CT+TT) 7 280 246 9720 253 64.10 042 0.10-1.30 0.084
NAT2*5 Lento
TT 9 390 220 96.10 229 58.00 1
(TC +CQC) 7 420 159 95.80 166 42,00 1.08 0.30-3.30 0.887
NAT2*6 Lento
GG 12 400 291 96.00 303 76.70 1
(GA + AA) 4 430 88 9570 92 2330 11 0.30-3.80 0.869
NAT2*7 Lento
GG 11 520 199 9480 210 53.20 1
(GA + AA) 5 270 180 97.30 185 46.80 05 0.10-1.60 0.202

NAT2 (N-Acetiltransferasa 2). OR (Odds ratio). Cl (95%): Intervalo de confianza

Significancia estadistica (p <0.05).
Regresion logistica

Cuando se examinaron los efectos de combinar el genotipo CYP2E1 y el estado del

acetilador NAT2, ajustados por edad, sexo e IMC de los participantes, se encontro

que los pacientes que eran acetiladores intermedios de NAT2 y tenian el genotipo

CYP2EL1 cl/cl tenian una proteccion significativa (OR 0.13; IC del 95 %: 0.01 —

1.07; p = 0.050) contra el desarrollo de DILI en comparacion con la combinacion

mas prevalente entre los genotipos NAT2 y CYP2E1 (Tabla 4).
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Tabla 4 Efectos combinados del estado de acetilador de la N-acetiltransferasa 2

(NAT?2) y el genotipo del citocromo P450 2E1 (CYP2E1)

Reaccion adversa (DILI)

EStatul\SlicTe;"ador g%’;g’f N Si No OR (IC) o-valor
Lento Ci1/C1 107 7 100 Referencia
C1/C2 0 C2/C2 57 2 55 0.48 (0.09 — 2.40) 0.367
Intermedio Cl/C1 93 1 92 0.13(0.01-1.07) 0.050
C1/C2 0 C2/C2 49 0 49 - -
Rapido c1/C1 36 4 32 1.64 (0.44-6.05)  0.460
C1/C2 0 C2/C2 18 1 17 1.02(0.11-9.31)  0.986

Modelos de regresion logistica ajustados por edad, sexo, glucosa e IMC de los participantes

La combinacidn mas prevalente entre los genotipos NAT2 y CYP2E1 en nuestra poblacidn fue tomado como referencia
Los niveles de confianza exactos no son posibles con celdas de conteo cero

Significancia estadistica (p <0.05).

Las razones de probabilidad se estimaron mediante un modelo de regresion logistica
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I11. 6. Discusion

El presente estudio es el primero que tengamos conocimiento en evaluar la
asociacion de biomarcadores farmacogendémicos previamente identificados para
DILI en una poblacion peruana, donde la prevalencia encontrada (4,1%) concuerda
con informes previos de la OMS que reportan el 3.4-13% de pacientes con
tratamiento de tuberculosis pansensible se asocia con RAM significativas,

considerandose la DILI como la més predominante en el Pera (4).

Segln nuestros resultados, la edad del paciente no se asoci6 con la presencia de
RAM, ya que los pacientes reclutados en el estudio madre pertenecian a un grupo
de edad de menor riesgo, de 18 a 50 afos. Por otro lado, Yee y sus colegas (71)
informaron que el uso continuado de méas de un farmaco, como resultado de
enfermedades o afecciones previas, puede aumentar el riesgo de desarrollar RAM

debido a interacciones farmacologicas.

Varios estudios informaron que los pacientes con el genotipo C1/C1 del gen
CYP2EL tienen un mayor riesgo de reacciones adversas a la terapia antituberculosa
(33,72-74). En nuestro estudio, no encontramos asociaciones significativas entre
los genotipos CYP2E1 y las RAM inducidas por farmacos antituberculosos, como
informaron previamente Cho y colaboradores (75), esta diferencia se puede explicar
debido a que los polimorfismos genéticos varian significativamente entre
poblaciones y/o individuos (64). Huang inform6 un aumento en el riesgo de RAM

inducida por la terapia antituberculosa, entre el genotipo C1/C1y el genotipo NAT2
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de acetilador lento (72). Por lo tanto, no pudimos confirmar nuestra hipétesis de
que las interacciones entre el genotipo CYP2EL lento y los acetiladores lentos
NAT2 induciran DILI. Sin embargo, hemos encontrado un resultado interesante
donde los acetiladores NAT2 intermedios y el genotipo CYP2EL cl/cl ajustados
por sexo, edad e IMC tenian una proteccion significativa contra el desarrollo de
ADR. Segun nuestros resultados, el polimorfismo NAT2 asociado al fenotipo
intermedio y al genotipo CYP2E1 C1/C1 no afecta a la respuesta terapéutica y se

sospecha que es un factor protector de la hepatotoxicidad inducida por INH.

La medicina personalizada ha surgido como una estrategia para ajustar los
regimenes de dosis necesarios para obtener una eficacia 6ptima minimizando las
RAM o la toxicidad frente a la monitorizacion terapéutica de farmacos (TDM, por
sus siglas en ingles) (76). A la fecha, la TDM para medicamentos antituberculosos
se considera de rutina a los 2 meses de iniciado el tratamiento (66). También se han
identificado cambios funcionales significativos y varias enzimas polimorficas
implicadas en el metabolismo de los farmacos que influyen en las concentraciones

sistémicas del farmaco.

La via metabdlica de la INH ha sido la base de la mayoria de los estudios recientes
que buscan explicar el mecanismo de las RAM inducidas por los farmacos
antituberculosos. El fenotipo de acetilador lento de NAT2 se ha documentado como
un fuerte factor de riesgo para la aparicion de dicho dafio hepatico (77,78). Sin

embargo, otros estudios indican que los acetiladores rapidos serian mas vulnerables
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al dafio hepatico como RAM inducida por farmacos antituberculosos debido al
aumento de la produccion de hepatotoxinas, resultante de la rapida actividad de la

enzima NAT2 (63,79).

Finalmente, el presente estudio tiene las limitaciones de un estudio observacional
con pacientes tuberculosos que asisten a un entorno de atencion médica de rutina
(centros de salud) con factores de riesgo ligados a la posibilidad de desarrollar
reacciones adversas. Esto nos pudo llevar a tener sesgo de seleccidn. Se analizaron
las exposiciones relacionadas con farmacos registradas por el médico tratante. La
incidencia de hepatotoxicidad inducida por farmacos antituberculosos es muy baja;
sin embargo, nuestro estudio es multicéntrico para representar mejor a la poblacion

estudiada y para incluir tantos casos de DILI como sea posible.

Ademas, debemos sefialar que en el estudio madre (36) excluyo 105 participantes
por no tener informacion de genotipos NAT2 y CYP2EL entre los cuales se reportan
5 pacientes con diagnéstico de DILI, si los pudiéramos incluir en el presente estudio
de asociacion, la potencia estadistica variaria aumentando considerablemente en el
caso que, solo los 5 pacientes con DILI sean caracterizados con genotipo NAT2
lento y los 100 restantes sean genotipos NAT2 intermedio o rapido (agrupados
bioldgicamente), ante esto el maximo valor posible de la potencia estadistica

llegaria a 75% aproximadamente.
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Es posible que la poca cantidad de DILI (4.2%) signifique escasa potencia
estadistica para probar una asociacion entre los genotipos NAT2 y CYP2ELl y la
presencia de DILI en nuestro estudio, por lo tanto, reconocer esta limitacion como
la probabilidad de encontrar diferencias de cierta magnitud cuando éstas realmente
existen con baja prevalencia de desenlace nos puede llevar a tener un error de tipo

Il mayor, para estudios futuros que tomen como referencia nuestros hallazgos.

Por ello, un estudio de cohorte prospectivo en pacientes con TB con o sin RAM
podria confirmar nuestros hallazgos. Por otro lado, la medicion del IMC y la
recoleccion de informacion a partir de las historias clinicas se realiz6 solo una vez
por participante, por lo tanto, es posible la presencia de errores en la medicion y
registro de las variables. Sin embargo, los investigadores principales del estudio
madre supervisaron estos procesos y también se buscd valores no plausibles durante
el analisis de datos. Asi también, tanto los individuos analizados como los excluidos
por no poseer informacion o valores perdidos de las variables de interés, no tienen
diferencias estadisticamente significativas en su mayoria. De la misma manera, las
variables estudiadas no pueden describirse mediante una relacion causal y
unidireccional debido al disefio transversal del estudio. Finalmente, al ajustar del
andlisis por edad, sexo e IMC, no se observd cambio en la direccion e intervalos de
confianza en el analisis multivariado, por lo que se sugiere que estas variables no
sean consideradas como variables confusoras en la base de datos desde el punto de

vista estadistico.
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1VV.1. Resumen

Antecedentes: En el Per(, 24 581 personas fueron diagnosticadas con Tuberculosis
(TB) en el 2020. Si bien el tratamiento de la TB es efectivo, el 3.4-13% se asocia
con reacciones adversas a medicamentos (RAM) significativas, considerandose la
lesién hepatica inducida por medicamentos (DILI) como la mas predominante.
Entre los medicamentos antituberculosos de primera linea, la isoniazida (INH) es
la principal responsable de la aparicion de DILI. En el higado, la INH se metaboliza
por las enzimas N-acetiltransferasa-2 (NAT2) y el citocromo P450 2E1 (CYP2E1)
y Glutation S transferasa (GST) con dos isoformas GSTT1 y GSTML1. Con base en
estudios previos, planteamos la hipotesis de que las interacciones entre los
genotipos nulos GSTT1 y GSTML1 inducen DILI en pacientes con TB. Métodos:
En este estudio transversal de 377 participantes que completaron su tratamiento
antituberculoso, genotipificamos mediante el revelado presencia o ausencia de
bandas de 215 y 480 pb, de GSTM1 y GSTT1, respectivamente. Resultados:
Encontramos que la prevalencia del genotipo GSTML1 fue de 52.79%y 47.21% para
presencia y nulo, respectivamente y para GSTT1 fue de 69.76% Y 30.24% para
presencia y nulo, respectivamente. Ningun genotipo fue prevalente en los pacientes
que desarrollaron DILI. No confirmamos nuestra hipdtesis; sin embargo,
encontramos que la combinacion del genotipo presente GSTM1, genotipo nulo
GSTT1, acetiladores rapidos de NAT2 y genotipo CYP2E1 c1/cl tenian un riesgo
significativo para el desarrollo de ADR (OR 11; p = 0.017). Conclusion:
Proponemos que la presencia del genotipo presente GSTM1, genotipo nulo GSTT1,

acetiladores rapidos de NAT2 y genotipo CYP2EL cl/cl en la poblacion limefa
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podrian considerarse un factor de riesgo para el desarrollo de ADR debido a la

ingesta terapéutica de farmacos.

Palabras clave: Tuberculosis, GSTT1, GSTM1, hepatotoxicidad

35



1VV.2. Abstract

Background: In Peru, 24581 people were diagnosed with Tuberculosis (TB) in
2019. Although TB treatment is effective, 3.4-13% are associated with significant
adverse drug reactions (ADRS), considering the injury drug-induced liver disease
(DILI) as the most predominant. Among the first-line antituberculous drugs,
isoniazid (INH) is the main responsible for the appearance of DILI. In the liver,
INH is metabolized by the enzymes N-acetyltransferase-2 (NAT2), cytochrome
P450 2E1 (CYP2E1l) and Glutathione S transferase (GST) with two isoforms
GSTT1 and GSTML. Based on previous studies, we hypothesized that interactions
between the GSTT1 and GSTM1 null genotypes induce DILI in TB patients.
Methods: In this cross-sectional study of 377 participants who completed their anti-
TB treatment, we genotyped by revealing the presence or absence of 215- and 480-
bp bands of GSTM1 and GSTT1, respectively. Results: We found that the
prevalence of the GSTM1 genotype was 52.79% and 47.21% for presence and null,
respectively, and for GSTTL1 it was 69.76% and 30.24% for presence and null,
respectively. Neither genotype was prevalent in the patients who developed DILI.
We do not confirm our hypothesis; however, we found that the combination of
GSTML1 present genotype, GSTT1 null genotype, fast NAT2 acetylators, and
CYP2EL1 cl/cl1 genotype had a significant risk for the development of ADR (OR
11; p = 0.017). Conclusion: We propose that the presence of the GSTML1 present
genotype, GSTT1 null genotype, fast NAT2 acetylators and CYP2E1 cl/cl
genotype in the Lima population could be considered a risk factor for the

development of ADR due to therapeutic drug intake.
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1V.3. Introduccién

A nivel hepatico, INH es acetilizado por NAT2 en acetilhidrazina, y luego oxidado
a toxicos intermediarios por la enzima CYP2EL (22). Las enzimas NAT2 y GST
participan en la detoxificacion de estos compuestos toxicos producidos mediante
mecanismos de acetilacion y conjugacién, respectivamente. Se han reportado ya
algunos factores de riesgo para RAFAs, como la coinfeccién por VIH, hepatitis B
y C, edad avanzada y sexo femenino (23,24); sin embargo, varian de acuerdo a las

caracteristicas genético-poblacionales de las personas.

Por tal motivo, es necesario el estudio de factores genéticos y sus consecuencias en
el tratamiento. En el tratamiento antituberculoso, la acetilacion por NAT2, seguida
de la oxidacién por CYP2E1 son consideradas como procesos candidatos para la
generacion de hidracina que es un metabolito reactivo (80). Algunos estudios
sugieren que la prevalencia de algunos polimorfismos genéticos en NAT2 y
CYP2EL1 se asocian con la prevalencia de RAFAs (81). Sin embargo, otros estudios
no acetilizado no reportan asociacion entre las prevalencias de los polimorfismos

genéticos sefialados y RAFA (25,82).

La desintoxicacion de metabolitos de INH es muy importante, y las enzimas
GSTM1 y GSTTL1 son fundamentales en este proceso; esto es debido a que, la
enzima GST cataliza la conjugacion de especies con glutation (83). La glutation
sufre ataque nucleofilico es catalizado por GST convirtiendolo en sustratos

electrofilicos, reduciendo la reactividad en macromoléculas celulares con
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compuestos toxicos potenciales (84). Se han reportado dos isoformas de GST
altamente polimorficas: En el cromosoma 1p13.3 el gen GTM1 codifica la isoforma
GSTu y en el cromosoma 22q11.2 el gen GSTT1 codifica la isoforma GSTO (85).
Se ha reportado que la actividad enzimatica pierde su funcién cuando se presentan
en GSTM1 y GSTT1 deleciones homocigotas, originando la pérdida de glutation

(86).

Los genotipos nulos GSTM1 y GSTT1 se han asociado a presencia de RAFAS en
algunos estudios; sin embargo, ain no hay consenso al respecto. Estudios revelan
una asociacion entre la prevalencia de RAFAs y la prevalencia del genotipo nulo o
deleccionado de GSTM1 (87,88), mientras dicha asociacién de razones de
prevalencia es descartada por estudios mas recientes (89,90). Del mismo modo,
pocos estudios han reportado una asociacion entre los genotipos nulos de GSTT1y
RAFAs (90), mientras que otros pocos no encuentran ninguna asociacion
estadisticamente significativa (30,88,89). Por lo tanto, la funcion del polimorfismo
de GST en el desarrollo de RAFAs sigue sin estar clara entre diversas poblaciones

y mas aln grupos étnicos.

El comportamiento individual y poblacional esta influenciado por factores
genético-ambientales; por lo tanto, para poder comprender las variaciones genéticas
humanas es importante el estudio de la diversidad genética humana mediante su
distribucion geografica (91). He ahi lo valioso de estudiar con un enfoque

farmacogendmico a la poblacion americana debido a la mezcla interétnica (92). Por
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este motivo, la farmacogendémica esta dirigida a conocer como la terapia
farmacoldgica se afecta por nuestra diversidad genética, identificando el genotipo
de un individuo para predecir su metabolismo frente a distintos farmacos,
maximizando la probabilidad de éxito de tratamiento y minimizando la presencia
de reacciones adversas, esto enmarcado en la medicina personalizada (93-95). A
pesar de que los genotipos y fenotipos metabdlicos se han estudiado de manera
considerable en poblaciones caucasicas y asiaticas, en la mayoria de las poblaciones
latinoamericanas alin no se cuenta con esta informacion. Solo dos investigaciones
relacionadas a la farmacogendémica han analizado muestras nativas peruanas
(35,96). Con la alta prevalencia de TB en el Perl, las investigaciones se estan
enfocando hacia demostrar el rol de farmacogendmica en el tratamiento de la TB
comenzando con la determinacion de los polimorfismos genéticos que afectan a las
drogas INH y RIF y, de esta manera, afectan el tratamiento eficiente y la colaboran

con la aparicién de efectos adversos.

El objetivo del estudio es determinar la prevalencia y evaluar la asociacién entre
los polimorfismos genéticos de GSTM1 y GSTT1 y presencia de DILI. La
identificacién de marcadores genéticos para predecir la susceptibilidad a desarrollar
RAFAs debe servir para mejorar la gestion y control de la TB. El estudio actual
también tiene importancia en cuanto a los grandes desafios en el tratamiento de la
alta incidencia de la tuberculosis en nuestro pais. EI Per( esta conformado por
origenes étnicos diversos lo cual conlleva a la presencia de heterogeneidad genética

(38). Segun nuestro conocimiento, este es el primer estudio para identificar los
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polimorfismos del gen GST como factores de riesgo plausible en el desarrollo de
toxicidad por farmacos antituberculosos para la lucha contra la TB en la poblacion

de peruana.

41



IV.4. Materiales y métodos
IV.4.1. Poblacion de estudio y participantes

Nuestro estudio incluye a 377 personas no emparentadas, conformando un
subgrupo de pacientes diagnosticados con tuberculosis pulmonar entre los afios
2014-2015 reclutados en los establecimientos de salud del Ministerio de Salud

(MINSA) ubicados en Lima y Callao, Peru.

Los criterios de inclusién fueron pacientes: (i) con tratamientos diarios de
isoniazida, rifampicina, pirazinamida y etambutol durante 2 meses, seguidos de 4
meses de tratamiento con isoniazida y rifampicina, con dosis del farmaco calculadas
segun el peso corporal; (ii) con niveles séricos normales de alanina
aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST) y bilirrubina, sin
sintomas relacionados con la funcion hepatica anormal (es decir, ictericia) antes del
tratamiento con medicamentos antituberculosos y control estricto de los cambios en
la funcion hepética dentro de los 2 meses de tratamiento; y (iii) con y sin

hepatotoxicidad durante el tratamiento farmacolégico.

Se excluyeron del estudio los pacientes con alguna de las siguientes condiciones:
(i) desnutricién; (i) infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1
(VIH); (iii) enfermedad hepética alcohdlica o consumo habitual de alcohol; (iv)
infeccion por hepatitis B o C, enfermedad hepatica, enfermedades sistémicas y/o

tratamiento con farmacos distintos de los antituberculosos que puedan inducir

42



hepatotoxicidad. Los 377 participantes (207 hombres y 170 mujeres) completaron

su tratamiento antituberculoso.

111.4.2. Consideraciones éticas

Todos los procedimientos descritos en el presente estudio han sido previamente
revisado y aprobado por el Comité Institucional de Etica de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia (numero de aprobacion 201091). Todos los participantes de
estudio firmaron un consentimiento informado autorizando el uso de su

informacion.

111.4.3. Procedimientos de estudio

111.4.3.1. Diseiio del Estudio y Recoleccion de Datos

Se trata de un estudio transversal y observacional, con 377 pacientes tuberculosos,
de ambos sexos, con edades entre 15 y 50 afios, que fue el grupo etario con mayor
prevalencia de tuberculosis y el econdmicamente activo, que residian en el area de

estudio (66).

Hemos seleccionado una subpoblacion con las caracteristicas sociodemograficas

mas prevalentes de la poblacion general.

Ficha de recoleccion de datos: Fue disefiada para posibilitar la recoleccion de

caracteristicas sociodemograficas, asi como resultados clinicos, a partir de las
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historias clinicas, en la poblacién estudiada. La ficha de recoleccion de datos fue
aceptada por el CIEI-INS. Dos enfermeras, entrenadas por el investigador principal,
recogieron la informacion. Las historias clinicas recolectadas fueron analizadas por

un epidemidlogo y un bioestadistico.

Muestras de Sangre: Después del completar la ficha de recoleccion de datos, se
obtuvieron muestras de sangre periférica (4 ml) de los 377 pacientes del estudio

madre.

Como se trata de un analisis de datos previamente recolectados, se considerd
pertinente calcular el poder estadistico para evaluar la hipdtesis de investigacion.
Se obtuvo una potencia del 92.6% al comparar la diferencia de la probabilidad
media de la variable desenlace entre dos categorias de la variable independiente
(genotipo silvestre y nulo). Se supone una relacién de 0.03 entre genotipos silvestre
y nulo y una probabilidad de presencia de DILI con genotipos silvestre y nulos, de

0.15y 0.55, respectivamente; segin datos publicados (81).

111.4.3.2. Métodos de laboratorio

El ADN genémico se extrajo de la sangre periférica de los 377 participantes
utilizando el kit de extraccion de ADN genomico QIAamp DNA Blood Mini Kit
(Qiagen, Alemania). Las regiones de ADN gendmico seleccionadas para el analisis
de cada gen incluyeron los genes GSTT1 y GSTMI1. Estas regiones fueron

amplificadas por PCR utilizando el kit Platinum Taq DNA polimerasa (Invitrogen,
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EE. UU.) y los siguientes cebadores: 5"-GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC-3 y
5-GTTGGGCTCAAATATACGGTGG-3" para el gen GSTM1 y los primers
especificos 5-TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3 y 5-
TCACCGGATCATGGCCAGCA-3" para el gen GSTT1 (90). Los productos de
PCR se revelaron mediante la presencia de bandas usando electroforesis en gel de
agarosa, las bandas seran tamafio de 215 y 480 pb, dependiendo del genotipo GST,

designdndose como bandas marcadoras de GSTM1 y GSTT1, respectivamente.

111.4.3.3. Andlisis de variables

La presencia de DILI (si/no) fue el desenlace. Esta informacion fue recolectada de
la historia clinica de cada paciente y fue diagnosticada por un médico. El perfil
hepatico se mide a los 2 meses de iniciado el tratamiento en todos los pacientes con
tuberculosis sensible en el Perd (MINSA, 2013). La hepatotoxicidad se definid
como niveles elevados de aminotransferasas y se identifico como tres veces mayor
que antes de iniciar el tratamiento de la TB, con sintomas asociados a hepatitis. Se
consideraron sintomas la aparicion de ictericia, nauseas, vomitos, dispepsia y
astenia (55). Los valores de referencia adoptados fueron AST — 36 UI/mL y ALT —

32 Ul/mL, de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Targa 3000®).

El genotipo GST, exposicion de interés, se clasificé en “silvestre y nulo”. El
genotipo GST esta definido como la informacion genética de los fragmentos de
ADN de los genes GSTT1 y GSTM1 para reducir la actividad de compuestos

potencialmente toxicos con macromoleculares celulares. Las otras covariables se
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agruparon en 1) datos demograficos (género y edad), 2) consumo de alcohol, 3)
colesterol, 4) hemoglobina, 5) glucosa, 6) indice de masa corporal (IMC), 7)
acelitador NAT2 y 8) genotipo CYP2EL. Todas las covariables se obtuvieron en el

momento de la entrevista o a partir del procesamiento de las muestras bioldgicas.

8

Habitos_nutricionales

Q

Hemoglobina

.

O\l>

Talla

Colesterolemia

/gnmmia
\
Reaccion adversa a farmacos antituberculoso

Genoma_paciente \
XCGHOUDO-HCE"lﬂdOf-NATZ Genotipo_acetilador_CYP2E1 Genotipo GST

Sexo Fracaso_tratamiento_antituberculoso

Figura 3: Diagrama Aciclico Generalizado (DAG) de asociacion entre genotipo

GST y presencia de reaccion adversa en pacientes con diagnostico de tuberculosis.

*Variables no medidas en el estudio primario (circulos morados): se incluyen para
determinar posibles variables confusoras y pre-desenlace. Variable exposicion
principal (Genotipo GST). Variable desenlace (RAFA). Co-variables (circulos

azules)
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111.4.4. Andlisis estadistico

Se utilizé la prueba de chi-cuadrado o, cuando fue necesario, la prueba exacta de
Fisher para comprobar la significacion estadistica de las diferencias en la
distribucion de frecuencias de las variables y el equilibrio de Hardy-Weinberg. Se
realizd un analisis de regresion logistica y la magnitud de las asociaciones se
expresd mediante la razén de posibilidades (OR) como una estimacion del riesgo
relativo, con un intervalo de confianza del 95% de regresion. Esta estrategia es
correcta cuando la prevalencia de la enfermedad o condicidn de interés que se esta
estudiando es pequefia (DILI : 3.4-13%), ya que la OR daria un valor préximo a la
Razon de prevalencias (PR)(70). Pardmetros sociodemograficos y parametros con
valores de p < 0.2 en analisis univariados se incluyeron en el modelo multivariado.
El andlisis de datos se realizdé con Stata v15 (StataCorp, College Station, TX)

considerando una significacion estadistica de p < 0.05.
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1VV.5. Resultados

Ningun paciente fue excluido del estudio. Esta cohorte era predominantemente

masculina (55%). En 16 de 377 participantes (4.1 %) se les diagnostico DILI, tipo

ADR leve con sintomas que incluyeron nauseas y vomitos/dolor gastrico. En la

tabla 5 se muestra la distribucion de frecuencias de las variables bioldgicas y

clinicas.

Tabla 5: Variables clinicas y bioldgicas de pacientes adultos con diagnostico de

tuberculosis pulmonar sensible en Lima durante los afios 2014 — 2015

Total Reaccion adversa (DILI)
Variables Si No p-Valor
N % N % N %

Sexo
Masculino 207 54.91 10 62.50 197 54.57
Femenino 170 45.09 6 37.50 164 45.43 0.533%
Edad (afios) 24.30* (20.30-30.80)F  24.20*  (20.90 - 29.60)F 0.995°
Consumo de
Alcohol
No 49  13.00 3 18.75 46 12.74
Si 328 87.00 13 81.25 315 87.26 0.346°
Colesterol (mg/dl) 154*  (141.20-185.00)f  169*  (149.00 - 189.00)t  0.214°
Hemoglobina(g/dl) 13.90* (12.20 - 15.60)F  13.60* (12.40 - 14.90)t 0.769"
Glucosa (mg/dl) 89.50* (80.00-95.00)f  83.10*  (77.90-91.10)F 0.084°
IMC (kg/m?) 21.10*  (19.70 - 22.50)F 22* (20.30 - 23.60)t  0.182°
Genotipo GSTM1
Silvestre 199 52.79 6 3.02 193 96.98
Nulo 178 47.21 10 5.62 168 94.38 0.160°
Genotipo GSTT1
Silvestre 263 69.76 10 3.8 253 96.20
Nulo 114 30.24 6 5.26 108 94.74 0.346°

*Mediana. 7(Q1 - Q3)
** Valores perdidos

IMC (indice de masa corporal), GST (Glutation S-transferasa)

Significancia estadistica (p < 0.05).

a. Test chi-square.
b. Test Mann-Whitney.
c. Test exacto de Fisher.
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La prevalencia de los genotipos GSTML1 en la poblacion de estudio fue de 52.79%
y 47.21% para presencia y nulo, respectivamente. En el caso de GSTT1, la
prevalencia de genotipos fue de 69.76% Y 30.24% para silvestre y nulo,

respectivamente.

Por otro lado, los genotipos GSTTM1 y GSTTL1 no se asociaron con DILI y las
frecuencias alélicas de ambos grupos (con y sin reaccion adversa) fueron similares
y se encontraban en equilibrio de Hardy-Weinberg (p > 0.05), lo que sugiere que
estas muestras pertenecian a una poblacion en equilibrio genético. Se utilizé la

prueba de chi-cuadrado o, cuando fue necesario, la prueba exacta de Fisher

En la tabla 6, no existe asociacion entre las frecuencias de genotipos y DILI. No
hay evidencia de que la presencia genotipos variantes de GSTM1, GSTT1 o la
interaccion de ellos, pueda llegar a constituir factores de riesgo o protectores

aislados para desarrollar RAM durante el tratamiento de la TB (p>0.05).
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Tabla 6: Asociacion del genotipo nulo GSTM1y T1 con el riesgo de

hepatotoxicidad inducida por farmacos antituberculosos en poblacién peruana

Reaccion adversa

Si =16 (%) No = 361 (%) OR (1C) p-valor
GSTM1
Silvestre (M+) 6 (3.02) 193 (96.98) -
Nulo (M-) 10 (5.62) 168 (94.38) 1.915 (0.61 - 6.54) 0.211
GSTT1
Silvestre (T+) 10 (3.80) 253 (96.20) -
Nulo(T-) 6 (5.26) 108 (94.74) 1.406 (0.41 - 4.39) 0.518
Ambos GSTM1 and T1 -
M+/T+ 13(3.96) 314(96.04)
M+/T- 7(5.47) 121(94.53) 1.397 (0.46 - 3.87) 0.485
M-/T+ 3(4.92) 61(95.08) 1.188 (0.21 - 4.50) 0.793
M-/T- 3(6.00) 47(96.00) 1.542 (0.27 - 5.90) 0.508

Los datos se representan como n (%).

ATDIH: hepatotoxicidad inducida por farmacos antituberculosos;
OR: razon de probabilidades; IC: intervalos de confianza

Cuando se examinaron los efectos de combinar los genotipos GSTM1, GSTT1,

CYP2ELl y el estado del acetilador NAT2, se encontrd que los pacientes que eran

genotipo silvestre GSTM1, genotipo nulo GSTT1, acetiladores rapidos de NAT2 y

tenian el genotipo CYP2E1 cl/cl tenian un riesgo significativo (OR 11; IC del 95

%: 0.56 — 186.35; p = 0.017) para el desarrollo de DILI en comparacion con la

combinacién mas prevalente entre los genotipos GSTM1, GSTT1, NAT2 y

CYP2EL (Tabla 7).
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Tabla 7: Efectos combinados del estado de acetilador de la N-acetiltransferasa 2

(NAT?2), el genotipo del citocromo P450 2E1 (CYP2E1L) y los genotipos GST

Reaccion adversa

Si =16 No = OR (IC) p-valor
GSTM1 GSTT1 CYP2E1 NAT2 (%) 361 (%)
Silvestre  Silvestre Cl/C1 Lento 3 33 Reference
Nulo Silvestre Cl/C1 Lento 3 33 1(0.12 - 8.02) 1.00
Silvestre Nulo Cl/C1 Lento 0 20 0 (0.00 - 2.28) 0.185
Nulo Nulo Cl/C1 Lento 1 15 0.73 (0.01 - 10.09) 0.795
Silvestre  Silvestre C1/C2 0 C2/C2 Lento 0 27 0 (0.00 - 1.67) 0.124
Nulo Silvestre  C1/C2 0 C2/C2 Lento 0 19 0(0.00 - 2.4) 0.196
Silvestre Nulo Cl1/C2 0 C2/C2 Lento 0 14 0 (0.00 - 3.31) 0.265
Nulo Nulo Cl/C2 0 C2/C2 Lento 2 5 4.4 (0.28 - 47.68) 0.126
Silvestre  Silvestre Cl/C1 Intermedio 0 29 0 (0.00 - 1.55) 0.111
Nulo Silvestre Cl/C1 Intermedio 1 34 0.32 (0.01 - 4.33) 0.317
Silvestre Nulo Cl/C1 Intermedio 0 16 0 (0.00 - 2.86) 0.234
Nulo Nulo Cl/C1 Intermedio 0 13 0 (0.00 - 3.58) 0.283
Silvestre  Silvestre  C1/C2 0 C2/C2 Intermedio 0 15 0 (0.00 - 3.08) 0.249
Nulo Silvestre  C1/C2 0 C2/C2 Intermedio 0 21 0(0.00 - 2.16) 0.174
Silvestre Nulo C1/C20C2/C2 Intermedio 0 7 0 (0.00 - 7.04) 0.428
Nulo Nulo C1/C20C2/C2 Intermedio 0 6 0 (0.00 - 8.36) 0.463
Silvestre  Silvestre Cl/C1 Rapido 0 14 0 (0.00 - 3.31) 0.265
Nulo Silvestre Cl/Cc1 Rapido 2 10 2.2 (0.16 - 21.78) 0.413
Silvestre Nulo Cl/C1 Rapido 2 2 11 (0.54 - 186.35) 0.017
Nulo Nulo Cl/C1 Rapido 0 6 0 (0.00 - 8.36) 0.463
Silvestre  Silvestre  C1/C2 0 C2/C2 Rapido 0 10 0 (0.00 —4.75) 0.345
Nulo Silvestre  C1/C2 0 C2/C2 Rapido 1 3 3.67 (0.05 - 65.57) 0.292
Silvestre Nulo C1/C2 o0 C2/C2 Rapido 1 2 5.5(0.07 - 129.91) 0.170
Nulo Nulo C1/C2 0 C2/C2 Rapido 0 2 0 (0.00 - 28.51) 0.671

Modelos de regresidon logistica ajustados por edad, sexo, glucosa e IMC de los participantes

La combinacion mas prevalente entre los genotipos GSTM1, GSTT1, NAT2 y CYP2E1 en nuestra poblacion
fue tomado como referencia

Significancia estadistica (p <0.05).

Las razones de probabilidad se estimaron mediante un modelo de regresion logistica
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1V/.6. Discusién

La glutation S-transferasa (GST) es un importante componente de las enzimas
metabolizadoras de farmacos de fase Il implicados en la eliminacién de metabolitos
toxicos. Existen varias isoformas del gen GST, los genotipos GSTM1y GSTT1 son
altamente polimorficos entre diversas etnias, asi como, dentro de grupos étnicos

relativamente homogéneos (97,98).

Nuestro estudio en la poblacién limefia analizd la asociacion entre genotipos
GSTM1/GSTT1 y hepatotoxicidad inducida por farmacos anti-TB.

La ausencia de la actividad GSTM1 y GSTT1 causada por mutaciones homocigotas
nulas o deleciones se ha implicado en la lesién hepatica debido a la falta de
proteccion frente a especies oxidantes (99). Las frecuencias de genotipos nulos
homocigotos GSTM1 y GSTT1 en este estudio estaban de acuerdo con otros
estudios en poblacion brasilefia (100), demostrando la consistencia de nuestros

datos.

En la poblacién total el genotipo nulo GSTT1 fue el mas prevalente (69.76%); y no
hubo una diferencia significativa entre pacientes con y sin reaccién adversa a TB,
lo cual concuerda con otros estudios reportados (65,8,89,100); sin embargo, un
estudio llevado a cabo en caucasicos, encontrd una asociacion significativa entre
los genotipos nulos de GSTT1 y la hepatotoxicidad inducida por farmacos

antituberculosos (p = 0.03) (90).
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El porcentaje de pacientes con genotipos nulos GSTM1 con reacciones adversas
fue mas alto que en pacientes sin reaccion adversa; aungue no observamos
asociacion significativa entre genotipos nulos de GSTM1 y DILI anti-TB como se
reporta en pocos otros estudios (89,101). Como vimos anteriormente los genotipos
GSTM1 son altamente polimorficos o variables entre diversas etnias, incluso dentro

de grupos étnicos relativamente homogéneos (94).

La delecion combinada del gen GSTM1 y GSTT1 también ha sido reportado en
estudios anteriores (102,103). En el presente estudio, el porcentaje de individuos
con ambas mutaciones nula de GSTM1y GSTT1 fue mayor en pacientes con DILI
en comparacion con los no DILI (6 vs. 3.96%); sin embargo no se encontrd una
diferencia estadisticamente significativa, concordando con estudios anteriores que
no encontraron una asociacion significativa para GSTM1 nulo y GSTT1 nulo en
pacientes de la india (p = 0.39) y caucasica (p = 0.17) con presencia de DILI anti-

TB (89,90).

El presente estudio es el primero que tengamos conocimiento que examina los
efectos de combinar los genotipos GSTM1, GSTT1, CYP2EL, el estado del
acetilador NAT2 y la presencia de reacciones adversas en poblacion peruana;
encontrando un resultado interesante el genotipo presente GSTM1, genotipo nulo
GSTT1, acetiladores rapidos de NAT2 y genotipo CYP2E1 c1/cl tenian un riesgo
significativo para el desarrollo de ADR y se sospecha que es un factor de riesgo

para hepatotoxicidad inducida por INH.
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Pocos estudios han observado la relacidn entre genotipos GST y hepatotoxicidad
inducida por farmacos antituberculosos (87,90,104). Por ejemplo, Roy Yy
colaboradores (2001) han observado una asociacion significativa tipo factor de
riesgo entre el genotipo nulo homocigoto GSTM1 y la hepatotoxicidad inducida por
farmacos antituberculosos en pacientes indios con tuberculosis (87). Huang y
colaboradores (2007) han encontrado resultados similares en una poblacion china
(104). Sin embargo, la presencia del genotipo nulo homocigoto GSTT1 fue similar

entre los casos y los controles en ambos estudios.

Por otro lado, el mismo andlisis en pacientes espafioles con TB mostré un efecto
contrario; el genotipo homocigoto nulo GSTT1 estaba altamente asociado con
hepatotoxicidad anti-TB inducida por farmacos y no se encontraron asociaciones
significativas entre el genotipo homocigoto nulo GSTM1 y hepatotoxicidad (90).
Esta diferencia se puede explicar debido a que las concentraciones en sangre de los
farmacos antituberculosos y los polimorfismos genéticos varian significativamente

entre poblaciones y/o individuos (64).

Las diferencias en asociaciones entre diversos estudios podrian explicarse también
debido a la diferencia en el disefio del estudio de los proyectos comparados, ya que
algunos fueron caso control, otros transversales y algunos mas complejos de
cohorte. También el origen étnico de las poblaciones estudiadas; asi como, pueden
ser atribuido a varios factores, como diferente tasa de metabolismo y disposicion,

capacidad para desintoxicar xenobi6ticos, susceptibilidad a ciertas enfermedades,
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estado socio econdémico y diferente estilo de vida adquirida (81). Ademas, es
necesario realizar mas estudios con un tamafio de poblacion mas grande para
confirmar de nuestros hallazgos, debido a que el muestreo se realizd en un afio con
un tamafio de muestra pequefio, ademas, la incidencia de hepatotoxicidad inducida
por farmacos antituberculosos es muy bajo y no fue un estudio enddgeno basado en

la comunidad solo en centros de salud.

La fortaleza del presente estudio es la obtencion de un dato fiable de la presencia
de reaccion adversa en forma de hepatotoxicidad a través del diagndstico médico

basado en prueba de laboratorio, evitando de esta manera el sesgo de memoria.

Nuestro estudio presenta algunas limitaciones. Primero, es posible que algunos
pacientes excluidos, con desnutricion, infeccion por el virus de (VIH), enfermedad
hepética alcohdlica o consumo habitual de alcohol, infeccidn por hepatitis B o C o
enfermedad hepética, enfermedades sistémicas y/o tratamiento con farmacos
distintos de los antituberculosos que puedan inducir hepatotoxicidad e influenciar

a la asociacion, lo que puede ocasionar un sesgo de seleccion en el muestreo.

Segundo, queda la posibilidad del sesgo de confusién residual, ya que no se
pudieron evaluar variables confusoras importantes como insuficiencia renal o
hiperbilirrubinemia como predictor de mal pronostico o muerte (105), diabetes
mellitus asociada a mayor lesion hepatica inducida por RAM y atenua la

hepatoproteccion por silimarina en su tratamiento (106,107) y genotipos en otras
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regiones genéticas asociadas PXR, CAR, CYP2B6, ABCG2, UGT1ALl Yy otras, que
sugieren que las enzimas metabolizadoras de farmacos reguladas por estos genes
estan involucradas en la presencia o ausencia de DILI, segin la poblacion de
estudio. (108-111), Asi también, otras variables que no hubieran podido medirse
dada la naturaleza del disefio, como abandono o término del tratamiento
antituberculosos. Estas variables se podrian considerar confusoras en siguientes

estudios para su evaluacion.

La poca cantidad de DILI, hace que el resultado del estudio de efectos combinados
de los genotipos GSTM1, GSTT1, CYP2ELl y presencia de DILI, sean muy
variables estadisticamente con el cambio de una sola cifra en alguno de los grupos
de pacientes (con o sin DILI), por lo tanto se recomienda futuros estudios para

comprobar la asociacion.

Considerando la baja potencia estadistica, debida a la poca cantidad de DILI, se
podria haber aplicado un estudio caso control, el cual es un tipo de disefio ideal para
eventos poco frecuentes y seleccionando pacientes controles con caracteristicas
sociodemograficas similares y que reciben tratamiento en el mismo centro de salud
0 DISA; en estas ocasiones, un aumento del nimero de controles puede conllevar
el aumento de la potencia del estudio para detectar las asociaciones. Luego de esta
evaluacion, cuando la potencia es baja, no conviene elevar el nUmero de controles.
De la misma manera para evitar factores de confusion, se suele recurrir a técnicas

como la estratificacion o el emparejamiento (aumentar potencia). Es asi que un
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disefio tipo caso control anidado permitiria compensar en cierta medida el posible

sesgo de seleccidn al elegir controles que a posteriori sean considerados casos.

La inferencia para poder generalizar los resultados obtenidos en esta muestra de
pacientes a un grupo mayor de individuos o poblacién general, esta sujeta a cierto
error de muestreo; sin embargo, debemos sefialar que las regiones genéticas
analizadas en la presente investigacion no se han reportado como asociadas al
desarrollo de la enfermedad tuberculosis y son de tipo estables a través de los
individuos. Finalmente, los factores demograficos sélo fueron evaluados una vez al
iniciar el estudio, se recomienda hacer un seguimiento al participante para evaluar

posibles cambios de factores de exposicién demograficos asociados.
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Capitulo V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En nuestro estudio, encontramos que el 38% de la poblacién de estudio tenia un
fenotipo acetilador NAT2 intermedio, y que era mas frecuente en pacientes sin DILI

gue en pacientes con DILI.

También reportamos que la combinacion de acetiladores NAT2 intermedios y
genotipo CYP2E1 cl/cl tuvo una proteccion significativa contra el desarrollo de
DILI en comparacion con la combinacion méas prevalente en nuestra poblacién
(acetilador NAT2 lento y genotipo CYP2E1 cl/cl). Este fenotipo no afecta la
respuesta terapéutica y se sospecha que es un factor protector de la hepatotoxicidad

inducida por INH en pacientes peruanos.

El presente estudio es el primero que examina los efectos de combinar los genotipos
GSTM1, GSTT1, CYP2EL, el estado del acetilador NAT2 y la presencia de
reacciones adversas; encontrando un resultado interesante el genotipo presente
GSTML, genotipo nulo GSTT1, acetiladores rapidos de NAT2 y genotipo CYP2E1
cl/cl tenian un riesgo significativo para el desarrollo de ADR y se sospecha que es
un factor de riesgo para hepatotoxicidad inducida por INH; sin embargo, esta
asociacion debe ser comprobada en futuros estudios con mayor cantidad de

pacientes con DILI.
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Creemos que el impacto de nuestro estudio reporta al genotipo NAT2 rapido como
un candidato, a ser comprobado por futuros estudios, como un factor de riesgo para
el desarrollo de DILI y deberia ser especialmente monitorizado en el tratamiento

antituberculoso en la poblacién de estudio.

Las discrepancias y coincidencias de nuestros resultados en relacion a anteriores
reportados se debe a la diferencia en el disefio del estudio, asi como en el origen
étnico de las poblaciones estudiadas: De la misma manera pueden ser atribuido a
varios factores, como diferente tasa de metabolismo y disposicién, capacidad para
desintoxicar xenobidticos, susceptibilidad a ciertas enfermedades, socio estado

economico y diferente estilo de vida habitat adquirido.

Algunas limitaciones de un estudio observacional es la baja incidencia de
hepatotoxicidad inducida por farmacos antituberculosos reportada; se debe
considerar un estudio multicéntrico para representar mejor a la poblacion estudiada
y para incluir tantos casos de DILI como sea posible. Por ello, estudios futuros
deben considerar un estudio de cohorte prospectivo en pacientes con TB con

diferentes genotipos NAT2, CYP2y GST para confirmar nuestros hallazgos.

Debemos de considerar la reevaluacion de estas dosis basdndonos en los genotipos
de nuestra poblacién y/o de cada individuo; por ejemplo, genotipos metabolizadores
rpidos aumentar la dosis y genotipos metabolizadores lentos disminuirla, como se

ha realizado en ensayos clinicos en otro paises como Japén donde se demuestra el

59



beneficio en la reduccién de los efectos adversos de pacientes en tratamiento
estandar y pacientes en tratamiento modificado basado en los genotipos de

metabolizacion de drogas de isoniazida.

De la misma manera algunos paises como Brasil han implementado el uso de dosis
fijas combinadas para el tratamiento de la tuberculosis sensible, para reducir la
drogoresistencia y el fracaso de tratamiento; sin embargo, para su implementacion
en un pais como el nuestro se recomienda evaluar la biodisponibilidad de los
farmacos en los pacientes, realizar pruebas de sensibilidad durante el tratamiento

como complemento de los estudios farmacogenéticos.

Este es el primer estudio de farmacogenética realizado en una poblacion mestiza
donde el componente ancestral es mayor del 50% nativo. Los hallazgos basados en
el tipo de fenotipo (metabolizador lento o rapido) en relacién a su polimorfismo
genético, muestra que los resultados son diferentes a los encontrados en otras
poblaciones con un componente ancestral diferente. Si el tratamiento es inadecuado
puede fracasar, provocar hepatotoxicidad y drogorresistencia. En un futuro cercano,
la determinacion del genotipo metabolizador debe de incluirse en el protocolo de
evaluacion para asi dar una medicina personalizada adecuada que incremente la
eficacia y disminuya los efectos secundarios. Creemos que el futuro tratamiento de
la tuberculosis podria personalizar las dosis de farmacos de acuerdo con los perfiles
de polimorfismo de los pacientes. Se requieren mas estudios con poblacion peruana

y tamafios de muestra mas grandes, que se realicen en una serie de afios, basado en
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casos en la comunidad y centros de salud para incluir tantos casos de DILI como

sea posible y poder confirmar nuestros hallazgos.
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ANEXOS



Tabla Suplementaria S1: Frecuencias alélicas de los polimorfismos NAT2 y

CYP2EL1 en una poblacion del estudio madre (n = 395)

G Alelo Sustitucion Frecuencia Alélica
en . SNP Posicion de 0
(Haplotipo) aminoacido (95% IC)
NAT2*4 Silvestre 0.111 (0.089-0.134)
NAT2*13  rs1041983  ¢.282C>T Y4y 0.397 (0.363-0.432)
NAT2*5  rs1801280 ¢.341T>C 1114T 0.247 (0.216-0.278)
NAT2 NAT2*11  rs1799929  c.481C>T L161L 0.329 (0.296-0.363)
NAT2*6  rs1799930  ¢.590G>A R197Q 0.138 (0.113-0.163)
NAT2*12 rs1208  c.803A>G R268K 0.228 (0.198-0.258)
NAT2*7  rs1799931  c.857G>A G286E 0.356 (0.322-0.390)
* - 0.79359 (0.765-0.823)
CYP2E1L CYP2E1*1A Silvestre
CYP2E1*5B  rs2031920 c.-1053C>T 0.206 (0.177-0.235)




Tabla Suplementaria S2: Frecuencia genotipica de los genes NAT2, CYP2E1 y

en la poblacion del estudio madre (n = 395)

Frecuencia
Gen Homocigota
Frecuencia  silvestre Frecuencia Heterocigota (proporcion, 95%

Alelo (proporcion, 95% IC)  (proporcion, 95% IC) IC)
NAT2*13 C/C: 142 C/T: 192 T/T: 61
(C282T) (0.359, 0.312-0.407) (0.486, 0.437-0.535) (0.154, 0.119-0.190)
NAT2*5 T/T: 229 T/C: 137 C/C: 29
(T341C) (0.580, 0.531-0.628) (0.347, 0.300-0.394) (0.073, 0.048-0.099)
NAT2*11 CIC: 196 CI/T: 138 T/T: 61

NAT2 (C481T) (0.496, 0.447-0.546) (0.349, 0.302-0.396) (0.154, 0.119-0.190)
NAT2*6 G/G: 303 G/A: 75 AJIA: 17
(G590A) (0.767, 0.725-0.809) (0.190, 0.151-0.229) (0.043, 0.023-0.063)
NAT2*12 AJA: 268 AlG: 74 G/G: 53
(A803G) (0.678, 0.632-0.725) (0.187, 0.149-0.226) (0.134, 0.101-0.168)
NAT2*7 G/G: 210 G/A: 89 AJA: 96
(G857A) (0.532, 0.482-0.581) (0.225, 0.184-0.267) (0.243, 0.201-0.285)

CYP2EL CYP2E1*5B(C CIC: 250 C/T: 119 TIT: 21

-1053T)

(0.641, 0.594-0.688)

(0.359, 0.312-0.406)

(0.076, 0.032-0.076)




Tabla Suplementaria S3: Distribucion de alelos NAT2 entre la poblacion peruana

estudiada en el estudio madre en comparacion con varias poblaciones humanas.

Poblacion Peru Brazil Meéxico Espafa
(estudio madre)  (2016)  (2012) (2011)

NAT2*4
(Silvestre) 0.111 0258 0306  0.186
NAT2*13 (C282T) 0.099 0.008  0.008 ]
NAT2*5 (T341C) 0.420 0.446  0.312 0.417
NAT2*11 (C481T) 0.035 - _ ]
NAT2*6 (G590A) 0.099 0.150  0.174 0.292
NAT2*12
(A803G) 0.013 0.023  0.048 -
NAT2*7 (G857A) 0.223 0.096  0.140 0.106




