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RESUMEN

Objetivo: Relacionar los fenotipos acetiladores del gen NAT2 con la injuria
hepatica inducida por farmacos antituberculosos (IHIMA) en pacientes peruanos.
Metodologia: Se evalud pacientes tuberculosos con y sin injuria hepatica (30 en
cada grupo) segun criterio Drug-Induced Liver Injury Network (DILIN). Se emple6
técnicas moleculares como RFLP, Secuenciamiento Sanger, NGS (Target
sequencing y Exome sequencing) para registrar los diferentes genotipos de NAT2.
El andlisis bioinformético incluyd la anotacién de variantes genéticas conocidas y
nuevas con diversas herramientas de prediccion clinico utilizando los programas
VarScan, VEP, SnpEff y SnpSift.

Resultados: Se evalué las variantes rs1799929, rs1799930 y rs1799931 para
definir fenotipos acetiladores del gen NAT2, encontrandose diferencias no
significativas entre el grupo IHIMA (SA=43%, 1A=43% y RA=14%) y No-IHIMA
(SA=40%, IA=56% y RA=4%) con un OR 1.14 95% IC [0.41-3.2] p= 0.7934.
También se encontraron cuatro variantes nuevas que se desconoce su relacion
con la condicion IHIMA.

Conclusion:

No existe relacion los fenotipos acetiladores del gen NAT2 con la injuria hepatica
inducida por farmacos antituberculosos (IHIMA) en esta muestra de pacientes
peruanos, sin embargo, es importante destacar que los fenotipos acetiladores

NAT?2 lento, tienen una frecuencia media en ambos grupos IHIMA y No-IHIMA.

Palabras clave: Tuberculosis, IHIMA, gen NATZ2, fenotipos acetiladores
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ABSTRACT

Objective: Relate the acetylating phenotypes of NAT2 gene with liver injury
induced by anti-tuberculosis drugs (IHIMA) in Peruvian patients.

Methodology: Tuberculosis patients with and without liver injury (30 in each
group) were evaluated according to the Drug-Induced Liver Injury Network (DILIN)
criteria. Molecular techniques such as RFLP, Sanger Sequencing, NGS (Target
sequencing and Exome sequencing) were used to record genotypes and alleles of
the genetic variants of the gene. Bioinformatic analysis included annotation of new
and known genetic variants with various clinical prediction tools using the VarScan,
VEP, SnpEff and SnpSift programs.

Results: Variants rs1799929, rs1799930 and rs1799931 were evaluated to define
acetylating phenotypes of NAT2 gene, finding non-significant differences between
the IHIMA group (SA = 43%, IA = 43% and RA = 14%) and Non-IHIMA (SA = 40%,
IA = 56% and RA = 4%) with an OR 1.14 95% CI [0.41-3.2] p = 0.7934. Four new
variants were also found that are not related to IHIMA.

Conclusion:

There is no relationship between the acetylating phenotypes of NAT2 gene with
liver injury induced by antituberculous drugs (IHIMA) in this sample of Peruvian
patients, however, it is important to highlight that the slow and intermediate NAT2
acetylating phenotypes have an average frequency in both IHIMA and No-IHIMA

groups.

Keywords: Tuberculosis, IHIMA, NAT2 gene, acetylators phenotypes.



l. INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad pulmonar infectocontagiosa, cuya primo-
infeccion se da en el pulmoén y posteriormente puede invadir otros érganos del
cuerpo, causada por la bacteria Mycobacterium tuberculosis (Mtb) causante de la
mayor morbilidad y mortalidad que ha afectado a la humanidad a lo largo de su
historia. Se trasmite a través de aerosoles contaminados de bacilos de una

persona infectada a otra sana por via aérea ™.

Segun la Organizacibn Mundial de la Salud (OMS), hasta el 2018, estimé
aproximadamente 10 millones de casos nuevos registrados a nivel mundial, esto
depende de la carga de morbilidad de cada pais, desde menos de 5 a mas de 500
nuevos casos por 100 mil habitantes. Otro problema grave es la tuberculosis
farmacorresistente, donde se estimé que medio millon de casos nuevos de

tuberculosis son resistentes a rifampicina .

En el Perq, la TB ocupa el décimo quinto lugar de las causas de muerte y estimo
37 mil casos de TB, con una tasa de incidencia de 119 casos /100 mil habitantes y
2 mil defunciones *. En el 2015 el 80% de los casos fueron registrados en Lima
Metropolitana (80.5%) (Lima Este, Lima Ciudad y Lima Sur), El Callao (86%), La
Libertad (42.6%), Loreto (66.2%), Ica (70.5%), Junin (26.3%), Lambayeque
(38.4%), Arequipa (25.3%) y Ucayali (104%). Asimismo, se notificaron el 70,2%
de MR-TB y el 75% de los casos de TB con resistencia extendida (XR-TB) *. En
tanto, el Ministerio de Salud (MINSA) enfoca programas de prevencion y cuidado
en el control de la TB, lamentablemente la inespecificidad, inexactitud y retraso en

el diagnéstico causa abandono e incremento de cepas resistentes de MTB.*>.

Segun el MINSA, el tratamiento estandar usa una combinacion de farmacos de
primera linea (isoniazida, rifampicina, pirazinamida y etambutol) y segunda linea

(fluoroquinolonas, kanamicina, capreomicina y amikacina) 2.

El mecanismo farmacoldgico de la rifampicina es bactericida sobre Mycobacterium

tuberculosis y presenta actividad variable frente a otras especies atipicas. Inhibe la
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ARN-polimerasa dependiente de ADN de las cepas bacterianas sensibles, sin
afectar los sistemas enzimaticos del hospedero. La isoniacida también es
bactericida sobre aquellas poblaciones bacterianas de crecimiento acelerado,
donde su mecanismo de accién es la inhibicién de la sintesis de acido micdlico,
componente importante de la pared celular bacteriana. La pirazinamida es por
medio de la inhibicién del sistema FAS | en la sintesis del acido micdlico de la
micobacteria..El etambutol, en el interior de la bacteria, suprime la sintesis de
ARN-polimerasa en el proceso de multiplicacion.>®

La eficacia de los farmacos siguen un ciclo metabdlico, sin embargo, algunos
pacientes sufren reaccion adversa produciendo hepatoxicidad que conlleva a
injuria hepética. La Isoniazida y pirazinamida son los principales farmacos

involucrados en el inicio de estos procesos toxicos °.

En términos genéticos, denominamos genotipo a la informacidon genética que
posee un organismo . Fenotipo son las caracteristicas fisica visibles de en un
determinado ambiente. Un alelo es cada una de las dos o mas variantes de un
gen, un individuo hereda dos alelos para cada gen, uno del padre y el otro de la
madre, es decir, el genotipo es el conjunto de alelos, siendo elhaplotipo la
combinacion de uno a varios alelos (REF).

Tabla 1. Fenotipos acetiladores de acuerdo a los genotipos del gen NAT2.

NAT2 *5 NAT2 *6 NAT2 *7 Genotipo acetilador Estado acetilador
KPNI rs1799929 TAQI rs1799930 BAMHIrs1799931

cc GG GG NAT2 *4/4 RA (rapido)
cT GG GG NAT2 *4/5 IA (intermedio)
cc AG GG NAT2 *4/6 1A

CcC GG AG NAT2 *4/7 1A

T GG GG NAT2 *5/5 SA (lento)
cT AG GG NAT2 *5/6 SA

cT GG AG NAT2 *5/7 SA

cc AA GG NAT2 *6/6 SA

cc AG AG NAT2 *6/7 SA

cc GG AA NAT2 *7/7 SA

Fuente: Xiang et al, 2014. doi:10.1371/journal.pone.0085905 °.
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La injuria hepatica inducida por medicamentos antituberculosos (IHIMA), llamada
también lesion o dafio hepatico, se origina por la reaccibn adversa a
medicamentos, siendo fatal si no se detecta a tiempo. A nivel hepatico, la
Isoniacida, la rifampicina, la pirazinamida y el etambutol promueven muerte celular
programada (apoptosis), inhibicion de la respiracibn y/o beta-oxidacion
mitocondrial, bloqueo de las bombas de transporte celular, excrecion de los
metabolitos o residuos durante el tratamiento (quimioterapia).?* Por tanto, es
importante conocer los parametros bioquimicos de los hepatocitos en el ser
humano, tales como las transaminasas, fosfatasa alcalina (FA), bilirrubina vy
gamma glutamaltransferasa (GGT). En este sentido, la Alaninoaminotransferasa
(ALT), se encuentra en el interior de las células hepéticas, pero cuando el higado
se inflama o se lesiona, libera esta enzima en el torrente sanguineo. Asimismo, la
elevacion de la FA sugiere una obstruccién de las vias biliares, la elevaciéon de la
bilirrubina indica destruccion de glébulos rojos y el incremento de la GGT induce
hiperactividad de las mitocondrias. Estas enzimas en conjunto estan asociadas
mutuamente para determinar el diagnéstico de injuria hepatica basado en el

criterio de Drug-Induced Liver Injury Network (DILIN) %,

IHIMA estaria determinada por variantes genéticas, como el polimorfismo del gen
N-acetyltransferasa 2 (NAT2) las cuales son: rs1799929, rs1799930 y rs1799931,
las cuales permite establecer fenotipos acetiladores lentos (SA: ambos alelos
mutados), intermedios (IA: un alelo normal y otro mutado) y rapidos (RA: alelos

normales o wild type) (Tabla 1)"®.

El gen NAT2 se localiza en el cromosoma 8, del brazo p, de la region 22. Otros
estudios, proponen una nueva clasificacién fenotipica,, indicando a los haplotipos
NAT2*6 y NAT2*7 como acetiladores ultra bajos en relacién al haplotipo NAT2*5
2425 ademas, fue demostrado que el fenotipo acetilador lento podria ser un

posible factor de desarrollo de tumores y leucemias °.

Asi mismo, varios autores realizaron estudios meta analiticos del gen NAT2

relacionado con la hepatoxicidad, determinando que el fenotipo SA con la
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intervencion de la primera linea de farmacos antituberculosos conlleva al dafio
hepatico y con alto riesgo de IHIMA 3% En personas con fenotipo SA, la
enzima NAT2 acetila farmacos antituberculosos lentamente, generando altas
concentraciones de medicamentos en el plasma, y la activacion metabdlica de la
acetil hidracina se satura y no genera diacetilhidrazina (metabolito no toxico), por
tanto se acumula residuos toxicos y esto aumenta el efecto de hepatoxicidad. En
cambio, en las personas con fenotipo RA, la reaccién es instantanea y reduce el

efecto toxico. (Figura 1) ***7.

N

z NH,
_NH, Rydrolysis I
Qzal Amidase NH,
Isoniazid (INH) Hydrazine (Hz)
&
NAT2 NAT2 22 o
V4
N\.
J = & : NH-COCH, CYP2E 1 Toxie reactive metabolite
ydrolysis —
o E’NH'OOC"‘ Amidase NH,
Acetyl isoniazid (AcINH) Acetyl hydrazine (AcH2) GST
NATZ2
Removal of toxic
reactive metabolites
h;H—COCH,
NH-COCH,
Diacetyl hydrazine

Figura 1. Ciclo bioquimico de la Isoniacida (INH) .

Hasta el momento no se ha estudiado la relacion entre la variabilidad genética del
gen NAT2 y el riesgo de padecer IHIMA en la poblacion peruana. Debido a que las
variantes genéticas se encuentran repartidas en diferentes proporciones en los
diferentes paises, estudios de Europa o Africa no van a tener la misma validez en
paises sudamericanos. Por tanto, determinar las variantes predisponentes en las

poblaciones peruanas tendra validez para pacientes con nuestro perfil genético,
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puesto que en Lima tiene un promedio de 70% de ancestria nativa peruana y casi

100% en las zonas rurales del interior del pais.>

La identificacién del componente genético que predispone el desarrollo de IHIMA
en pacientes peruanos con TB, mediante tecnologia gendmica, es el principal
aporte cientifico de esta investigacion. La identificacion de variantes genéticas con
potencial valor predictivo al desarrollo de IHIMA en pacientes con TB, permitira
prevenir una reaccién adversa que puede dafar irreversiblemente el higado o
causar la muerte. Lo anterior constituye el principal aporte practico de este

estudio.
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Hipotesis de investigacion:

Existe relacion entre los fenotipos SA, 1A y RA del gen NAT2 y la injuria hepatica
inducida por farmacos antituberculosos en pacientes peruanos atendidos en

Hospital Guillermo Almenara, durante el periodo 2016-2017.

Objetivo general:

Determinar la relacion entre los fenotipos acetiladores, generados por las variantes
genéticas del gen NAT2, y la injuria hepatica inducida por farmacos

antituberculosos en pacientes peruanos.

Objetivos especificos:

e Caracterizar la injuria hepatica en pacientes con TB, en base a los
parametros bioquimicos considerados por el Drug-Induced Liver Injury
Network.

e Determinar la frecuencia de los genotipos y alelos de los rs1799929,
rs1799930 y rs1799931 del gen NAT2 en base a IHIMA y No-IHIMA.

e Relacionar los fenotipos acetiladores de rs1799929, rs1799930 y rs1799931
con las manifestaciones clinicas de IHIMA y No-IHIMA en pacientes con
TB.

15



II. METODOLOGIA

2.1 Tipos de estudio y disefio

Estudio de enfoque cuantitativo, observacional, analitico, transversal, casos y

controles.

2.2 Disefio muestral

2.2.1 Poblacion universo
Se consideran 109 pacientes diagnosticados con tuberculosis, provenientes del
Hospital Guillermo Almenara, durante el periodo 2016-2017.

2.2.2 Poblacion de estudio
Pacientes mayores de 18 afios diagnosticadas con TB. El grupo IHIMA seran

considerados “casos” y el grupo No-IHIMA sera considerado “controles”.

2.2.3 Tamafo de muestra

El calculo del tamafio muestral para este disefio de casos y controles, se utilizo la
frecuencia de exposicion al factor “acetilador lento” NAT2 en los casos (78%) y
en los controles (42%) segun datos de referencia de Mahmoud et al *
considerando un OR de 2.5, un nivel de confianza de 95% y una potencia de 80%,
resultando un tamafio muestral minimo de 28 casos y 28 controles. Finalmente, se
evaluaron en total 60 personas: 30 casos y 30 controles. El reclutamiento de los
pacientes fue a través del método no probabilistico, a través de un muestreo por

conveniencia (Figura 2).
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Personas incorporadas en el
Proyecto Principal

|

[ Personas con Tuberculosis ]

|
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e Datos clinicos incompletos
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| |
v

RFLP

Secuenciamiento Sanger

NGS (Custom Panel-lllumina;

Exome Sequencing)

Figura 2. Algoritmo de seleccion de los 60 participantes incluidos en el estudio como casos (30) y

controles (30).
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2.2.4 Criterios de seleccién
e Criterios de inclusion:

o Pacientes con TB, con y sin injuria hepatica, con tratamiento de
farmacos antituberculosos

o Mayores de 18 afios de edad

o Pacientes que manifiesten su voluntad de participar a través de la

firma del consentimiento informado.
e Criterios de exclusion:

o Pacientes con TB diagnosticados con alguna enfermedad hepatica

preexistente con distinta manifestacion clinica de IHIMA.

2.3 Técnicay procedimientos de recoleccion de datos
2.3.1 Diagnéstico de Injuria Hepética

Los criterios que se utilizaron para el diagnéstico de IHIMA han sido descritos por
el Drug-Induced Liver Injury Network (DILIN).*> Se diagnostica segun los

siguientes criterios:

1. Pruebas bioquimicas hepaticas séricas elevadas antes de iniciar el
tratamiento con el farmaco; elevacion por encima de 5 veces del limite
superior normal de la transaminasa alanina aminotransferasa (ALT) en dos
ocasiones consecutivas.

2. Pruebas bioguimicas hepéticas séricas elevadas antes de iniciar el
tratamiento con el farmaco; elevacion por encima de 5 veces del limite
superior normal de la transaminasa aspartato-aminotransferasa (AST) en

dos ocasiones consecutivas

18



3. En dos ocasiones consecutivas elevacion por encima de 2 veces el limite
superior normal de la fosfatasa alcalina sérica y la bilirrubina total en suero

mayor de 2.5mg/dL.

2.3.2 Procedimiento de recolecciéon de datos

En el Hospital Guillermo Almenara Irigoyen, se colectaron muestras de sangre de
3mL, en tubos BD Vacutainer con EDTA K2. Las muestras se trasladaron al
laboratorio del Centro de Investigacion de Genética y Biologia Molecular (CIGBM),
en la Facultad de Medina humana de USMP. Se asegurd el mantenimiento de la
cadena de frio (4°C), para evitar la degradacioén y la hemdlisis de los componentes

celulares.*?

La extraccion de ADN genomico se realiz6 mediante el protocolo de Salting Out
validado por Miller S. et al, 1987 *®. Para ello, se procedié a la lisis celular que
separa las proteinas y los lipidos. Luego se procedié a lavar con etanol absoluto
(grado molecular) y finalmente con etanol de 70%, con el objetivo de romper la
capa hidratante y exponer los grupos fosfato. Bajo estas condiciones se favorece
la unién con cationes Na+ que reducen las fuerzas repulsivas entre las cadenas
de nucledtidos y permite que el acido nucleico precipite, dejando expuesto la
molécula. ?® Finalmente se diluyé el ADN en buffer TE 10:1 y se cuantificé en el
equipo de Nanodrop. Se utilizaron 100ng/puL para proceder con las siguientes

técnicas moleculares.

El ADN aislado de cada muestra se purificé utilizando el GeneJet Genome DNA
Purification kit (Thermo Scientific, Lot.00377776). Luego se estandariz6 una PCR
convencional para un fragmento de 1093pb del exdn 2 del gen NAT2, dando como
resultado para un volumen final de 25 pL: 0.3pL de Taq ADN polimerasa, 2.5uL de
Buffer taq + KCI, 0.5uL de desoxinucleotidos (dNTPs), 3uL de MgCl, y 0.31puL de
cada primer (Tabla 9). A continuacion, se amplificaron las muestras en el
Termociclador Proflex™ Base (Applied biosystems, cat. 297804898) segun las
siguientes condiciones en el ensayo de PCR: denaturacion de un ciclo a 95°C por
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5 minutos, annealing de 35 ciclos a 95° por 45 segundos, 57°C por 45 segundos y
72°C por 1:30 minutos, y la extension de un ciclo a 72°C por 5 minutos.
Finalmente, se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para identificar
la amplificacion del fragmento del gen NAT2.

2.3.3 Polimorfismo de Longitud de los Fragmentos de Restriccién (RFLP)

El método molecular de RFLP detect6 las variantes alélicas mediante enzimas de
restriccion Kpnl, Taqgl y BamHI, (Thermo Scientific, Lot. 00427256) y se realizé la
digestion de las muestras a 37°C durante toda la noche. Los fragmentos de ADN
se separaron por electroforesis en un gel de agarosa al 2% en una camara
electroforética. El gel se tifid con bromuro de etidio por 30 minutos. Transcurrido el
tiempo, se observo las bandas en los sitios de corte de cada enzima para su

respectivo registro.

2.3.4 Secuenciamiento Sanger

El secuenciamiento Sanger identifico los polimorfismos del gen NAT2. Para ello se
utilizé 3.5 ul de amplificado purificado por cada muestra. Luego se empled el
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems). El producto de
la reaccion traslada a una placa de PCR-96-C de 0.2mL. La Tabla 2 muestra el
master mix del secuenciamiento para el fragmento del gen NAT2.

Tabla 2. Master mix de secuenciamiento para el gen NAT2

Reactivos Volumen
BigDye terminator 2.2 UL
BigDye Buffer terminator 5x 2.0 L
Primer Forward-NAT?2 0.18 pL
Agua de PCR 2.12 uL
Amplificado purificado de ADN 3.5 uL
Total 10 L
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M en condiciones de

Se amplificaron las muestras en el termociclador ProFlex’
denaturacion a 96°C por 1 minuto, 96°C por 10 segundos, para la hibridacién 50°C
por 5 segundos y 60°C por 4 minutos, en un total de 25 ciclos y una extension de
4°C. Al producto purificado de PCR, se afiadioé 2 pyL de la mezcla EDTA 125 mM, 2
uL Acetato de Sodio 3M y 50 L de etanol absoluto, luego se centrifugé la placa a
3500RPM por 45 minutos a 4°C. Segun normativa del protocolo del laboratorio, se
eliminé el sobrenadante mediante una centrifugacion de 1240RPM por un minuto a
4°C, después se agregd 70ul de etanol frio al 70% y se volvio a centrifugar a
3500RPM por 15 minutos. Luego, los productos se resuspendieron con 15 uL de
formamida, siguiente, se denaturalizé a 95°C por 5 minutos en el termociclador y
se coloco inmediatamente en hielo (shock térmico) por 3 minutos y finalmente se
llevé al Analizador genético ABI-3500 (Applied Biosystems, N° de serie 23133-

241).

En la parte del analisis del proceso de secuenciamiento, se exploro las variantes
genéticas por el programa SerialCloner v2.6.1, luego se identificé éstas mediante
la base de datos del NCBI y finalmente se alineé en el programa BioEdit lo cual

determind la posicion de los polimorfismos genéticas del gen NAT2.
2.3.5 Next Generation Sequencing (NGS)

El secuenciamiento masivo NGS (target sequencing y exome sequencing), por el
equipo MiSeq y NextSeq lllumina, se obtuvo paneles genéticos en bruto (librerias
gendmicas) por cada paciente. Para el analisis bioinformatico se realizé un control
de calidad de los READS por medio del programa FASTQC, filtrado de calidad por
medio de los softwares PRINSEQ, TRIMGALORE y TRIMMOMATIC. A
continuacion, se realiz6 un alineamiento con el genoma de referencia HG19
(Cromosoma 37), se procedi6 a la conversion de SAM a BAM (extensiones de
archivos) por medio del programa SAMTOOLS. Se removié las duplicaciones por
el programa PICARD-MarckDuplicates. Luego, la llamada de coordenadas con el

programa PICARD-SORTSAM. Después, la llamada de variantes por medio de
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VarScan y finalmente la anotacién de las variantes genéticas por medio del
programa Variation effect predictor (VEP) y el codigo abierto que anota variantes y
predice sus efectos sobre los genes mediante el uso de un enfoque de bosque a
intervalos (SnpEff).

El almacenamiento de los datos obtenidos se guardo en una hoja de calculo en el
programa Microsoft Excel. Se realiz6 el control de calidad para eliminar datos

incompletos mediante revision simple.

2.4 Procesamiento y andlisis de los datos

La identificacion y clasificacion de los fenotipos acetiladores del gen NAT2 fue en
base a la Tabla 1, las cuales determina a tres polimorfismos genéticos principales:
rs1799929, rs1799930 y rs1799931.° Después de la clasificacién mencionada, el
andlisis de los resultados logro identificar las variables para el estudio principal.

A partir de la historia clinica entre casos y controles se obtuvo las variables
cuantitativas, entre ellas tenemos: “edad” en anos, “pruebas bioquimicas” como la
Alanina aminotrasferasa (alt), fosfatasa alcalina (fa), bilirrubina y gamma glutamil
transferasa (ggt) en valores numéricos. Mientras que las variables cualitativas o
categdricas como la “condicion”, “fenotipos acetiladores” tienen indicacidon
valorizada “cero”, “uno” y “dos” para finalmente ser analizada en el programa
STATAVv12.0 *.

En el programa estadistico, se agregd y se definié las variables dependiendo si
son cualitativas y cuantitativas. Seguido de verificar si las variables tienen
distribucion normal, el resultado fue que no tienen distribucién normal. Se empled
pruebas no paramétricas en todo el estudio. Luego, para la tabla de las
caracteristicas generales y bioquimicas de los casos y controles, se realizdé un
summary de media, desviacion estandar (sd), mediana (p50), rango (max y min)

por condicion.
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Para las variables cuantitativas discretas y continuas, se utilizé la prueba U de
Mann- Whitney y se observo si existe diferencias significativas (p<0.05). En

cambio, para variables categéricas se realizé la prueba de Chi Cuadrado X2.

Para la asociacion entre los fenotipos acetiladores y los casos y controles, se
utilizé las formas cualitativas empleando la prueba de Chi Cuadrado X?y también
se incluyo el analisis de regresion lineal para obtener el Odds Ratio (OR) con el
95% IC (intervalo de confianza).

2.5 Aspectos éticos

El estudio de investigacion es parte del proyecto “Perfil inmunogenémico y
farmacogendmico para determinar la predisposicion a hepatoxicidad por
tratamiento antituberculoso en pacientes peruanos” que abarca el estudio
polimérfico de 100 genes para determinar los fenotipos acetiladores, genotipos y
alelos de los pacientes peruanos y asociarlos entre ellos, también comparar los
resultados con investigaciones internacionales (proyecto 1000 genomas, n=85).
Este proyecto recibié la aprobacion del Comité Institucional de Etica en la
Investigacion de la Facultad de Medicina humana, Universidad de San Martin de
Porres (21 de julio del 2015); con numero de oficio 982-2015-CIEI-USMP-CCM.
Adicionalmente, este trabajo recibié la autorizacion del propio comité (oficio N°
491-2018-CIEI-FMH-USMP). La informacion que se obtendra en la base de datos

sera utilizada para fines de investigacion.

23



[ll. RESULTADOS

3.1 Caracteristicas bioquimicas

El andlisis de los promedios de los valores obtenidos del analisis bioquimico
mostraron los siguientes resultados: En la tabla 3, para las transaminasas, en el
grupo de “casos”, el promedio fue de 300.17+ 361.68 U/L, lo cual es cinco veces
mas que el valor normal; mientras que en el grupo de “controles” el promedio fue
28.87 + 15.31 U/L, siendo el menor valor 10 U/L y el mayor 1780 U/L entre ambos
grupos. Para la Fosfatasa Alcalina (FA), en el grupo de “casos” el promedio fue de
289.87 + 189.2 U/L, dos veces mas que el valor normal, y en el grupo de
“controles” el promedio fue de 152.87 + 142.8 U/L, siendo el menor valor de 73 U/L
y el mayor de 907 U/L entre ambos grupos. Para la Bilirrubina, en el grupo de
“casos” el promedio fue de 1.83 + 1.89 mg/dL, tres veces mayor que el valor
normal, y en el grupo de “controles” el promedio fue 0.6 + 0.32 mg/dL siendo el
menor valor 0.23 mg/dL y el mayor 9.5 mg/dL entre ambos grupos. Para la
Gamma Glutamil Transferasa (GGT), en el grupo de los “casos” el promedio fue
de 279.4 + 263.19 U/L, tres veces mas del limite normal, y en el grupo de
“controles” el promedio fue de 78.37 + 176.81 U/L, siendo el menor valor 11 U/L y

el mayor 1260 U/L entre ambos grupos.

El cuadro resumen de las variables cuantitativas entre el grupo de “casos” y
“controles” se muestra en la Tabla 4. La edad promedio de los casos fue de 37.6 +
14.61 afios y de los controles 42.93 + 19.13. La edad mas frecuente entre ambos
grupos fue 27 afios (casos: minimo 18 afios y maximo 76 afios; controles: minimo
18 aflos y maximo 79 afos). No hubo significacion estadistica respecto a la
comparacion de dada en ambos grupos de estudio (p=0.4549). Con respecto al
sexo, tampoco se detectaron diferencias en la distribucion entre casos y controles
(p =0.4379).
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Tabla 3.

Datos bioguimicos de los casos y controles.

Casos (IHIMA), n(%) Controles (No-IHIMA), n(%) Valor p
DATOS BIOQUIMICOS n=30 n=30
TRANSAMINASAS (ALT)
Promedio 300.17 28.87 0.0001*
Mediana 202 25.5
Desv. Stand. 361.68 15.31
Rango [29-1780] [10-84]
FOSFATASA ALCALINA (FA)
Promedio 289.87 152.87 0.0003*
Mediana 266.5 102.5
Desv. Stand. 189.2 142.8
Rango [73-907] [77-791]
BILIRRUBINA
Promedio 1.83 0.6 0.0001*
Mediana 1.34 0.5
Desv. Stand. 1.89 0.32
Rango [0.4-9.5] [0.23-1.7]
GAMMA GLUTAMIL
TRANSFERASA (GGT)
Promedio 279.4 78.37 0.0001*
Mediana 256.5 35.5
Desv. Stand. 263.19 176.81
Rango [16-1260] [11-998]

ALT: Alanina aminotrasferasa; FA: Fosfatasa alcalina; GGT: Gamma Glutamil Transferasa. Valores

normales: ALT: 10-49U/L, FA: 45-129 U/L, Bilirrubina total: 0.3-1.2 mg/dL, GGT: 0-73 U/L.

*Segun Prueba de U de Mann Whitney.
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Tabla 4. Caracteristicas generales de los casos y controles

Casos (IHIMA), n(%) Controles (No-IHIMA), n(%) Valor p
n=60 30 30
EDAD n=30 n=30 0.4549*
Promedio 37.6 42.93
Mediana 34 36
Desv. Stand. 14.61 19.13
Rango [18-76] [18-79]
SEXO
Femenino 14 (46.67) 17 (56.67) 0.4379**
Masculino 16 (53.33) 13 (43.33)

*Seglin Prueba de U de Mann Whitney. **Segun prueba de Chi cuadrado X*

3.4 Variantes genéticas conocidas y nuevas del gen NAT2

Por medio de las técnicas moleculares como RFLP y Secuencimiento Sanger se
gener6 los genotipos de las variantes genéticas rs1799929, rs1799930 vy
rs1799931, a partir del cual se determind los fenotipos acetiladores NAT2. En la
Figura 3, primero se observa las bandas que define los genotipos por muestra y
segundo las secuencias genéticas que fueron alineadas mediante el programa

Bioedit. Estos procedimientos asignan los genotipos acetiladores NAT2.

A)

30 34 36 59 157158 159 160 161 162
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Figura 3. Aplicacion de las técnicas RFLP y el secuenciamiento Sanger para determinar
los genotipos de las variantes genéticas rs1799929, rs1799930 y rs1799931. A) RFLP
aplicada a las muestras para identificar los genotipos CC, CT y TT en rs1799929; B)

RFLP aplicada a las muestras para identificar los genotipos GG, GA y AA en rs1799930;

C) RFLP aplicada a las muestras rs1799931 para identificar los genotipos GG, GA y AA,
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D) Secuencias de ADN determinadas por secuenciamiento Sanger, alineadas con el

programa Bioedit. Los cddigos Y y R indican la existencia de alteracion genética.

Por medio del andlisis bioinformatico se realizé el proceso de la anotacion de las
rs1799929, rs1799930 y
rs1799931 fueron 96.4% para el grupo de “casos”, mientras que el grupo de

variantes genéticas de NAT2. Las variantes conocidas

‘controles” fue de 97.2%. Sin embargo, las nuevas variantes fueron 3.6% en el

grupo de los “casos” y 2.8% en el grupo de “controles”.

Tabla 5. Variantes genéticas conocidas y nuevas del gen NAT2

ALELO DE
SECUENCIA TIPO DE ALELO TIPO A % REF % VAR
SNPID  “conTEXT  muTacion  CGEN RE';'?EEN MUTADO VARIANTE FOSICION  CLINVAR 5\ Fi0  ALELO
rs1799929 Codificante 21N \amo ¢ T SNV c.481C>T/ NA C=0.66 T=0.34
sinénima p.Leu161=
rs1799930 Codificante 'eiantesin o g A SNy~ GS90G>A/ Respuestaa g3 p-g 47
sentido p.Arg197GIn drogas
rs1799931 Codificante vanantesin > g A sNy  GB857G>A/ Respuestaa 49 Ao 1
sentido p.Gly286Glu drogas
rs1801280 Codificante Vanantesin \,po 1 c sNy  G341T>C/ Respuestaa ;g 5, (g3
sentido p.lle114Thr drogas
rs1041983 Codificante  “2nante o ¢ T SNV C.282C>T/ Respuestaa _ ;4 199
sinénima p.Tyr94= drogas
rs1208  Codificante Vanantesin o g A sNy  GB03G>A/ Respuestaa 4, 563
sentido p.Arg268Lys drogas
NN  Codificante varnantesin i, A c sy G227ACH NN NN NN
sentido p.Tyr76Ser
NN  Codificante  vamante — \ams A c sny  GB9AC/ NN NN NN
sinénima p.Thr23=
NN  Codificante varnantesin o A G SNy C422A>G NN NN NN
sentido p.Lys141Arg
e Variante sin c.584A>G /
NN Codificante “ooric S NAT2 A G SNV S tesaly NN NN NN

SNP ID: Single nucleotide polymorphism- Polimorfismo a variante genética, SNV: Single nucleotide
variant, ClinVar: Significancia clinica, NN: No identificado.

En la tabla 5 se detalla cada mutacion encontrada con sus respectivos indicadores
de secuencia, tipo de mutacion, gen, variante alélica, tipo de variable, posicion,

significancia clinica (ClinVar) y frecuencias poblacionales en Ameérica Latina.
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Para este estudio de investigacion, se analizaron los tres polimorfismos genéticos:
rs1799929, rs1799930 y rs1799931 °.

3.4 Genotipos y alelos del gen NAT2

Las frecuencias de los genotipos y alelos de las tres principales variantes
genéticas se encuentran resumidas en la Tabla 6. El rs1799929 consta de los
genotipos CC, CT y TT, para el grupo de los “casos”, las frecuencias fueron 66.69,
29,96 y 3.35 respectivamente, en cambio en el grupo de “controles” las
frecuencias fueron 46.67, 46,67 y 6.66 respectivamente. Se observa que el
genotipo TT solo posee una a dos personas en ambos grupos. Para la prueba
estadistica en este polimorfismo, resulté no significativo (p=0.1180). Sobre los
alelos C y T, en comparacién con los grupos “casos” y “controles”, resulta

estadisticamente no significativo (p=0.1355).

Tabla 6. Genotipos y alelos del gen NAT2

POLIMORFISMO GENOTIPOS/ Casos (IHIMA), Controles (NO-IHIMA)
GENETICO ALELOS n (%) n (%)

p*
rs1799929 cc 20 (66.69) 14 (46.67)
cT 9 (29.96) 14 (46.67) 0.1180
1(3.35) 2 (6.66)
C 49 (81.67) 42 (70) 0.1355
T 11 (18.33) 18 (30)
rs1799930 GG 27 (90.25) 26 (87.12)
GA 3(9.5) 4 (12.44) 0.6876
AA 0 (0.25) 0(0.4)
G 57 (95) 56 (93.34) 0.6969
A 3(5) 4 (6.66)
rs1799931 GG 10 (34.04) 13 (43.33)
GA 15 (48.62) 16 (53.33) 0.4257
AA 5(17.34) 1(3.33)
G 35 (58.34) 42 (70) 0.1827
A 25 (41.66) 18 (30)

*Seglin prueba x° o test exacto de Fisher. Todas las frecuencias de los genotipos se encuentran en

equilibrio de Hardy-Weinberg.
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El rs1799930 consta de los genotipos GG, GA y AA, para el grupo de los “casos’,
las frecuencias fueron 90.25, 9.5 y 0,25 respectivamente, en cambio en el grupo
de “controles” las frecuencias fueron 87.12, 12.44 y 0.4 respectivamente. Se
observa en ambos grupos que nadie obtuvo el genotipo AA. Para la prueba
estadistica en este polimorfismo, el resultado obtenido resultd estadisticamente no
significativo (p=0.6876). Sobre los alelos G y A, en comparacion con los grupos
‘casos” y “controles”, tampoco se encontraron diferencias estadisticamente

significativas (p=0.6969).

El rs1799931 consta de los genotipos GG, GA y AA, para el grupo de los “casos”,
las frecuencias fueron 34.05, 48.62 y 17.34 respectivamente, en cambio en el
grupo de “controles” las frecuencias fueron 43.33, 53.33 y 3.33 respectivamente.
Se observa que el genotipo AA, solo posee una a 5 personas en ambos grupos.
Para la prueba estadistica en este polimorfismo, resulto no significativo
(p=0.4257). Sobre los alelos G y A, en comparacién con los grupos “casos” y
“controles”, no se encontrd diferencias estadisticamente significativas (p=0.1827).
Todas las frecuencias tanto en el grupo “casos” como “controles”, se encuentran

en equilibrio de Hardy-Weinberg.

La tabla 7 y la figura 4 se resume el fenotipo acetilador en ambos grupos de
estudio. En el grupo de “casos” hubo similitud entre el fenotipo acetilador lento e
intermedio con una frecuencia de 43%, mientras que el fenotipo acetilador rapido
tuvo una frecuencia de 14%. En el grupo de “controles” el fenotipo acetilador
intermedio tiene una mayor frecuencia (56.67%), mientras que el fenotipo
acetilador lento y el fenotipo acetilador rapido tuvieron una frecuencia de 40% y

3.33%, respectivamente.
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Fenotipos
) Casos (IHIMA), (%) Controles (No-IHIMA), (%)
acetiladores

SA 13 (43) 12 (40)
1A 13 (43) 17 (56.67)
RA 4 (14) 1(3.33)

Tabla 7. Sintesis de los fenotipos acetiladores NAT2 del grupo de casos y controles.

16
14

12
2 —

iy
w
=
w

10 —
IHIMA

— — NO-IHIMA

Numero de muestras

o N b~ OO
|

SA IA RA
Fenotipos acetiladores

Figura 4. Namero total de "casos” (IHIMA) y “controles™ (No-IHIMA), agrupados en base a
cada tipo de fenotipo acetilador. SA, acetilacion lenta; IA, acetilacién intermedia,

intermedia, RA, acetilacion rapida.

Se consideré combinar el nimero de participantes con fenotipo acetilador RA e 1A,
en ambos grupos de estudio, respecto al fenotipo acetilador SA, con la intencion
de agrupar aquellos individuos con similitudes en base a sus caracteristicas
generales (Figura 5). El resultado de este agrupamiento indica que las diferencias
no son estadisticamente significativas, con un (p<0,5), OR no ajustado.
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Figura 5. Comparacion entre el grupo de casos (IHIMA) y controles (No-IHIMA) respecto
a los fenotipos acetiladores rapido e intermedio (RA+IA; barra verde) y lento (SA; barra

amarilla). No se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos (X?, p>0.05)

Tabla 8. Asociacién entre los fenotipos acetiladores del gen NAT2 con IHIMA y No IHIMA

Fenotipos HIMA, NO- IHIMA.  OR** 95% IC** Valor pe
acetiladores n(%) n(%) alor
SA 13 (43) 12 (40)
1.14 0.41-3.2 0.7934
(RA)+(1A)  17(57) 18 (60) [ ]
30 (100) 30 (100)

RA: acetilacion rapida, IA: acetilacion intermedia y SA: acetilacion lenta.
* Prueba de X* ** OR crudo
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IV. DISCUSION

La tuberculosis (TB) causada por la bacteria Mycobacterium tuberculosis (Mtb), es
una enfermedad pulmonar infectocontagiosa causante de la mayor morbilidad y

mortalidad que ha afectado a la humanidad a lo largo de su historia *.

Este estudio es el primer ensayo en Perl que determina la variabilidad genética
del gen NAT2 con relacion a la injuria hepética inducida por farmacos
antituberculosos (IHIMA). Para la presente investigacion, el total de muestras
(n=109) corresponde a pacientes con tratamiento antituberculoso procedente del
Hospital Guillermo Almenara durante el periodo 2016 a 2017. En el estudio de
casos y controles, se determind, 30 casos y 30 controles, los cuales cumplieron
los criterios de inclusion y exclusiébn respectivamente. Se analizaron los
rs1799929, rs1799930 y rs1799931 de un fragmento de 1093 pb del gen NAT2,
gue identifico los fenotipos acetiladores necesarios para la descripcion de un
posible perfil genético, es decir, un diagndstico de IHIMA, por participantes.

IHIMA causa el irreversible dafio hepatico que puede ser mortal si no se detecta a
tiempo o también requiere de un trasplante de higado urgente segun el estudio de
Selinski et al #*. Actualmente no existe biomarcador especifico para el diagnéstico
de IHIMA, es necesario varias pruebas bioquimicas, estudios genéticos que hacen
posible su temprana deteccion.*® Lamentablemente el control de la tuberculosis,
los sistemas de prevencion y control son escasos en Peru, por eso hay una alta
incidencia y prevalencia. La administracion de los farmacos de primera linea
(isoniazida, rifampicina, pirazinamida y etambutol) no cumple un tratamiento
ordenado por parte del personal de salud, por ende, la mayoria de los pacientes
abandonan el tratamiento. En este estudio sélo se incluy6 a los participantes que

estaban en tratamiento de primera linea. 3

Los parametros bioquimicos analizados (ALT, fosfatasa alcalina vy
gammmaglutamil- transferasa) tienden a aumentar, indicando alteraciones en la
estructura de las células hepaticas o los conductos biliares segun el estudio de

Garcia Ferrera *°. Siendo estos resultados compatibles con nuestro trabajo en

33



base a los criterios de DILIN *!. Por ejemplo, ALT tiene una media de 300.17 en
los casos, mientras, 28.87 en los controles. También ocurre con la fosfatasa
alcalina que tiene una media de 289.87en los casos, en cambio los controles
tienen 152.87; lo mismo que GGT que tiene una media de 279.4 en los casos y los
controles 78.37 y finalmente la bilirrubina que tiene 1.83 en los casos y los
controles 0.6. Esto comprueba el diagndstico de la injuria hepatica en base a los
valores bioquimicos, segun los criterios DILIN. Por tanto, es importante que los
pacientes se sometan a controles bioquimicos regularmente para prevenir una

hepatoxicidad *"%.

La ALT es mas especifica que la AST para la lesiébn hepatocelular puesto que el
aumento del AST, indica anomalias en el musculo, corazén o rifién *°. En nuestros
resultados no obtuvimos datos de esta enzima por recomendaciéon profesional.

Adicionalmente, Tirapegui et al “°, explican en su investigacién que la
hepatoxicidad severa se produce con mayor frecuencia entre los 15 a 25 afios con
tratamiento antituberculoso de primera linea. Nuestro estudio afirma que el dafio
hepético ocurre con mayor frecuencia de 18 a 33 afios. También Tirapegui, afirma
gue el aumento de la ALT ocurre en mayor frecuencia en personas de mas de 60
afios, siendo las mujeres un elevado grupo de riesgo debido a las reacciones
téxicas y alérgicas *°*®. Sin embargo, nosotros tuvimos un 7% de personas
mayores de 60 afios que presentaron los sintomas de IHIMA y no hubo

discrepancia entre hombres y mujeres de mayor edad.

En nuestro estudio, se analizo el fragmento de 1093pb del gen NAT2 porque es
polimérfico, muestra variabilidad genética, y siendo el responsable del control de la
acetilacion en las reacciones metabdlicas del ser humano. A partir de esto, se
definen los fenotipos acetiladores. En el trabajo se encontré polimorfismos con
significancia clinica los cuales son: 481C>T (rs1799929), 590G>A (rs1799930),
857G>A (rs1799931), 341T>C (rs1801280), 282C>T (rs1041983) y 803G>A
(rs1208) que viene a ser un 94.5%. El resto son variantes no conocidas (5.5%).

Esta variabilidad genética podria ser causa para la condicién de IHIMA “°.
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Estudios en la India indican una susceptibilidad a un alto riesgo de padecer dafios
en el pulmdn, vejiga, cancer de mama y colon por las variantes genéticas NAT2 en

poblacién de diferentes regiones, segun el estudio de Chauhan et al. =

Gracias a la tecnologia del secuenciamiento masivo NGS (Paneles personalizados
— custom panel y secuenciamiento del exoma - Whole exome sequencing) se pudo
obtener a gran escala la anotacion de las variantes genéticas conocidas y nuevas
NAT2, que consiste en etiquetar cada una de las variantes detectadas con su
informacion biologica-funcional. Actualmente estos estudios brindan una gran
cantidad de informacién *°. Nuestro proyecto, empleé el NGS para el gen NAT2,
encontrando variantes nuevas en la region codificante del exén 2, como ¢.227A>C
(p.Tyr76Ser), c.69A>C (p.Thr23=), c.422A>G (p.Lys141Arg) y c.584A>G
(p.Glu195Gly) que representa 0.2% del total. Sin embargo, todavia se desconoce

un posible efecto en relacion a IHIMA.

Se determind la frecuencia de los genotipos del gen NAT2 a partir de la frecuencia
de los alelos comprobandose que las frecuencias de los genotipos en los tres
SNPs, tanto en el grupo IHIMA como No IHIMA, se encuentran en equilibrio de
Hardy-Weinberg. No se encontraron diferencias significativas entre los genotipos
y alelos de los tres polimorfismos genéticos NAT2 evaluados en los casos y

controles.

Segln Bao et al.*°, hicieron varios estudios a nivel mundial sobre la identificacion
de los polimorfismos genéticos con respuesta a farmacos involucrados en la
susceptibilidad de hepatoxicidad inducida por medicamentos antituberculoso.
Recopilando 38 estudios de metaanalisis con 2225 casos y 4906 controles, el
fenotipo acetilador lento NAT2 fue asociado significativamente con un alto riesgo a
IHIMA (p<0.05). Sin embargo, nuestro estudio resulto no significativo entre casos
(n=30) y controles (n=30) con un p=0.7934.

48
l,

El estudio de Wattanapokayakit et a en una poblacion de Tailandia, concluye

gue el acetilador lento del gen NAT2 es determinante para IHIMA. Esta
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investigacidon muestra la asociacion de los casos del fenotipo lento NAT2 71.1%
con los controles 22.4% resultando un OR 8.80 (95% IC 4.01-19.31, p= 1.53x10®)
evidenciando un factor de alto riesgo, también contrasté el |IA entre casos y
controles, del cual obtuvo un OR 0.18 (95% IC 0.08-0.38, p= 5.02x10°®) indicando
un factor protector para IHIMA. Al comparar con nuestros resultados, OR 1.14
(95% IC 0.41-3.2, p=0.7934), se observa que son diferentes, sin embargo es
importante resaltar que el fenotipo acetilador lento NAT2, tiene una frecuencia
media en ambos grupos IHIMA y No-IHIMA.

Las variantes genéticas del gen NAT2 se encuentran distribuidas de manera
diferencial en la mayoria de regiones del mundo. Europa y Asia presentan
frecuencias diferentes respecto a los paises sudamericanos. Europeos, africanos y
la region noreste de Tailandia muestran una alta prevalencia el fenotipo lento

NAT2, muy diferente a los chinos y japoneses que tienen una baja prevalencia *®
49

En el Peru, nuestros datos confirmaron que existe mayor prevalencia de fenotipo
acetilador lento NAT2 (43%) en pacientes con IHIMA. Debido a que la tendencia a
desarrollar IHIMA tiene un componente genético, es posible identificar las
mutaciones predisponentes antes de iniciar el tratamiento para asi prevenir la

reaccion adversa que puede dafar irreversiblemente el higado o causar la muerte.

Las limitantes de esta investigacion es que se analizd tres polimorfismos
principales. Sin embargo, se requiere mayor analisis con cuatro a seis
polimorfismos, para determinar los haplotipos y consecuentemente los fenotipos
para su comparacién con las manifestaciones de IHIMA. Por consiguiente,
nuestros resultados estan circunscritos a las variantes evaluadas, todavia
limitadas y deben ser sujetas a otros analisis. También incrementar el tamafio de

muestra, podria ser un criterio a considerar.

Podriamos deducir que nuestro resultado no significativo, podria incluir el aumento

del nimero de polimorfismos genéticos para obtener una combinacién de 4 a 6
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alelos para identificar el fenotipo acetilador NAT2. Otro, el estudio de otros genes
con predisposicion a IHIMA, donde existen variantes predisponentes y protectoras.

Por tanto, todavia nuestros resultados no son concluyentes °.

Finalmente, es importante seguir determinando las variantes predisponentes a
injuria hepatica en las poblaciones peruanas, debido al background genético en
Lima que tiene un promedio de 70% de ancestria nativa peruana y casi 100% en

las zonas rurales del interior °°.
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CONCLUSIONES

Los parametros bioquimicos ALT, FA, Bilirrubina y GGT, permiten
discriminar los grupos de casos y controles de acuerdo a los criterios
considerados por el Drug-Induced Liver Injury Network, lo que valida la

seleccion de los pacientes con TB que conforman cada grupo del estudio.

La aplicacion de la tecnologia de exoma completo permitio identificar cuatro
nuevas mutaciones del gen NAT2 en los pacientes con TB, distribuidas

entre los casos y controles del estudio.

Los genotipos resultantes de los tres polimorfismos rs1799929, rs1799930 y
rs1799931 que determinan el fenotipo acetilador en el gen NAT2,
analizados de manera individual, no muestran asociacion con la condicion
IHIMA.

No se encontraron diferencias significativas entre los alelos de los tres
polimorfismos genéticos del gen NAT2, determinados en pacientes IHIMA y
no-IHIMA.

. Aunque no se identific6 una asociacion significativa entre los fenotipos
acetiladores de las variantes genéticas del gen NAT2 y las manifestaciones
de IHIMA, existe una tendencia hacia la preponderancia del fenotipo

acetilador lento NAT2 en la muestra peruana en estudio.
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1.

RECOMENDACIONES

Incorporar un sistema de control rutinario, en base a los parametros
bioguimicos de las personas que inician su tratamiento antituberculoso,

para identificar manifestaciones moleculares de injuria hepatica.

Realizar investigaciones en este campo que incluyan un mayor namero de
pacientes y la evaluacion de polimorfismos del gen NAT2 adicionales a los

considerados en esta investigacion, ademas de evaluar otros genes.

Implementar el uso de técnicas de secuenciamiento masivo NGS (paneles
personalizados o0 secuenciamiento del exoma) para obtener datos de
nuevas variantes del gen NAT2 y otros genes para evaluar su posible
relevancia clinica como biomarcadores predictivos de injuria hepatica en

pacientes con TB.
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ANEXOS

Anexo 1: Datos complementarios

Tabla 9. Primers sintetizados para el gen NAT2

Primers Secuencia nucleotidica
NAT2 F 5'GGAACAAAATTGGACTTGG3!
NAT2 R 5TCTAGCATGAATCACTCTGCS3'

Secuencia genética del gen NAT2 N-acetyltransferase 2 (arylamine N-
acetyltransferase) (8p22)

gaacttatgcatgtaaaagggattcatgcagtagaaatactaacaaaagaattactatgacagatacttataaccat
tgtgtttttacgtatttaaaatacgttatacctataattagtcacacgaggaaatcaaatgctaaagtatgatatgtttttat
gttttgtttttcttgcttag GGGATCATGGACATTGAAGCATATTTTGAAAGAATTGGCTA
TAAGAACTCTAGGAACAAATTGGACTTGGAAACATTAACTGACATTCTTGAG
CACCAGATCCGGGCTGTTCCCTTTGAGAACCTTAACATGCATTGTGGGCAA
GCCATGGAGTTGGGCTTAGAGGCTATTTTTGATCACATTGTAAGAAGAAACC
GGGGTGGGTGGTGTCTCCAGGTCAATCAACTTCTGTACTGGGCTCTGACCA
CAATCGGTTTTCAGACCACAATGTTAGGAGGGTATTTTTACATCCCTCCAGT
TAACAAATACAGCACTGGCATGGTTCACCTTCTCCTGCAGGTGACCATTGAC
GGCAGGAATTACATTGTCGATGCTGGGTCTGGAAGCTCCTCCCAGATGTGG
CAGCCTCTAGAATTAATTTCTGGGAAGGATCAGCCTCAGGTGCCTTGCATTT
TCTGCTTGACAGAAGAGAGAGGAATCTGGTACCTGGACCAAATCAGGAGAG
AGCAGTATATTACAAACAAAGAATTTCTTAATTCTCATCTCCTGCCAAAGAA
GAAACACCAAAAAATATACTTATTTACGCTTGAACCTCGAACAATTGAAGAT
TTTGAGTCTATGAATACATACCTGCAGACGTCTCCAACATCTTCATTTATAAC
CACATCATTTTGTTCCTTGCAGACCCCAGAAGGGGTTTACTGTTTGGTGGGC
TTCATCCTCACCTATAGAAAATTCAATTATAAAGACAATACAGATCTGGTCG
AGTTTAAAACTCTCACTGAGGAAGAGGTTGAAGAAGTGCTGAGAAATATATT
TAAGATTTCCTTGGGGAGAAATCTCGTGCCCAAACCTGGTGATGGATCCCTT
ACTATTTAGAATAAGGAACAAAATAAACCCTTGTGTATGTATCACCCAACTCAC
TAATTATCAACTTATGTGCTATCAGATATCCTCTCTACCCTCACGTTATTTTGAA
GAAAATCCTAAACATCAAATACTTTCATCCATAAAAATGTCAGCATTTATTAAAA
AACAATAACTTTTTAAAGAAACATAAGGACACATTTTCAAATTAATAAAAATAAA
GGCATTTTAAGGATGGCCTGTGATTATCTTGGGAAGCAGAGTGATTCATGCTA
GAAAACATTTAATATTGATTTATTGTTGAATTC

NON CODANT

Leyenda: MRNA CDS initiator and stop codon genomic and intronic adjacent

sequences allelic variation
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Tabla 10. Detalle de los valores numéricos del presente proyecto

Condici Sexo, i
Cédigo | 6n, No Fem%nino: Edad Transamin Fglscf;tiiza Bilirrubi ;32\?1% (Q;Sei?lgizc?) (J::Zggggg) (grsrigg?g;) aizqﬁzggr
IHIMA=0 Mascdlino: asa (alt) (fa) na transferasa CC:O,_CT::L, GG=0, 9A:1, GG=0, _GA:l, (fen__ac), S,_A:O,
IHIMA=1 1 (ggt) TT=2 AA=2 AA=2 IA=1, RA=2
TBO1 0 0 26 36 791 0.3 998 1 0 0 1
TB02 1 0 23 132 190 1.5 242 0 0 1 1
TB03 0 1 23 11 95 0.3 56 0 0 1 1
TB04 0 0 27 42 303 0.6 25 0 1 1 0
TBO7 0 0 39 20 81 0.4 26 1 0 0 1
TB08 0 1 41 43 180 0.3 115 1 0 0 1
TB09 0 0 33 84 104 0.6 22 0 0 2 0
TB10 0 0 7 21 366 0.28 73 0 1 1 0
TB101 1 0 32 692 75 0.41 285 1 0 1 0
TB113 1 0 22 29 107 0.6 44 0 1 1 0
TB116 0 0 66 25 118 0.6 37 0 1 1 0
TB12 1 0 36 241 188 0.6 40 0 0 2 0
TB121 0 0 79 21 83 0.3 20 1 1 0 0
TB123 1 1 69 230 256 0.5 173 0 0 2 0
TB126 0 0 53 42 109 0.7 104 1 0 1 0
TB131 1 1 25 174 606 0.9 909 0 0 1 1
TB133 1 0 34 241 505 2.35 310 1 0 1 0
TB134 1 1 76 280 288 25 251 0 1 1 0
TB137 1 1 34 45 398 2.5 34 0 0 0 2
TB138 0 1 23 27 78 1.02 44 1 0 1 0
TB14 0 0 20 20 104 1 21 1 0 1 0
TB143 1 1 32 169 114 1 30 1 0 1 0
TB146 1 1 25 41 217 14 331 0 1 1 0
TB148 1 1 33 244 106 11 93 1 0 0 1
TB149 1 0 30 421 73 0.4 16 1 0 1 0
TB15 1 1 47 141 151 0.5 134 0 0 0 2
TB152 1 1 22 80 348 0.7 325 1 0 1 0
TB153 1 0 57 40 318 2.6 262 1 1 0 0
TB154 0 1 32 16 102 1.7 29 0 0 1 0
TB156 0 0 56 16 343 0.8 11 2 0 0 0
TB158 1 0 59 1780 373 9.5 515 0 0 1 1
TB159 1 1 64 70 566 0.5 278 0 0 1 1
TB160 1 1 31 49 293 3 84 1 0 0 1
TB161 1 1 34 67 907 1.2 1260 0 0 1 1
TB18 1 1 33 99 514 1.48 514 0 1 0 1
TB23 1 0 42 691 263 6.4 366 0 1 1 0
TB27 1 1 18 246 228 2.72 442 1 1 0 0
TB28 1 0 38 470 407 1.1 332 0 0 2 0
TB32 0 0 31 29 78 0.4 15 1 0 1 0
TB33 0 1 70 16 143 0.59 28 0 1 0 1
TB37 0 0 27 10 78 0.4 27 1 0 0 1
TB38 0 1 27 27 140 0.4 40 1 0 0 1
TB42 0 1 30 30 170 0.23 45 0 0 1 1
TB43 0 1 36 43 99 1 96 1 0 0 1
TB44 1 0 34 244 139 1.4 144 0 0 0 2
TB45 0 0 25 16 172 0.5 36 0 0 1 1
TB46 0 0 73 15 103 0.6 34 1 0 1 0
TB48 0 1 60 18 91 0.5 32 0 0 1 1
TB50 0 1 64 44 85 0.9 28 0 0 1 1
TB56 0 0 62 21 148 0.4 44 0 0 1 1
TB59 1 1 49 111 326 15 84 0 0 2 0
TB60 0 1 63 34 7 0.7 23 0 0 1 1
TB67 1 0 40 934 86 0.9 175 0 1 1 0
TB69 0 0 36 26 82 0.46 35 1 0 1 0
TB83 0 0 18 50 98 0.3 86 1 0 0 1
TB84 1 0 36 668 270 2.4 296 0 0 1 1
TB85 0 1 44 42 88 0.33 152 1 0 1 0
TB86 1 1 31 274 90 21 147 1 0 0 1
TB94 0 1 27 21 7 0.8 49 0 0 1 1
TB95 1 0 22 102 294 1.28 266 0 0 2 0

47




Anexo 2. Instrumentos de recoleccion de datos

- Nanodrop lite, espectrofotdmetro, de marca Thermo Scientific, N° de
serie 3723. Precision de absorbancia con una medida de 1.0516, y una

repeticion de absorbancia (con medida de Std. Dev.) de 0.002.

- Proflex™ Base PCR systems 3x32, marca Applied Biosystems, N° de
serie 297804898

- Analizador genético ABI-3500, marca Applied Biosystems, N° de serie
23133-241.

- lllumina (NGS), plataforma de secuenciacion Miseq, longitud del Read
(bp) 2x300, Basede datos de 15 GB.
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Anexo 3: Consentimiento informado

USMP

SA‘N‘MARTI’N DE PORRES

La Molina, 21 de julio d= 2015

Oficio No. 982 - 2015 - CIEI-USMP-CCM

Sefior Doctor

Ricardo Miguel Fujita Alarcén

Director del Centro de Genética y Biologia Molecular
Facultad de Medicina Humana - USMP

Presente

Ref. P-royecto: “Perfil Inmunogenémico y Farmacogenémico para Determinar la Predisposicion a
Hepatotoxicidad por Tratamiento Antibuberculoso en Pacientes Peruanos.”

De mi consideracion:

Es grato expresarle mi cordial saludo y a la vez informarle que en cumplimiento de las buenas précticas

clinicas y la legislacién peruana vigente en materia de investigacién cientifica en el campo de la salud,

el Comité de mi presidencia, en la sesién del 20 de julio evalué y aprobd los siguientes documentos:

e Proyecto: “Perfil Inmunogenémico y Farmacogenémico para Determinar la Predisposicion a
Hepatotoxicidad por Tratamiento Antibuberculoso en Pacientes Peruanos.”

e Consentimiento Informado para el Paciente

Es cuanto informo a usted para su conocimiento y fines que correspondan.

Atentamente,

g dg' Vargas Guerra
Comité Institu o ante

: Comi tucional de Etica en invesy jaciol
dola Universidad e San Martin de Pores - Cli?ic; C"adar.! B

AVG/ABZ/ad
Adjunto (2) documentos sellados
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USMP

SAN MARTIN DE PORRES

La Molina, 22 de marzo de 2016

Oficio No. 334 - 2016 - CIEI-USMP-CCM

Sefior Doctor

Ricardo Miguel Fujita Alarcon

Director del Centro de Genética y Biologia Molecular
Facultad de Medicina Humana - USMP

Presente

Ref. Proyecto: “Perfil Inm g ico y Far| genémico para Determinar la Predisposicién a
Hepatotoxicidad por Tratamiento Antibuberculoso en Pacientes Peruanos.”

De mi consideracién:

Es grato expresarle mi cordial saludo y a la vez informarle que en cumplimiento de las buenas practicas
clinicas y la legislacion peruana vigente en materia de investigacién cientifica en el campo de la salud,
el Comité de mi presidencia, en la sesién del 21 de marzo evalué Y aprobé el siguiente documento:

e Consentimiento Informado para el Paciente

Es cuanto informo a usted para su conocimiento y fines que correspondan.

Atentamente,

VERIES|

U

G5/ AN i e rORRES

Dr. An‘/ador Vargas Guerra

Presidente %
Comité Institucional de Etica en Investig o o
dela Universidad e =~ Martin de Poes - Clinica CadaMuir

AVG/ABZ/na
Adjunto (1) documentos sellados

50



USMP

SAN MARTIN OF PORRES

La Molina, 10 de julio de 2018.
Oficio N° 491- 2018 - CIEI-FMH-USMP

Seftora Blga.

Lina Laymito Chumbimuni

Alumna - Posgrado

Facultad de Medicina Humana de la USMP
Presente.-

Ref.: Proyecto de Investigacion Titulado: “Relacion de los fenotipos
acetiladores del GEN NAT2 con la injuria hepitica inducida por firmacos
antitubereulosos en pacicntes peruanos. Universidad de San Martin de
Porres 2016-2017"

e mi consideracion:

Es prato expresarle mi cordial saludo y a la vez informarle que en cumplimiento de las
bucnas practicas clinicas y la legislacion peruana vigente de investigacion cientifica en el
campo de la salud, el Comité dc mi presidencia, cn la sesion del 09 de julio evalub y aprobo
¢l siguiente documento:

. Proyecto de Investigacion Titulado: “Relacidn de los fenotipos acetiladores del
GEN NAT2 con la injuria hepatica inducida por farmacos antituberculosos en
pacientes peruanos. Universidad de San Martin de Porres 2016-2017"

Es cuanto informo a usted para su conocimiento y fines que corresponda.

Atentamente,
USMP
o
Dr. Amador Vargas Guesra
N
cnes Go ENc 6n -
i
ANVGARZ arsl

Facultad de Medicina Humana

Alameda del CorreqQidorN® 1517 Urb, Sirius
Il Etapa - La Molina

Tell: 365-2300 / 3652574 / 3653640
365-0483 / 3650485 [ 365-0487
medicinan usmp.pe

www.medicing usmp.edu.pe
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CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL PACIENTE

Titulo de la Investigaeién: Perfil [Inmunogendmico y Farmacogendmico para Determinar la
Predisposicion a Hepatotoxicidad por Tratamiento Antituberculoso en Pacientes
Peruanos

Estimado Sefor(a):

La tuberculosis (TBC), requiere la aplicacion de medicamenios por periodos prolongados, v a veces s
reportan reacciones adversas a los medicamentos usados en el tratamiento inicial. El efecto adverso mis
conocide que afecta el higado es la injuria hepditica inducida por medicamentos antituberculosos
(IHIMA). Injuria que daia cl higado y es necesario un cambio de tratamiento, La injuria [HIMA tiene un
componente genético que estd ligado a la eficacia del metabolismo de los medicamentos y a la respuesta
inmune anormal que puede producir inflamacién del higado. Nuevos estudios estin descubriendo como las
personas responden de manera diferente a los tratamientos y que hay variantes genéticas (que heredamos de
nuestros padres) que hacen que alguien responda peor o mejor a un tratamiento. Estamos proponiendo un
estudio cientifico para analizar si algunas de estas variantes genéticas influyen en la aparicion o no de injuria
IHIMA en pacientes peruanos.,

i Por qué se esti haciendo esta investigacién?

La identificacion de las variantes que predispongan & injuria IHIMA podra ser aplicada en su prevencion y
poder administrar el medicamento y la dosis adecuada en los pacientes. O sea se conoceria de antemano que
personas pueden recibir el medicamento estindar (isoniacida, rifampicina. etc) y las que no pueden,
cambiarles el tratamiento para evitar la injuria IHIMA. Este tipo de trabajo estd siendo desarrollado en otros
paises y no se sabe ¢como responderd la poblacién pervana,

:Cudl es el objetivo de la investigacion?

Identificar las alteraciones genélicas gue predisponen a injuria hepdtica inducida por medicamentos en
pacientes peruanos. El estudio va a analizar 50 genes del metabolismo de medicamentos antituberculosos y 50
genes de inmunidad para establecer las diferencias entre personas que desarrollaron dafio hepitico (IHIMA) y
las que responden bien & la terapia estindar.

Entrardn al estudio los participantes elegidos
Pacientes diagnosticados con TBC por examenes clinicos
Pacientes en tratamiento que muestren signos de dafio hepitico (injuria IHIMA).
Pacientes con terapia estandar que no muestren signos de dafio hepitico.
Pacientes que firmen este consentimiento informado.
Voluntarios como controles,

No participarin en el estudio

Pacientes que no estén afectados por TBC
Pacientes que no firmen ¢l presente consentimiento informado,

+En gué consiste su participacion o la de su(s) hijo(s)?

Se le tomard 2 usted una muestra de sangre, que servird para el examen de los genes en ¢l estudio molecular.
Se coordinard con ¢l médico participante la toma de muestra y la firma del presente documento,

¢ Como es la toma de muestra?

En una sola visita para la toma de sangre con anticoagulante EDTA, o si prefiere puede hacer sacar la muestra
por una persona profesional de su confianza, La muestra extrafda se i

analisis y se rotula con un codigo anonimo para que no se wnow

e
T e
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2Qué tipo de examenes se realizan?

Se incluiran prucbas de laboratorio para estudios genéticos usando el DNA de las muestras que es un método
que permite analizar la herencia en las personas. Estos exdmenes genéticos se realizarin primariamente en el
Centro de Genética de Biologia Molecular (CGBM) de la Facultad de Medicina Humana de la Universidad
San Martin de Porres y si fuera necesario, las muestras podrian ser enviadas a labomtorios que cuenten con
tecnologias mis eficientes para cl diagnostico genético,

i Cuanto tiempo tomard participar en este estudio?

Solo requeriremos de lo participacion ¢a una oportunidad para la toma de muestra de sangre que tomard
aproximadamente 10 minutos. El andlisis de laboratorio dura varios meses.

:Qué desventajas existen de esta investigacion?

No existe ninguna desventaja aparte del tiempo empleado en los examenes, o sentir ef pinchazo de la aguja, o
un moretdn que a veces ocurre cuando se saca muesira de sangre.

4Quién conocerd el resultado y habri acceso publico a la informaciéon?

El trabajo genético estd planificado para mantener el anonimaro, o sea ¢l paciente no podrd ser identificado
por una persona fuera del proyecto. La informacion individual o conjunta del trabajo podrd ser usada en
informacion piblica o cientifica resguardando Ta identidad del paciente o su familia. En casos especiales el
médico podra comunicar los resultados al paciente que lo solicite o cuando sea beneficioso para el paciente.

:Puedo retirarme del estudio?

Es posible que por los resultados usted decida no participar. Si, usted puede retirarse en cualquier momento
del estudio, solo higanos saber su negativa a participar. Si Ud., por consideraciones personales o de cualquier
indole desea retirarse, bastara con comunicarlo. No habri ninguna modificacién en su atencidn médica
rutinaria y tratamiento.

:Tendré que realizar algin pago por los examenes y estudios?

No, Ud. no tendré que realizar ningln tipo de pago.

iRecibiré dinero por someterme a este estudio?

No se ha previsto pagos por participar en este estudio.

A quién puedo recurrir para preguntar acerca de una duda o queja?
Para cualquier duda usted puede comunicarse con :

Dr. Ricardo Fujita A., Director del Centro de Genética y Biologia Molecular de la Facultad de Medicina
Humana de la Universidad de San Martin de Porres (USMP), Av. Alameda del Corregidor 1531, Urb, Los
Sirius, La Molina. Teléfono fijo 36523 00-anx. 152, celular 997 954 985, correo electronico rfujitaa@usmp.pe

Dr. Teodoro Oscanoa, Jefe de Medicina Interna, Hospital Almenara. Teléfono celular 942 620 967

En caso de mayor informacion puede hacerlo con el Dr. Amador Vargas, Presidente del Comité Institucional
de Iitica en Investigacion de la Universidad de San Martin de Porres-Clinica CadaMujer quien vigila que la
ejecucion del proyecto sea bajo las normas éticas establecidas en el Peri. Av, Alameda del Corregidor 1531,
Urb. Los Sirius, La Molina. Teléfono fijo 3635 0483 anx. 160. Correo electronico etica_fimh@usmp.pe
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Participacion voluntaria

Su participacion en el estudio sera totalmente voluntaria v si Ud. decide no participar. no se vera afectado en
ningiin aspecto de su atencion, ni en sus derechos como paciente. La tnica diferencia es que no se le realizard
la entrevista y no se le tomaré la muestra para los analisis que tienen que ver estrictamente con ¢l estudio.

+Es posible que mi muestra pueda ser utilizada para el anilisis genético de otras enfermedades?

Su muestra serd archivada en un lugar seguro dentro del laboratorio del Centro de Genética y Biologia
Molecular de Ia Facultad de Medicina Humana de la USMP, en condiciones de total confidencialidad y solo
se utilizard para estudios que puedan seguir contribuyendo al progreso de la ciencia. De ninguna manera serd
utilizada para otros fines. El laboratorio se reserva el derecho de destruir la muestra después de un tiempo
estimado como maximo de 20 anos, Ud, no necesariamente ticne que aceptar que su muestra sca utilizada
para otros estudios que no sean especificamente el actual. Por lo cual se le pide se sirva a autorizar ¢l uso o no
de su muestra de sangre para estudios futuros,

DECLARACION DEL PACIENTE:

"He leido y entendido la informacion prestada y escrita en este documento. También afirmo que he tenido la
oportunidad de hacer algunas preguntas y resolver algunas dudas. Por lo que acepto libre y voluntariamente
participar en esta investigacion™

Nombre del paciente:
Documento de identidad:

Firma:

Huella digital:

Nombre y apellidos del testigo:

Documento de identidad:

Firma:

Lima de del

54



AS[ MISMO AUTORIZO A QUE SI FUERA CONVENIENTE MI SANGRE PUEDE SER UTILIZADA
PARA EL ANALISIS DE OTRAS ENFERMEDADES HEREDITARIAS DIFERENTES DEL PRESENTE
ESTUDIO :

Nombre del paciente:

Documento de identidad:

Firma:

Huella digital:

Nombre y apellidos del testigo:

Documento de identidad:

Firma:

Lima de del
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