INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

1 IIDIR

i/ DURANGO

CENTRO INTERDISCIPLINARIO DE INVESTIGACION PARA EL DESARROLLO
INTEGRAL REGIONAL

Asociacion de la Farmacogenética y Variantes del gen NRAMPL1 con el Fracaso al

Tratamiento en Pacientes con Tuberculosis Pulmonar

TESIS
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE DOCTOR EN CIENCIAS EN
BIOTECNOLOGIA

PRESENTA
YVAIN DE LOS ANGELES SALINAS DELGADO

DIRECTORES DE TESIS
DRA. MARTHA GUADALUPE SOSA MACIAS
DR. MIGUEL ANGEL REYES LOPEZ

Victoria de Durango, Dgo., Junio 2015


http://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=ipn&source=images&cd=&cad=rja&docid=AbmCQ6OGmRS4aM&tbnid=5-9oykxgBAPGRM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.fmaa.mx/ver_asociacion.php?id_asociacion=28&ei=NKZ-UazXIcTC2QWF24HoCw&bvm=bv.45645796,d.b2I&psig=AFQjCNHu1YLERzEbM1SQF8lJnzqjasfM2Q&ust=1367340945555200
http://www.alphagalileo.org/ViewItem.aspx?ItemId=66998&CultureCode=es

SPsls
INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO

ACTA DE REVISION DE TESIS

EnlaCiudadde  Durango, Dgo.  siendolas _ 10:00 horasdeldia 14 delmes de
Julio del 2015 se reunleron los miembros de la Comision Revisora de [a Tesis, designada

por & Coleglo de Profesores de Estudios ge Posgrado e Investigacion del. _ CIIDIR4PN Unidad Durango

para examinar Ia 1esis litulaga:

Asoclacion de la farmacocinética y variantes del Gen NRAMP1 con el fracaso al tratamiento en

pacientes con tuberculosis pulmonar

Presentada por &l alumno:
SALINAS DELGADO YVAIN DE LOS ANGELES
Apellido patemo Apellido matemo Nombre(s)

conregstro:| B | 1 [1]ol2]2] 3]

DOCTORADO EN CIENCIAS EN BIOTECNOLOGIA

Después de mntarcambiar opiniones los miembros de la Comision manifestaron APROBAR LA TESIS, en
virlud de que salisface los requisitos sefalados por las disposiclones reglamentarias vigentes,

LA COMISION REVISORA

Directores de iesis




INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO

ACTA DE REGISTRO DE TEMA DE TESIS
Y DESIGNACION DE DIRECTORES DE TESIS

Mexwco, DF.a 5 de junio gel 2013

El Coleglo de Profesores de Estudios de Pesgrado e investigacion de  CHIDIR Durange  en su sesldn
ordinaria No. 5 celebradaeidia 4  delmesde juno conocé la solatud
presentada por el(la) almno(a).

SALINAS DELGADO YVAIN DE LOS ANGELES

Apalido panermo Boedito matemo
Con registro: [B [1 i‘l IO 212713

Aspirante de: Doctorado en Ciencias en Biolecnologia

1,- Se designa 8l aspirante el tems de tesis uado.
Asociacion de Ia farmacogenética y variantes del GEN NRAPMT con el fracaso al tratamiento

€n pacientes con lubserculosis pulmonar
De manera general el lema abarcara los siguientes aspectos:

2.- Se designan como Directores de Tesis & los Profesores:
Dra. Martha Guadalupe Sosa Maclas y Dr. Miguel Angel Reyes Lopez

3. Eltrabajo de investigacion base para el desarrolio de ia tess serd elaborado por el alumno en;
CIDIR-IPN Unidad Durango

Que cuenta con Jos recurses & INfraestruciura Necesanos
4- Elimeresado debera asistir & los seminarios desarrollados en el 4rea de adscripcion del

trabajo desde la fecha en que se suscribe la presente hasta la aceptacion de la tesis por
la Comision Revisora corespondiente:

Directores de Tesis

l\ﬂ“

Aspirante Presidente gel Colegio

lfﬁ:!.lm RO
G
"fmfa'.omgg“a




INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
SECRETARIA DE INVESTIGACION ¥ POSGRADO

CARTA CESION DE DERECHOS

En la Ciudad de México, D.F. el dia 14 del mes de Julio del afo 2015 la que suscribe
Yvain de los Angeles Salinas Delgado alumna del Programa de Doctorado en Ciencias
en Biotecnologia, con niumero de registro B110223, adscrito al Centro Interdisciplinario
de Investigacién para el Desarrollo Integral Regional Unidad Durango. CIIDIR-IPN
Unidad Durango, manifiesta que es el autor intelectual del presente trabajo de Tesis bajo
la direccion de la Dra. Martha Guadalupe Sosa Macias v del Dr. Miguel Angel Reyes
Lépez y cede los derechos del trabajo titulado “Aseciacion de la farmacocinética y
variantes del Gen NRAMP1 con el fracaso al tratamiento en pacientes con
tuberculosis pulmonar”, al Instituto Politécnico Nacional para su difusion, con fines

académicos y de investigacion.

Los usuarios de la informacion no deben reproducir el contenido textual, graficas o datos
del trabajo sin el permiso expreso del autor y/o directores del trabajo. Estc pucde ser
obtenido escribiendo a las siguientes direcciones  ivainsalinas@hotmail.com,
sosa.martha@gmail.com y marevesl@gmail.com Si el permiso se otorga, el usuario

debera dar el agradecimiento correspondiente y citar la fuente del mismo

\/VAw = s A. Saudas D,
M. EN C. YVAIN DE LOS ANGELES SALINAS DELGADO




ESTA INVESTIGACION FUE REALIZADA EN EL LABORATORIO DE BIOLOGIA
MOLECULAR DEL CIIDIR-IPN DURANGO, BAJO LA DIRECCION DE LA DRA.
EN C. MARTHA GUADALUPE SOSA MACIAS Y EL DR. EN C. MIGUEL ANGEL
REYES LOPEZ



INDICE GENERAL

INDICE GENERAL ..ottt ettt sas s s s sasssse s s s ssssssssassssssassassasassasennens Vi
INDICE DE FIGURAS ...ttt s e s sttt s sas s saesan s XV
INDICE DE CUADROS.........otiieeieeeeeteetete e ves e tesse s saesessssas s s sess s sassssssassssssasseneens XVI
1.0- INTRODUGCCION. ..ottt ses st ssas s ssassensssasasnassnsasansanes 1
2.0.- ANTECEDENTES ...ttt sttt et e b e st st st sttt e sbe e s st e st e eateenteas 3
2.1.- Epidemiologia de TUDEICUIOSIS. .......cceceeiiiiieieiieceeseeeee ettt s 3
2.2.- TRATAMIENTO PARA TUBERCULOSIS ......coooiiiiirieieeeereesee et 6
2.3.- FRACASO AL TRATAMIENTO ANTI-TUBERCULOSIS .......cooiiieeiieieeeeeeeeeceeeeen 9
2.4.- METABOLISMO DE FARMACOS ANTI-TUBERCULOSIS.........ccovveereeeeeeeee e 10
2.5 CYPZEL ...ttt h e sttt ettt b e b e s he e st et et beenes 13
2.6.- N-aCetiltransferasa (NAT2) ...ttt sttt sbe b e 15
2.7.- Glutation-S-transferasa (GST; GSTM Y GSTT) ..ot 17
2.8.- Xantina Deshidrogenasa (XDH)........cccoiiiiiiiiiieeseceee sttt re et s eanas 18
2.9.- Gen NRAMP1/SLC11AL Y TUDEICUIOSIS. ...c.covruiriiriiiinieteieeeesi ettt 20
3.0- JUSTIFICACION. c.oouveeierrireiteeese sttt 23
4.0.- OBJIETIVOS ...ttt ettt b e s bt ht e sttt e bt e bt e sbeesbeesaeeeabeebeenbeesbeesanenas 24
4.1.- ODJELIVO GENEIAL......ooiiictieieeteeeecteeeecte ettt et e st e st e st et e s teesa e beeaeesbesbeensesteesaentesrnenes 24
4.2.- ObJetivOS ESPECITICOS......ccviieeieiieiicesteseseee ettt st aeeaesaesaas 24
5.0.- MATERIAL Y METODOS......ctvumimmeereiseeseessesssssssssessssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssseses 24
5.1.- DISENO DEL ESTUDIO.......cooioiieieieeeieeeeeeeesesessesessessessessesssssssss s sssssssssssssssssssssssssassanes 24
5.2.- POBLACION DE ESTUDIO .....cotiiiiiiereiseiiesssessesssesssessesssssssssssessssssssssssssssssssesssesens 24
5.3.- VARIABLES ...ttt sttt st b et sbe et s bt e bt et sbe et e bt eanen 25
5.4.- CRITERIOS DE PAREAMIENTO ..ottt s 25
5.5.- UNIVERSO MUESTRAL ...ttt sttt ettt et st st e 25
5.6.- CRITERIOS DE INCLUSION ....ooouuiiiiimeireiiesiseisesssessessssssssssssssesssssssssssssssssssesssssens 26
5.7.- CRITERIOS DE ELIMINACION ......coouiieieeeeeeeeeeeeeeeese e ses s sesasss s s asssssssssanseses 27



5.8.- CRITERIOS DE EXCLUSION ......c.coviiiieieiitseiesiesie st sss s 27

5.9.- VARIABLES CONFUSORAS ......oooioeeeeeceeeeeeseeeeeeseessessaessesssssssssassasssassssss s sssssssasssnnnes 27
5.10.- TAMANO DE LA MUESTRA .....ovvmiotreeeeeeseeeseeeseeseesiesseessssssssssessasssssssssssssssessssssssasssanees 27
5.11.- LUGAR DE ESTUDIO .....ooouiveeeeeeeeeeeeeessesseessiesssssssessssssssssssssssssss s sssss s ssessssssens 28
5.12.- ASPECTOS ETICOS......ooiieeeeeeeeeeeeeeeeeseeseeesessssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssaessssssssasssannes 28
5.13.- PROCEDIMIENTOS ......ouiieieeeeeeeeeeeseesieseeeseesssssssesssssessssssssssssssssssssassssssssessssssssasssasees 29

5.13.1 CONSENTIMIENTO INFORMADO .........ovvueveereeereeeeeessesesesssessssenssesssssssesssesssasessens 29
5.13.2 REVISION DE EXPEDIENTE........oourveeeeeeeeeeeeeseeesseessssessesesssssssssssssssssssssssssssssssssens 29
5.14.- GENOTIPIFICACION ......ooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseee s ssssssss s sassssssssss s ssssssasssnnnes 29
5.14.1 EXTRACCION DE DNA ......oooiieeeeeeeeeeeeseesseeseessesseessesssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssnsnes 29
5.14.2 CUANTIFICACION DE DNA.......oooereeeneeeeeeeeeeessessssesssssssesesssssessssnssssssssssessssssssssseas 29
5.14.3 INTEGRIDAD DE DNA .......ooiiieereeeeeeeieeeeeieeseeseeseessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssesees 29
5.14.4 PROCEDIMIENTO DE GENOTIPIFICACION ......ovoiveeeeeeeeeeeeeeeeseveesesseesseessesssenees 30
5.14.5 DETERMINACION DEL FENOTIPO ACETILADOR INFERIDO A PARTIR DEL
GENOTIPO DE NATZ....ooooeeeeeeeeeeieeeeeseeesesssessssesssssssssssssssss s sssessssssssssssnssssssssssssssssssssessnns 33
5.14.6 DETECCION DE LOS POLIMORFISMOS EN LOS GENES GSTM1 Y GSTT1
POR PCR MULTIPLEX ...ooouiveeieecveeeeeeseeseeeessesseesssssssss s ssss s sssss s sassssnssssssasssansssnnns 33

6.0.- ANALISIS ESTADISTICO ..ottt ss st 36

7.0.- RESULTADOS.......ooieeeeeeeeeeeeeeeasesessse s sssssssssssssssss s sssssssssssssssssssssssasssssssnsssssssssssssssnnes 37
7.1.- FRECUENCIA ALELICA Y GENOTIPICA DE LOS POLIMORFISMOS DE NAT2..... 38
7.2. FENOTIPO ACETILADOR INFERIDO DE LOS GENOTIPOS DE NAT2. .....ccccevvrrven. 39

7.3 FRECUENCIA ALELICA Y GENOTIPICA DE LOS POLIMORFISMOS DE CYP2E1,
XDH, GSTMIL Y GSTTL ..ottt sttt sr e s 41

7.4 FRECUENCIA ALELICA Y GENOTIIPICA DE LOS POLIMORFISMOS DE NRAMP1 43

7.5. ASOCIACION DE NAT2 y NRAMP1 CON FRACASO AL TRATAMIENTO. ................. 44
7.6 ANALISIS DE HAPLOTIPOS ..ottt sas st aes s sas s s 45
8.0.- DISCUSION ...ttt ettt bbbttt s st aeseenee 46
9.0.- CONCLUSIONES........o ot e 50
10.- RECOMENDACIONES Y SUGERENCIAS ..o 51



L11- ANEXOS ...ttt 52
11.0- BIBLIOGRAFIA ...ttt sttt et b s et sb et bt et e b sae e s e snesanenresnens 63

Vil



GLOSARIO
Abandono: Interrupcion del tratamiento contra la tuberculosis, durante 30 dias o

s

mas.

Baciloscopia: Prueba bacteriolégica donde se toma muestra de expectoracion u
otros liquidos coporales para identificar a la micobacteria causante de tuberculosis.

Biotransformacién: Conjunto de procesos celulares por los que los xenobioéticos son
modificados quimicamente para facilitar su eliminacion. Término equivalente a

metabolismo de xenobibticos.

Caso de tuberculosis: Persona en quien se establece el diagnéstico de tuberculosis
y se clasifica en caso confirmado o caso no confirmado, por bacteriologia o
histopatologia.

Caso nuevo: Enfermo en quien se establece el diagndéstico de tuberculosis por
primera vez.

Cultivo negativo: Ausencia de colonias de bacilos acido-alcohol resistentes,

después de nueve semanas de observacion.

Cultivo positivo: Demostracion de colonias con caracteristicas del complejo

Mycobacterium tuberculosis.

Curacion 0 respuesta al tratamiento: Caso de tuberculosis en el que desaparecen
los signos clinicos y tiene baciloscopia negativa en los dos ultimos meses o cultivo

negativo al final del tratamiento.

CYP450: Superfamilia de genes, que codifican para enzimas denominadas
genéricamente citocromo P450 o més simplemente CYPP450. Se trata de un
conjunto de hemoproteinas con actividad catalitica capaz de modificar quimicamente

a los xenobidticos.

Desequilibrio de ligamento: Asociacion de dos alelos en un loci ligado con mas

frecuencia de la que se espera por azar.



Detoxificacién: Cuando el resultado de la biotransformacion de un xenobiotico
resulta en un metabolito menos téxico (y menos reactivo).

Equilibrio de Hardy Weinberg: Establece que la composicion genética de una
poblacién permanece en equilibrio mientras no actie ninguna fuerza evolutiva como

seleccion, migracion, mutacion y deriva genética.

Farmacos anti-tuberculosis 0 anti-fimicos: Tratamiento de primera linea

conformado por isoniacida, rifampicina, pirazinamida y etambutol.

Farmacorresistencia o Drogorresistencia: Concepto microbiolégico en el cual un
microorganismo del complejo Mycobacterium tuberculosis, aislado en un enfermo, no

es susceptible a la accion de uno o varios farmacos anti-tuberculosos.

Fracaso de tratamiento: Persistencia de bacilos en la expectoracibn o en otros
especimenes al término de tratamiento confirmada por cultivo, o a quien después de

un periodo de negativizacion, tiene baciloscopia positiva confirmada por cultivo.

Genotipificacion: Procedimiento de laboratorio para identificar la informacion

genética de un organismo o genotipo y poder diferenicarlo del resto.

Haplotipo: Es un conjunto de variaciones del ADN, o polimorfismos, que tienden a
ser heredados juntos. Haplotipo se puede referir a una combinacion de alelos 0 a un
conjunto de polimorfismos de nucleétido sencillo (SNP’s) que se encuentran en el
mismo cromosoma.

Homocigoto silvestre: Portador de dos alelos silvestres.

Homocigoto mutado: Portador de dos alelos mutados uno de origen materno y el
otro de origen paterno.

Heterocigoto: Portador de un alelo mutado y un alelo silvestre o bien portador de las

dos versiones alternativas de un gen.

Polimorfismo: Es una variacion en la secuencia de un lugar determinado del ADN
entre los individuos de una poblacién. Para que pueda considerarse un polimorfismo,

la variacion debe aparecer en al menos el 1% de la poblacion.



PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa (siglas en Ingles).

Polimorfismo intrénico: Polimorfismo o variacion alélica no encontrada en region
codificante.

Sondas TagqMan: Sistema de sondas marcadas con fluorocromos. Su utilidad radica
en que poseen un fluoroforo en su extremo 3' y una molécula en el extremo 5' que
bloquea su emision de fluorescencia (denominada en inglés “quencher”); esta sonda
marcada hibrida especificamente en la parte central del producto de PCR a obtener.
SNP no sinénimo: Polimorfismo de un solo nucle6tido que genera un cambio en el
aminoécido resultante.

Tincidn Ziehl Neelsen: La tincion de Ziehl-Neelsen (BAAR) es una técnica de tincion
diferencial rapida y economica, usada para la identificacion de microorganismos

patdgenos, como M. tuberculosis.

Término de tratamiento: Caso de tuberculosis que ha completado el esquema de
tratamiento, han desaparecido los signos clinicos y no se realiz6 baciloscopia o

cultivo al finalizar el tratamiento.

Tratamiento estrictamente supervisado (TAES): El que administra el personal de
salud o personal comunitario capacitado por personal de salud, quien debe confirmar
la ingesta y deglucion del farmaco para garantizar el cumplimiento del tratamiento.

Tuberculosis: Enfermedad infecciosa, generalmente crénica, causada por el
complejo Mycobacterium (Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis,
Mycobacterium africanum), que se transmite del enfermo al sujeto sano por
inhalacion de material infectante, ingestion de leche de vaca infectada por dicho

complejo, contacto con personas enfermas baciliferas o animales bovinos enfermos.

Tuberculosis multirresistente: Al tipo de farmacorresistencia en la cual un
microorganismo del complejo Mycobacterium tuberculosis no es susceptible a la

accion de isoniacida y rifampicina, administradas simultaneamente.

Xenobidtico: Se denomina a aquellos compuestos que son ajenos al metabolismo

celular. Compuestos que, en definitiva, interaccionan con los seres vivos pero no

Xl
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forman parte de su metabolismo. Bajo esta denominacion se incluyen productos

quimicos, farmacos y productos naturales.
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ABREVIACIONES

TB: Tuberculosis

MTB: Mycobacterium tuberculosis

TBL: TB latente

TBPA: TB pulmonar activa

R: Rifampicina

H: Isoniacida

Z. Pirazinamida

E: Etambutol

CYP450: Citocromo p-450

NAT2: N-acetiltransferasa 2

GST: Glutation-S-transferasa

XDH: Xantina Deshidrogenasa

NRAMP1: Resistencia natural asociada a la proteina 1 del macréfago
CMTB: Complejo Mycobacterium tuberculosis

BAAR: bacilos &cido alcohol resistentes

DT2: Diabetes tipo 2

DR: Drogorresistentes

BCG Vacuna que protege contra la tuberculosis
DNA Acido desoxirribunucleico

pMg/mL Microgramo por mililitro

OR Razdén de momios (siglas en inglés)

Cl Intervalo de confianza (siglas en inglés)

SNP Polimorfismo de un solo nucledtido (siglas en inglés)
HWE Equilibrio de Hardy Weinberg (siglas en inglés)
IMC indice de masa corporal

kg Kilogramo

m? Metro cuadrado

HDL Colesterol de alta densidad (siglas en inglés)
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EDTA
nm

ng
min
RPM

pb
X2

ML

Acido etilendiaminotetraacético
Nanoémetros

Nanogramo

Minuto

Revoluciones por minuto
Segundo

Pares de bases

Chi-cuadrada

Micrometros

Microlitro
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ABSTRACT

It has been described that polymorphisms in the genes NAT2, CYP2E1, GSTM1,
GSTT1 and XDH affect the metabolism and increase the toxicity of drugs used in the
treatment of pulmonary tuberculosis (PTB). On the other hand, SNPs in NRAMP1
have been associated with susceptibility to develop TB. At present, it has not been
described the association of the polymorphisms in genes responsible of metabolism
of drugs and in NRAMPL1 with treatment failure of PTB. The aim was to determine
whether polymorphisms in NAT2, CYP2E1, GSTM1, GSTT1, XDH, and NRAMP1 are
associated with treatment failure in patients with PTB. Thirty-three subjects with
treatment failure were paired by age and body mass index, with 33 patients who
successfully completed treatment and were considered cured. We assessed the
SNPs NAT2 [* 5 (341 T> C), * 6 (590 G> A) * 7 (857 G> A) and * 14 (191 G> A)],
CYP2EL [* 5 (1293 G> C)], GSTML1 (*0), GSTT1 (*0); XDH [4599C> T, 1150C> G]
and NRAMP1 (D543N G>A, INT4 G>C) by Polymerase Chain Reaction Real time
TagMan® SNP Genotyping. In the logistic regression analysis, the SNPs NAT2*5
(T>C) and D543N G>A were associated with treatment failure (OR 3.20; 95%CI 1.14-
8.94, and OR 11.61, 95%CI 3.6-36.7, respectively). After adjusting by gender, this
association remained significant in male for SNP D543N G>A [OR 11.09, 95%CI
(3.46-35.51)]. In contrast, was observed a possible protector effect against treatment
failure with the SNP GSTT1*0 (OR 0.14, 95%CI 0.02-1.24). The results suggest that
the SNP NAT2*5 is associated with treatment failure in patients with PTB, in the same
way as the allele A for SNP D543N G>A of NRAMP1. The last association was

observed only in men. This finding should be confirmed in other populations.

Keywords: Pulmonary tuberculosis, treatment failure, pharmacogenetic and
NRAMPL.
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RESUMEN

Se ha descrito que polimorfismos en los genes NAT2, CYP2E1, GSTM1, GSTT1 y
XDH afectan el metabolismo e incrementan la toxicidad de los farmacos empleados
en el tratamiento de la tuberculosis pulmonar (TBP). Por otro lado, algunos SNPs en
NRAMP1 se han relacionado con susceptibilidad a desarrollar TB. Actualmente, no
se ha descrito la asociacion de los polimorfismos en genes encargados del
metabolismo de farmacos y en NRAMP1 con fracaso al tratamiento de TBP. El
objetivo fue determinar la asociacion entre SNPs en NAT2, CYP2E1l, GSTM1,
GSTT1, XDH, y NRAMP1 con el fracaso al tratamiento en pacientes con TBP.Treinta
y tres sujetos con falla al tratamiento se parearon por edad e IMC con 33 pacientes
gue completaron el tratamento y se consideraron curados. Se determinaron los SNPs
en NAT2 [*5 (341 T>C), *6(590 G>A) *7 (857 G>A) y *14 (191 G>A)], CYP2EL [*5 (-
1293 G>C)], GSTML1 (*0), GSTT1(*0); XDH [4599C>T, 1150C>G] y NRAMP1 (D543N
G>A, INT4 G>C) mediante PCR en tiempo real con sondas TagMan®. EI SNP
NAT2*5 (T>C) se asocio con falla al tratamiento [OR 3.20, IC95% (1.14-8.94) p =
0.023 ] al igual que NRAMP1 (D543N G>A) [OR 11.61 IC95% (3.6-36.7) p = <0.0001
]. Después de ajustar por género ésta asociacion se mantiene solo en hombres para
el SNP D543N G>A [OR 11.09, IC95% (3.46-35.51) p = <0.0001]. Por el contario, con
GSTT1*0 se observd un posible efecto protector contra falla al tratamiento [OR 0.14
IC95% (0.02-1.24) p = 0.036]. Estos resutados sugieren una asociacion de NAT2*5
con falla al tratamiento en pacientes con TBP, de la misma forma que D543N G>A de
NRAMP1, esta ultima asociacion se observo solo en hombres. Estos resultados

deben confirmarse en otras poblaciones.

Palabras clave: Tuberculosis pulmonar, fracaso al tratamiento, farmacogenética y
NRAMPL.
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1.0- INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infectocontagiosa causada por
Mycobacterium tuberculosis (MTB) y M. bovis, que ocasiona 1.5 millones de muertes
al afio en el mundo.! La presencia de VIH/SIDA, diabetes tipo 2 y enfermedades
cronicas pulmonares son factores de riesgo para adquirir TB, mientras que la
desnutricion, el hacinamiento, el abuso de alcohol, tabaco y drogas, aceleran la
progresion de TB latente (TBL) a TB pulmonar activa (TBPA)?.

En México en el afio 2013 se notificaron oficialmente 10,273 casos de TBP, de los
cuales 9,908 pacientes ingresaron al tratamiento. El éxito del tratamiento se presento
en el 85.5% de los pacientes, de los cuales el 75.2% (7448 casos) se curaron y el
10.3% (1020 casos) terminaron el tratamiento. El fracaso al tratamiento se presento
en el 1.6% de los pacientes (157 casos), mientras que el 4.6% (458 casos)
abandonaron el tratamiento y el 8.3% murieron por tuberculosis o por otras casusas.?
El tratamiento de TBP requiere de esquemas combinados, intensivos y de larga
duracion con farmacos de primera linea que se divide en dos esquemas. El primero
consta de cuatro farmacos: Rifampicina (R), Isoniacida (H), Pirazinamida (Z) y
Etambutol (E) como fase intensiva durante dos meses, seguido de cuatro meses con
Hy R como fase de sostén. El segundo esquema se aplica a pacientes con fracaso,
abandono o recaida al tratamiento, tiene una duracion de ocho meses y consta de
una fase intensiva de dos meses con H, R, Z, E y Estreptomicina (S), un mes de H,
R, Z y E y una fase de sostén de cinco meses mas con H y R.# El fracaso al
tratamiento se define como la persistencia de bacilos en la expectoraciéon u otros
especimenes al término del tratamiento o a quien después de un periodo de
negativizacion tiene baciloscopia positiva por cultivo. Los factores principales de un
fracaso al tratamiento son el abandono, la duracién prolongada, efectos adversos
producto de la combinacién de farmacos hepatotéxicos como H, R y Z, tratamiento
previo y la falta de adherencia que favorecen la aparicibn de cepas

farmacorresistentes®6.7.8,
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Se ha descrito en pacientes con TB que los factores genéticos como la presencia de
polimorfismos clinicamente importantes en los genes que codifican para las enzimas
gue metabolizan farmacos (CYP450, NAT2, GST), pueden determinar la respuesta
de cada paciente al tratamiento®.

Los farmacos empleados en el tratamiento de TB son metabolizados por enzimas de
metabolismo de fase | (Xantina Deshidrogenasa [XDH] y CYP2E1) y fase Il (NAT2,
GSTM1ly GSTT1), las cuales son altamente polimorficas a nivel de sus expresiones
fenotipica, genotipica o ambas!®!!; condicionando amplias variaciones en su
farmacocinética y por ende algunos individuos no responden a las dosis usuales de

farmacos o presentan toxicidad*.

Muchos estudios han publicado los mecanismos de defensa de la micobacteria para
sobrevivir a los antibiéticos; entre estos se encuentran mutaciones en genes que
codifican para proteinas consideradas blancos terapéuticos!®4. Asi, se han
identificado mutaciones asociadas al desarrollo de resistencia que conduce al

fracaso en el tratamiento®16.17,

Entre los genes involucrados en la inmunidad innata y control de la infeccion por
MTB se ha descrito al gen NRAMPL1 (resistencia natural asociada a la proteina 1 del
macrofago) o también conocido como SLC11A1 [solute carrier family 11 (proton-
coupled divalent metal ion transporter), Member 1 por sus siglas en ingles]. Se han
descrito algunos polimorfismos en NRAMP1 (INT4, D543N) como posibles
predictores de la gravedad de la enfermedad, en pacientes con TB. Estos
polimorfismos se asociaron con la susceptibilidad a infectarse por micobacterias
potencialmente infecciosas y con el desarrollo de farmacorresistencia por M.

tuberculosis819.20,

En este estudio se determino la asociacion de los polimorfismos en los genes NAT2
[*5 (341 T>C), *6(590 G>A) *7 (857 G>A) y *14 (191 G>A)], CYP2E1 [*3 (10023 G>A)
y *5 (1293 G>C)], GSTM1 (*1,*0), GSTT1(*1,*0); XDH [4599C>T, 1150C>G] y
NRAMP1 (D543N G>A, INT4 G>C) con fracaso al tratamiento en pacientes con

tuberculosis pulmonar.
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2.0.- ANTECEDENTES

2.1.- Epidemiologia de Tuberculosis.

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa provocada por bacterias que
pertenecen al Complejo Mycobacterium tuberculosis (CMTB) y por miembros del
Complejo Mycobacterium avium-intracellulare (CMA) en sujetos inmunodeprimidos?®.
La forma mé&s comdn de tuberculosis es la pulmonar, sin embargo es capaz de
afectar otros 6rganos y tejidos. Es un bacilo que se caracteriza por ser acido-alcohol
resistente y de crecimiento lento. La tuberculosis pulmonar (TBP) es la forma mas
comun de la enfermedad, se presenta en mas del 80% de los casos y es la principal
forma infecciosa??. La infeccién por el bacilo tuberculoso ocurre por la confluencia de
factores exdgenos tales como contacto con un paciente enfermo, el grado de
proximidad con el mismo, duracién del contacto y el ambiente donde se produce el
contacto. La transmision del bacilo se produce casi exclusivamente de persona a
persona por via aerdgena. En teoria, una sola gota infectante, conteniendo un bacilo
tuberculoso es suficiente para producir la infeccién, pero en la practica, se requiere
una exposicién prolongada y numerosas gotas infectantes para que se produzca el
contagio?®. Esta afirmacion se sustenta en estudios realizados en contactos donde se
demostrdé que pacientes con TBP, cuya expectoracién posee bacilos acido alcohol
resistentes (BAAR) visibles con el microscopio (mas de 100 BAAR/mL de
expectoracion), son los principales transmisores de la infeccion y pueden infectar
hasta un 50% de sus contactos. Por el contrario, los pacientes con baciloscopia
negativa, a pesar de cultivo positivo pueden transmitir la micobacteria a
aproximadamente un 5% de sus contactos!. Actualmente se considera que cada
paciente bacilifero puede en un afio transmitir el agente causal a aproximadamente
20 contactos?4. Anualmente se registran 4.1 millones de casos baciliferos nuevos??.
Se calcula que un tercio de la poblacion mundial esta infectada por MTB y solo el
90% de estos individuos desarrollaran tuberculosis latente (TBL). Aproximadamente
del 5 al 10% (200 millones en el mundo) de estos individuos progresaran a

tuberculosis pulmonar activa (TBPA) en alguna etapa de su vida®. Los factores que
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se asocian con la adquisicion de la infeccion, desarrollo de la enfermedad y su
mortalidad son muy complejos, abarcan aspectos sociales, econdmicos, biologicos y
meédicos. Entre los mas relevantes estan la presencia de VIH/SIDA, Diabetes tipo 2
(DT2), enfermedades crénicas pulmonares, desnutricion, hacinamiento, abuso de
alcohol, tabaco y drogas, que aceleran la progresion de TBL a TBPA?5. Del total de
casos nuevos de TB reportados en el afio 2013 en México, el 63.5% presentd una
enfermedad asociada, entre ellas el VIH/SIDA (5.6%) y DT2 (20.9%), o asociado con
desnutricion (11.6%), alcoholismo (5.0%), drogas y tabaco (1.0%)%¢. Tanto la
diabetes como la tuberculosis son enfermedades cronicas e importantes problemas
de salud publica mundiales. La TB afecta predominantemente a los paises en
desarrollo, donde es una de las causas principales de muerte. Cerca de un tercio de
los pacientes muere durante el primer afio después del diagndstico y la mitad durante
los cinco primeros afios?’?%. En la actualidad es considerada una de las
enfermedades reemergentes mas importantes y es la segunda causa de muerte por
enfermedades infecciosas en el mundo. En el afio 2013, 9 millones de personas se
enfermaron de TB (incidencia 139/100 000 habitantes) y 1.5 millones murieron por
esta causa?®, agravandose por el aumento de cepas drogorresistentes (DR). De
acuerdo con la informacion del componente de tuberculosis del Sistema Nacional de
Vigilancia Epidemiolégica (SINAVE), en México se mantiene una tendencia
ascendente en la incidencia de mortalidad por TB. Cada afio se detectan alrededor
de 15 mil nuevos casos de TBP y cerca de 2 mil defunciones por esta causa, esto
representa una importante pérdida de afios potenciales de vida saludable y, por
consiguiente, un obstaculo para el desarrollo socioeconémico de nuestro pais, ya
que el promedio de edad de muerte por este padecimiento es de 54 afios®. Segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en nuestro pais la TB ocupa el primer lugar
como causa de muerte por enfermedades infecciosas debidas a un solo agente
etiolégico®?, el cual afecta principalmente a los hombres en el 60% de los casos, cifra
que aument6é en el afio 2011 a 70%3%2. En cuanto a la edad, el grupo con mayor

nimero de casos es de 65 afios 0 mass33.
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En el estado de Durango de enero a septiembre del afilo 2013 se notificaron
oficialmente 79 casos de TBP. Entre los estados con mayor incidencia esta el estado
de Veracruz, en donde se registraron 1264 casos de nuevo diagndstico en ese
mismo afio? (Figura 1). Sin embargo, la existencia de subregistros de la enfermedad
en nuestro pais, la carencia de infraestructura de laboratorios, las fallas en la
deteccion primaria de los casos de TB y la falta bases de datos confiables en cada

estado permiten establecer una incidencia exacta.

México: 2,457 municipios

=1,385 reportan casos
s\ *20 con mas de 100 casos

@& de1ab50Casos
de 51 a 100 Casos

o Masde 101 casos

Fuente: Gnica de i ion modulo

Figura 1. Incidencia de casos de tuberculosis por regiones de México en el afio
2013

Actualmente, Durango ocupa el lugar numero veintiuno del total de casos
diagnosticados por TB en todas sus formas en nuestro pais. Sin embargo, se ubica
en el centro de los estados que presentan un constante movimiento bidireccional y
una mayor incidencia de casos de TB por cada 100 mil habitantes (Sinaloa 29.9,
Nayarit 24.7, Chihuahua 19.1 y Coahuila 21.1). Por lo tanto es evidente que las cifras
del numero de personas con tuberculosis en Durango puede ser mas de la reportada
por los sistemas de salud. Por otro lado, Veracruz ocupa el sexto lugar de los
estados con mayor numero de casos de tuberculosis en nuestro pais con una

incidencia de 26.7/100 mil habitantes, por arriba de la media nacional (16.6/200 mil
5
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habitantes). Veracruz colinda con el estado de Tamaulipas que ocupa el tercer lugar
nacional con una incidencia de 32/100 mil habitantes (Figura 2). Se estima que para
el afio 2020 cerca de mil millones de personas en el mundo contraeran la infeccion,
doscientos millones de personas enfermaran y el nUmero de muertes aumentara

como minimo a 35 millones de personas®*.

pc | .4
Guerrero | : .o

Tamaulipss | : o B Los mas altos (>30)
Sonara FLE] Arriba de la tasa nacional (>16.6)
Sinaloa | : 5 9 Debajo de |a tasa nacional <16.6)

o Veracruz J 26.7
Tabases J26.5
Nusva Lean J 250
Mayarit ) 24.7
BLCS ) 246
Chiapas J 243
Coahuila J211
Chihuahua 191
Campeche J17.7
Caxaca Ji76 Durango
calima [T 6.8 1.7
MACIOMAL — 16.6

1
Quintana Roo le.4
137

Entidades Federativas

Jalizco

San Luis Patosi 1y .
17 F H
Queretaro e Nacional
o Durango 11.7
Marslas 117 16.6 Veracruz
Yucatan 2.2 g

Distrito Federal 9.1 26.7
Puebla 8.8 L

Hidalga 8.4

Aguascalientes G

Michoacan

Guanajuato 6.4

Zacatecas g
Mexico 4.5
Tlaxcala ._ 4.0

Tasa

o 10.0 20,0 30.0 40.0 50.0 60.0

Figura 2. Mapa de Distribucién Geogréfica de la incidencia de TB en todas sus

formas. Casos 2013. Fuente: Secretaria de Salud, DGE. Anuarios de morbilidad.Cierre2013.
http://www.cenaprece.salud.gob.mx/programas/interior/micobacteriosis/descargas/pdf/ TByDSSMexicoCursoTB2014.pdf

2.2.- TRATAMIENTO PARA TUBERCULOSIS

En México, los esquemas terapéuticos que se utilizan para la tuberculosis se
encuentran dentro de la Norma Oficial Mexicana (NOM-006-SSA2-1993). El objetivo
del tratamiento es obtener la rapida conversién bacterioldgica de la expectoracion u
otra muestra biolégica para cortar la cadena de transmision, curar al paciente, evitar
recaidas, fracaso al tratamiento y la seleccién de cepas de MTB drogorresistentes
(MTB-DR). Para lograr lo anterior, el tratamiento debe ser intensivo, combinado,

6
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prolongado y estrictamente supervisado®. Los farmacos que se aplican para el
tratamiento de pacientes con tuberculosis son isoniacida (H), rifampicina (R),
pirazinamida (Z), etambutol (E) y estreptomicina (S). Estos son considerados
farmacos de primera linea en funcién de su efectividad y tolerabilidad, sin embargo,

son altamente hepatotdxicos®3¢ (Figura 3).

Farmacosde 1era linea Farmacosde 2da linea
Eficacia v Tolerabilidad Mayor TOXICIDAD y Menos Tolerabilidad
ESQUEMA-UNO ESQUEMA-DOS ESQUEMA - UNICO
6 meses 4540 Dosis torales 8 meses 115 Dosis torales 18 meses Total de 450 dosis
PRIMER DIAGNOSTICO * TUBERCULOSIS
MULTI-
TUBERCULOSIS DROGORRESISTENTE
Eoguame & 9
™ Kanamicina
* Isoniacida (H) * HRZE + Estreptomicina Ciprofloxacina
+ Eti id
| *Rifompicina (R) Esambuzol
*Pirazinamida (2)
* Etambutol (€) e
tionamwda
o —‘ *HRZ + Etambutol | Pirazinamida
) Etambutol
* Isoniacida
* Rifampicina —{ *HR + Etambutol ’
] FASE INTENSIVA (bactericida)
[ FASE SOSTEN ; FASE INTENSIVA
[T FASE SOSTEN (esterilizante) Norma Oficial Mexicana, NOM-017-SSA2-1994

Figura 3. Esquemas de tratamiento para pacientes con tuberculosis.

Los farmacos de segunda linea se aplican en funcién de la presencia de reacciones
adversas y drogorresistencias hasta por un periodo de 24 meses. El esquema de
tratamiento esta conformado por kanamicina (Ka), amikacina (Ak), capreomicina
(Cp), rifabutina (Rb), rifapentina (Rp), acido para aminosalicilico (PAS), etionamida
(Et), protionamida (Pt), cicloserina (Cs), terizidona (Tz), ciprofloxacina (Cipro),
ofloxacina (Of), levofloxacina (Levo) y moxifloxacina (Moxi). Los efectos adversos
son mas intensos a diferencia de los farmacos de primera linea y, por consiguiente,

es mas dificil mantener la adherencia del paciente al tratamiento. La hepatoxicidad

7
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es el principal efecto adverso en el paciente con TB, que puede ser fatal si no se
detecta a tiempo, y es causada por H, R y Z,1237, Otros efectos adversos que pueden
presentarse por el consumo de éstos farmacos son hipersensibilidad, desordenes
gastrointestinales y neurolégicos (Cuadro 1). El control de las reacciones adversas
en los pacientes con TB genera un costo adicional de la enfermedad3. Por tal motivo
H, R y Z fueron de mayor interés en éste estudio por los efectos adversos que
producen en los pacientes y sus interacciones farmacologicas, las cuales se

describiran mas adelante.

Cuadro 1. Farmacos de primera linea para el tratamiento de TB, su accion,
interaccion y efectos adversos.

- Dosis Diaria Dosis 3 / Interacciones y
Férmacos Accién / Via semana efectos adversos
Fenitoina
lsomac_ld_a (H) 15 mg/Kg 20 mg/Kg Neunns.
Bactericida extra hasta 300mg hasta 600 m Hepatitis
e intracelular Oral g Hipersensibilidad
Sx lupoide
Inhibe
anticonceptivos
Rifampicina (R) orales Quinidina
Bactericida todas 1= e/ 20 mg/kg
laci hasta 600 600 a 900 m Hepatitis
|E>ob a.f_lones Oral 8 Reaccion febril
sterilizante Purpura
Hipersensibilidad
Intolerancia oral
Hiperuricemia
Pirazinamida (2) Hasta 50 Hepatitis
Bactericida 25-40 mg/kg mg/kg Vomitos
intracelular hasta2 g En >51 Kg Artralgias
Esterilizante hasta 2.5 g Hipersensibilidad
cutanea
Etambutol (E) 15-30" mg/kg 40 mg/kg P
Bacteriostatico hasta 1.2 hasta 1.2 g ;euntls optica
: scriminacion
extra e g como como dosis rotovevda
intracelular dosis tope tope ¥
Estreptomicina (S) ?Lﬁﬁuscular
Bactericida 15-30 mg/kg 25-30 mg/kg Lesién Vil par
extracelular hasta 1 g hasta1g Hiper sibilidad
nefrotoxicidad
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2.3.- FRACASO AL TRATAMIENTO ANTI-TUBERCULOSIS
El fracaso al tratamiento se define como el resultado de una baciloscopia positiva en

la expectoracion u otros especimenes al término del tratamiento, o en quien después
de cinco meses de tratamiento y un resultado negativo la baciloscopia es positiva por
cultivo (Figura 4). Las causas principales de fracaso al tratamiento son la falta de
adherencia al mismo, el antecedente de tratamiento previo y la drogorresistencia’83,
El control de la TB es especialmente dificil en nuestro pais debido a la falta de
infraestructura necesaria para un diagnostico temprano, a la ineficiencia en las
medidas de control de la transmision, a terapias inadecuadas, al incumplimiento del
tratamiento acortado estrictamente supervisado (TAES) y al retraso en la aplicacion
del tratamiento, en pacientes que contribuyen en la aparicion de cepas MTB-DR.4°

A mayor tiempo invertido para su deteccion menor son las posibilidades de
proporcionar un tratamiento adecuado al paciente y el riesgo de diseminacion de la
enfermedad aumenta. El fracaso al tratamiento anti-tuberculosis estandarizado es un
problema grave que enfrentan algunos programas nacionales de control de la
enfermedad. Se ha descrito un incremento en la frecuencia de fracaso al tratamiento
en paises con una tasa elevada de resistencia a isoniacida, con una alta proporcion
de casos que desarrollaron resistencia durante el tratamiento®’. Cuando se presenta
un fracaso al tratamiento suele inferirse que la causa de su desarrollo es la presencia
de cepas drogorresistentes, sin embargo en el afio 1997 se describié un estudio
donde se enfatiza que no en todos los pacientes que fracasan al tratamiento se debe
a la presencia de una cepa drogorresistente*!. Espinal observé que el 48% de los
pacientes con TB nunca antes tratados portadores de cepas multidrogorresistentes
no fracasaron al tratamiento*2. En un reciente reporte se menciond que los pacientes
con fracaso al tratamiento y con historia previa de tuberculosis recayeron en menor
tiempo que los pacientes control que se curaron (p=0.01), ademas, presentaron un
riesgo seis veces mayor de recaer por el tratamiento previo (p=0.008)43444546 Un
factor de riesgo que influye en la eficacia de un tratamiento anti-tuberculosis son los
polimorfismos genéticos de enzimas metabolizadoras de farmacos, los cuales

pueden ser responsables en gran medida de la variabilidad en la respuesta a
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farmacos. Estos polimorfismos causan alteraciones funcionales en las enzimas y dan
lugar a diferentes fenotipos, desde metabolizadores lentos hasta metabolizadores
ultrarapidos®’. Por lo tanto la determinacién de factores genéticos puede ser

importante marcador para garantizar el éxito del tratamiento?,

Figura 4. Baciloscopia positiva en muestra de expectoracion. Tincién Ziehl Neelsen.

Bacilo acido alcohol resistente Mycobacterium tuberculosis (MTB)

2.4.- METABOLISMO DE FARMACOS ANTI-TUBERCULOSIS

En un paciente con TB a medida que aumenta el nimero de farmacos en su
tratamiento, aumentan las posibles interacciones farmacolégicas, con consecuencias
clinicamente importantes como la inhibicién del efecto terapéutico y reacciones
adversas. Una interaccién farmacolégica se define como la interferencia en la
eficacia o el perfil de seguridad de farmacos administrados simultdneamente®. Estas
interacciones pueden producirse en cualquier momento de la absorcion, distribucion,
metabolismo o eliminacion de un farmaco. Para llevar a cabo el metabolismo de un
farmaco, existen en el organismo humano gran variedad de enzimas con una amplia
especificidad de sustratos. De la misma manera un mismo farmaco puede ser
metabolizado por varias enzimas, aunque siempre habr4d una ruta metabdlica
principal para cada farmaco®. El proceso de biotransformacion se divide en etapas o

fases (Figura 5). En la Fase | se engloban procesos quimicos de distinta naturaleza

10
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(principalmente  oxidacion, oxigenacion, reduccion e hidrolisis, asi como
desalquilaciones y deshalogenaciones), cuyo resultado es la modificacion quimica de
las moléculas con la aparicion de nuevos grupos funcionales®. ElI metabolito
resultante es mas polar, en ocasiones mas reactivo y sensiblemente menos lipofilico.
Con frecuencia los metabolitos formados en la Fase | se unen covalentemente a
moléculas endogenas de la célula tales como &cido glucordnico, glutation, sulfato y
aminoacidos, generando conjugados (Fase I1)474°, Este proceso conlleva un
considerable aumento de la hidrosolubilidad y por lo general, también una
disminucién de su actividad farmacoldgica y/o toxicolégica. Ambos procesos facilitan
la eliminacion renal o biliar de los metabolitos, pero no necesariamente todos los
farmacos sufren un proceso de Fase | seguido de otro de Fase Il. El objetivo principal
de las reacciones de biotransformacion es modificar la hidrofobicidad de un
compuesto de manera que se facilite su eliminacion y en ocasiones tal objetivo se
alcanza solo con las reacciones de fase |, sélo de fase Il o ambas. Las reacciones
de fase | se producen generalmente por la familia de las enzimas del CYP450
presentes en su mayoria en el higado, pero también las hay en intestino, pulmones,
rifidn, cerebro, placentay piel. Las reacciones de fase Il, aumentan mas la polaridad
de los farmacos al conjugarlos con grupos enddgenos, mediante glucurénidacion,
sulfatacién, metilacion, acetilacién y conjugacién con aminoacidos. Las enzimas que
caracterizan a esta fase son las N-acetiltransferasas (NAT 1 y 2), otras enzimas de
fase Il, son la Glutatibn-S-transferasas (GST), UDP-glucuronosiltransferasas y
Sulfotransferasas (ST) 4. En las reacciones de fase | y Il, pueden producirse
interacciones farmacoldgicas, en las que uno de los farmacos puede inducir, inhibir o
simplemente ser un sustrato de estas reacciones. Cuando el farmaco inhibe una
enzima, puede hacerlo de forma competitiva 0 no competitiva. La inhibicion
competitiva se produce cuando el metabolismo del farmaco desencadenante, impide
que se metabolice el farmaco blanco. La inhibicibn no competitiva se produce cuando
el farmaco desencadenante se une a la enzima sin ser metabolizado e impide que se
metabolice el farmaco blanco. Estas interacciones se inician y desaparecen

rapidamente.
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Figura 5. Enzimas de Fase | y Fase Il que metabolizan farmacos. Las enzimas de

Fase | son responsables de la adicion de un grupo funcional en el sustrato original. Las enzimas de
Fase Il lo conjugan con agentes enddgenos. La contribucién de cada enzima en el metabolismo se
estima por el tamario relativo de cada seccién de la grafica.

En el caso de farmacos anti-tuberculosis como la isoniacida, éste inhibe de forma
competitiva y no competitiva varias enzimas del CYP450, y por ende el metabolismo
de sus farmacos blanco, aumentando sus concentraciones plasmaticas casi de
inmediato. La induccién enzimatica se produce cuando el farmaco desencadenante
induce la sintesis de la enzima que metaboliza el farmaco blanco. La rifampicina es

12
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un inductor enzimatico clasico, y tiene efectos en el metabolismo de fase Il (Cuadro
2). Cuando la rifampicina induce el metabolismo de los farmacos blanco, sus
concentraciones disminuyen y el efecto completo puede no apreciarse hasta al cabo
de dos semanas®. La isoniacida, rifampicina y pirazinamida son farmacos
potencialmente hepatotéxicos®>°3. En contraste, el etambutol tiene un perfil de
interacciones limitado®*. Por tal motivo el conocimiento de estos efectos es relevante
en la préactica clinica para conseguir en el paciente el efecto terapéutico deseado.
Las enzimas encargadas del metabolismo de isoniacida y rifampicina son NAT2,
CYP2El1l, GSTM1 y GSTT (Figura 6). Mientras que en el metabolismo de

pirazinamida participa la enzima Xantina Deshidrogenasa (XDH) (Figura 7).

Cuadro 2. Anti-fimicos que inhiben o Inducen enzimas de biotransformacion.

Obtenido de: Manjunath P (2006), Alma Tostmann (2010), Virginia Leiro, (2008), Stefan Oswald, (2011), Wing
Way (2006), Alma Tostmann (2008), Sang-Heon Kim (2011), *Vidyasagar (2013)

FARMACO ENZIMA FASE INHIBE INDUCE
que lo ACTIVIDAD ACTIVIDAD
metaboliza
ISONIACIDA NAT2 Nyl CYP3A4 *

(H) CYP2E1 CYPC19
CYP2C9
CYP1A2
CYP2A6
CYP2E1*

(Hepatoxicidad)
RIFAMPICINA GSTM1 Il * UDP-
(R) GSTT1 glucuronosiltransferasa,

Sulfaniltransferasas
Enzimas del CYP450

CYP2E1*
PIRAZINAMIDA Xantina Il CYP2E1 Sin reportes
2) deshidrogenasa CYP3A4
(XDH)
2.5.- CYP2E1

El CYP2E1 es una enzima de 496 aminoacidos que pertenece a la superfamilia de

proteinas del citocrompo P-450 (CYP450). Se han identificado mas de 70 sustratos
13
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metabolizados por esta enzima entre los cuales se encuentran alcoholes, aldehidos,
cetonas, hidrocarburos alifaticos y aromaticos, solventes halogenados y algunos
farmacos como isoniacida, acetaminofén y cafeina®°657, Esta enzima participa en la
generacion de hidrazina, un metabolito toxico que se genera del metabolismo de
isoniacida (Figura 6). CYP2EL se expresa en el higado y es inducida por rifampicina,
acetona, etanol, benceno y otros compuestos que son en su mayoria sustratos de
CYP450°8. Cuantitativamente comprende aproximadamente el 7% de todas las
isoformas del CYP450 en el higado.

El gen que la codifica CYP2E1 se encuentra en el cromosoma 10¢24.3%°.
Estructuralmente esta formado por 9 exones y 8 intrones. EI Comité de Nomenclatura
del CYP450 humano del instituto Karolinska (http://www.cypalleles.ki.se/index.htm),
ha descrito principalmente 13 variantes alélicas en el gen CYP2E1l la mayoria
localizadas en su region promotora y en regiones intrénicas. Una de las variantes
alélicas principales es CYP2E1*5B o alelo c2 el cual presenta los SNPs -1293G>C y
-1053C>T, que provocan un aumento de la actividad transcripcional y elevados
niveles de proteina®. Fukino et al, 2008 reporté que en individuos con genotipo c2/c2
las concentraciones de hidrazina fueron ligeramente mayores que en aquellos con
genotipo c1/c2. El polimorfismo CYP2E1*5B es mas frecuente en asiaticos (~30%)5!
que en caucasicos (3-4%) y en afroamericanos (0.3-1%)°%2. En poblacién mexicana se
ha descito con una frecuencia de 16-30%°%354, Se han descrito otros polimorfismos de
CYP2EL1 cuyo significado clinico no es claro, debido a que no se ha demostrado una

asociacion convincente de éstos con la actividad catalitica de la enzima.
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Figura 6. Metabolismo de isoniacida.

2.6.- N-acetiltransferasa (NAT2)

La enzima N-acetil-transferasa 2, también conocida como NAT2, es una enzima que
se expresa en higado e intestino®, NAT2 cataliza reacciones de N-acetilacion, O-
acetilacion y N,O-acetilacion, al vincular Acetil-CoA a sustratos como arilaminas,
arilnidrilaminas y arilhidrazinas (Figura 7). Muchos sustratos de NAT2 son
compuestos antibacterianos entre los que se incluyen sulfonamidas, hidracina y el
antifimico isonicida, el cual es metablolizado principalmente por NAT2¢7. En la figura
6 se muestra el metabolismo de isoniacida, cuyo paso metabdlico principal en su
biotransformacion al metabolito Acetil isoniacida (AcINH), catalizado por NAT2. La
AcINH es hidrolizada por una amidasa y transformada en acetil hidracina (AcHz).
Existe otra via en la cual la isoniacida es hidrolizada por una amidasa en hidracina
(figura 6). Es posible que NAT2, CYP2E1 y GST afecten la concentracion plamatica
de isoniacida e hidracina.

En humanos la enzima N-acetil-transferasa 2 es codificada por NAT2, un gen muy
polimorfico ubicado en el locus 8p22 que consta de 2 exones. Se han descrito mas
de 36 alelos de NAT2 en humanos®, los cuales contienen entre 1 y 4 SNPs en la

region codificante (www.louisville.edu/medschool/pharmacology/NAT.htlm)8°,
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Figura 7. Reacciones de N-acetilacion, O-acetllacibn y N, O-acetilacion
catalizadas por NAT2.

El alelo normal o silvestre, se denomina NAT2*4. Los alelos NAT2*5 (341T>C),
NAT2*6 (590G>A), NAT2*7 (857G>A), NAT2*14 (191G>A) y NAT2*17 (434A>C),
provocan una reduccion en la actividad enzimatica, alteran la afinidad por el sustrato
y/o la estabilidad de la enzima’®71.72.73.74.75 | 3 combinacién de los alelos determina el
fenotipo acetilador; los individuos homocigotos para el alelo silvestre se han
denominado acetiladores rapidos (AR), aquellos con genotipo heterocigoto con un
alelo silvestre y uno mutado se han llamado acetiladores intermedios (Al), y los
individuos homocigotos de alelos mutados se han designado acetiladores lentos
(AL)76.77.78.79.80 | 3 frecuencia de los alelos en las diferentes poblaciones es variable,
por lo que existen diferencias interétnicas en la capacidad acetiladora®82. El 95% de
los AL corresponde a las variantes alélicas *5, *6 y *783848586 | 3 prevalencia del
fenotipo AL es del 50-70% en Caucasicos®’, 35-55% en los Afroamericanos y 10-
30% en Asiaticos®8. Las poblaciones africanas y caucasicas tienen una alta
frecuencia de los alelos NAT2*5 (>28%) y una baja frecuencia del alelo NAT2*7

(<5%)%°91, Poco se sabe acerca de la prevalencia de variantes alélicas de NAT2 en
16
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la poblacion de América Latina®"9%%, Diaz Molina et al., 2008 describié que los
alelos prevalentes en poblacién mexicana fueron NAT2*5, *6 y *4. La alta frecuencia
del alelo NAT2*5 (34%) en mexicanos, el cual es poco frecuente en japoneses e
indigenas de América Central, fue similar a la descrita en Caucéasicos Americanos y
Europeos (33-42%) (23-25, 33 Diaz-Molina). En otro estudio Fukino et al., 2008%
realizd6 la evaluacion del efecto de los polimorfismos de NAT2 sobre las
concentraciones de isoniacida y sus metabolitos, en suero de pacientes con
tuberculosis. El paso de acetilacion de isoniacida a AcINH tiende a cambiar al paso
hidrolitico que genera el metabolito hepatotdxico hidracina, cuando se incrementan
los alelos mutantes de NAT2. Ademas, las concentraciones en suero de hidracina

fueron significativamente mayores en AL que en AR de NAT2.

2.7.- Glutation-S-transferasa (GST; GSTMy GSTT)

La conjugaciéon del agente endégeno glutation sulfhidrilo (GSH) a sustratos
endégenos o exdgenos (ej.: farmacos) es catalizada por las enzimas citosélicas
glutation-S-transferasas (GST), las cuales juegan un papel importante en la
detoxificacion®. Catalizan el ataque nucleofilico del glutation sobre sustratos
electrofilicos y con ello reducen la actividad de compuestos potencialmente toxicos®®.
Aungue en otros casos puede aumentar la toxicidad de los sustratos por ejemplo, de
isotiocianatos de bencilo y fenilo, y de dihaluros de alquilo®’. Otros de sus sustratos
son los productos del estrés oxidativo, 6xidos de arenos, acetaldehidos, dihdlidos de
alquilo, farmacos de uso clinico, pesticidas y toxinas ambientales® 9%, Las enzimas
GST conocidas hasta ahora pertenecen a 8 clases distintas designadas como alfa,
kappa, mu, omega, pi, sigma, theta y zetal®. Los genes de la clase mu de GST se
localizan en la region cromosomica 1p13.3, los de la clase theta en el cromosoma
22011.2101.102 y 3| igual que los de clase mu son altamente polimérficos'®3. Se ha
identificado la delecion homocigota de los genes GSTM1 y GSTT1 (designada como
*0) que se asocia con la pérdida de actividad enzimatical04 105106 107 - Diferentes

autores mencionan que el polimorfismo GSTM1*0 se genera por un proceso de
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recombinacion homologa entre regiones repetidas en GSTM1 y un gen que carece
de éste alelo (Bolt HM et al., 2006, Xu S et al., 1998, Parl FF et al., 2005) (Figura 8).
El polimorfismo GSTML1 nulo es frecuente en humanos, de forma que se encuentra
presente en aproximadamente un 50% de la poblacion, con un rango de 30-70%
para los distintos grupos étnicos (Bolt HM, 2006). Pocos estudios describen una
asociacion significativa de los genotipos nulos de GSTM1 y GSTTL1 con el desarrollo
de hepatoxicidad por antifimicos.'%® Virginia Leiro et al., 2008 publicé una asociacién
del genotipo GSTT1*0 con el desarrollo de hepatotoxicidad causado por farmacos
anti-tuberculosis en poblacién caucésica. Este mismo efecto fue observado en
pacientes con tuberculosis pulmonar activa de la India con el genotipo nulo en
GSTM1 y GSTT1.1% Por otro lado, se ha descrito que pacientes bajo tratamiento con

isoniacida con genotipo GSTM1*0 tienden a acumular hidracina (Fukino 2008).

ﬁif@:l?w.i:ti?__— i
oy I

Null allele i T F

- -

Figura 8. Estructura del gen GSTML. El alelo nulo de GSTM1 se origina por recombinacién
homologa entre una region que carece del gen GSTM1, con regiones repetidas de 4.2 kb mostradas en cuadros
grises en el gen silvestre, el resultado es una delecién de 16 kb del gen completo.

2.8.- Xantina Deshidrogenasa (XDH)

Es una enzima comunmente conocida como Xantina Oxidasa (XO) que es clave en
la degradaciéon de purinas. Cataliza la oxidacion de hipoxantina a xantina y la
oxidacion de ésta Ultima a acido Urico, y contribuye a la generacion de especies
reactivas de oxigeno. La enzima XDH es responsable del metabolismo del anti-fimico
pirazinamida (PZA)10:111,
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El &cido pirazinoico (PA) es el principal metabolito activo de PZA, producido por una
amidasa microsomal hepatica, el cual es un inhibidor activo de Mycobacterium
tuberculosis. La enzima XDH hidroxila el PA y es convertido en acido 5-
hidroxipirazinoico (5-OH-PA)2113.114 (Figura 9). En orina se han detectado los
metabolitos PA, 5-OH-PA y 5-OH-PZA y solo un 4% de la PZA se excreta sin ningan
cambio.'*® El factor limitante en el metabolismo de PZA es la actividad de la amidasa
hepatica, encargada de la formacion de PA a partir de PZA 'y de 5-OH-PA a partir de
5-OH-PZA. En cambio la oxidacion de PZA por la XDH ocurre rapidamente
(formacién de 5-OH-PZA y 5-OH-PA a partir de PA). El uso de PZA tiene desventajas
debido a que esta asociada con hepatoxicidad e hiperuricemia, y su severidad es
similar a la observada con isoniacida y rifampicinal!®., La enzima encargada del
metabolismo de PZA es codificada por el gen XDH!!" que se expresa en higado y
esta ubicado en el cromosoma 2p23.1. Se han descrito 10 polimorfismos genéticos
de substitucion no sindnima que funcionalmente afectan la actividad de XDH
empleando como sustrato el agente endégeno xantinal*®, una de estas es la variante
XDH 3528C>G, Prol1150Arg que provoca una proteina inactiva, el cual es un posible
factor que desencadena efectos adversos asociados al metabolismo de 6-
mercaptopurina en humanos. Otra polimorfismo relevante es 4599C>T localizado en
la region 3 UTR con repercusién en el procesamiento del RNAm.
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Figura 9. Metabolismo de Pirazinamida.
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2.9.- Gen NRAMP1/SLC11A1y Tuberculosis.

Algunos estudios han descrito que la predisposicion a desarrollar enfermedades
infecciosas depende de la eficacia en la activacion del sistema inmunolégico
determinado por factores genéticos'®. Los macrofagos son la primera linea de
defensa al inicio de la infeccién. Estos se encargan de reconocer a MTB para
fagocitarlo y eliminarlo mediante la funcion lisosomal, induccion de apoptosis y
radicales libres'®. La concentracion de Fe?* puede restringir la replicacion de
patégenos intracelulares como MTB, mediante la alteracion del medio ambiente
fagolisos6micot?1122.123.124 (Figura 10). La proteina encargada de bombear los
cationes divalentes de Fe?* a través de la membrana del fagolisosoma es NRAMP1
(“Natural Resistance-Associated Macrophage Protein 17) 125126, Esta proteina de 550
aminoacidos es codificada por el gen NRAMP1 o también nombrado SLC11A1, el
cual consta de 14 kb de longitud y 16 exones, localizado en la region 2g35'?’ (Figura
11).
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Figura 10. Efectos de los polimorfismos de Nrampl en lainfeccion de MTB.
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Figura 11. Ubicacion cromosomal del gen NRAMPL1 y sus polimorfismos.

El gen NRAMP1 se ha asociado con susceptibilidad a TB y con el control de la
infeccion por MTB en poblacion Asiatica y Africana'?®13l, Se ha descrito que en
pacientes con TB los polimorfismos INT4 G>C y D543N G>A en NRAMP1 podrian
ser predictores de la gravedad, estar relacionados con la extension clinica de la
enfermedad y progresion a formas severas de TBP?3. A este respecto, Soborg et al.,
2002 reportd que las variantes alélicas del gen NRAMP1 estan asociados con el
aumento de la replicacion de micobacterias y que esto confiere susceptibilidad para
desarrollar TB y formas severas de la enfermedad*34. Aunado a los polimorfismos de
NRAMP1, el género y la edad son factores que pueden influir en dicha
asociacion?®12?. Un estudio realizado por Ben Selma et al., (2012), describe la
asociacion del genotipo silvestre G/G de la variante D543N con la resistencia a
desarrollar TBP en mujeres. Los polimorfismos en NRAMP1 también se han
asociado con mayor susceptibilidad a infectarse por micobacterias potencialmente
infecciosas, y con el desarrollo de farmacoresistencia por MTB8192041  Asimismo, se
ha descrito que dichas variantes pueden afectar la respuesta al tratamiento.**° En un
estudio realizado en China, los SNPs INT4 G>C y D543N G>A de NRAMP1 se
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asociaron con dos formas clinicas graves de TBP bacilifera y TB cavitarial3l. Por otra
parte Zhang W et al., (2005) encontré asociacion de los SNPs de NRAMP1 con la
progresion a la enfermedad pero no con susceptibilidad. Algunos estudios han
demostrado que los polimorfismos en NRAMP1 también influyen en la susceptibilidad
a TB en poblaciéon pediatrica'®133, Por el contario, existen estudios en otras
poblaciones (Korea, Japon, Taiwan, Hong Kong, Brasil y Dinamarca) en los que los
polimorfismos de NRAMP1 no fueron un factor de riesgo para desarrollar TB134135136
ni se asociaron con severidad de la enfermedad!®’. En México existe solo un reporte
en el que se encontré que los polimorfismos 3'UTR y D543N no se asociaron con el
riesgo a desarrollar TB38. Sin embargo, el contraste de estos resultados puede
atribuirse a factores como el estado clinico y el origen étnico de los
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3.0- JUSTIFICACION

La tuberculosis es considerada una enfermedad re-emergente con mayor impacto en
la salud publica y con una alta incidencia de morbi-mortalidad a nivel mundial. El
fracaso terapéutico en pacientes con TB es una de las condiciones que mayor
preocupacion han generado en nuestro pais el cual puede ser secundario a factores
como la falta de adherencia o abandono al tratamiento, desarrollo de
drogorresistencia y falta de respuesta a farmacos. Existe gran variabilidad
interindividual en la respuesta a los medicamentos antifimicos de primera linea
(rifampicina, isoniazina, pirazinamida y etambutol) que depende en gran parte de su
metabolismo. En éste proceso participan diferentes enzimas (NAT2, CYP2E1, XDH,
GSTT y GSTM) cuya actividad puede ser alterada debido a la presencia de
polimorfismos en los genes que las codifican. Muchos de estos polimorfismos se han
asociado principalmente con hepatoxicidad en individuos bajo tratamiento con
antifimicos, pero hasta la fecha no se ha evaluado su efecto sobre el fracaso al
tratamiento. Otro factor que interviene en la respuesta al tratamiento antifimico se
relaciona con genes inmuno-moduladores como NRAMP1 que evita la propagacion
intracelular de Mycobacterium tuberculosis. EI gen NRAMP1 se ha asociado con
susceptibilidad, progresion y severidad de la TB, sin embargo no se ha analizado si
las variaciones en este gen pueden influir en el fracaso al tratamiento.

Por lo tanto, en este estudio se evaluaron polimorfismos en genes encargados del
metabolismo de antifimicos y en el gen NRAMP1 con el fin de generar posibles
marcadores moleculares de riesgo al fracaso al tratamiento, que contribuyan en el
control de la TBP.

23



Yvain de los A. Salinas Delgado  CIIDIR IPN Unidad Durango Doctorado en Ciencias en Biotecnologia

4.0.- OBJETIVOS

4.1.- Objetivo General

Determinar la asociacion entre la Farmacogenética y las variantes del gen NRAMP1

con el fracaso al tratamiento en pacientes con TBP.

4.2.- Objetivos Especificos

1. Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos NAT2
[*5 (341 T>C), *6(590 G>A) *7 (857 G>A) y *14 (191 G>A)], CYP2E1 [*5 (-
1293 G>C)], GSTM1 (*0), GSTT1(*0); XDH [4599C>T, 1150C>G] y NRAMP1
(D543N G>A, INT4 G>C) en pacientes con TB.

2. Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos de
NRAMP1 (D543N G>A, INT4 G>C) en pacientes con TB.

3. Determinar la asociacion de los polimorfismos de NAT2 [*5 (341 T>C), *6(590
G>A) *7 (857 G>A) y *14 (191 G>A)], CYP2E1l [*5 (1293 G>C)], GSTM1
(*1,*0), GSTT1(*1,*0); XDH [4599C>T, 1150C>G] y NRAMP1 (D543N G>A,
INT4 G>C) con el fracaso al tratamiento en pacientes con TB. .

4. Determinar la asociacion de los polimorfismos NRAMP1 (D543N G>A, INT4

G>C) con el fracaso al tratamiento en pacientes con TB.
5.0.- MATERIAL Y METODOS

5.1.- DISENO DEL ESTUDIO

Estudio de casos y controles

5.2.- POBLACION DE ESTUDIO

Pacientes con tuberculosis pulmonar con tratamiento farmacologico, y seguidos de

forma prospectiva.

Definicion de caso: Pacientes con diagnostico nuevo de tuberculosis pulmonar con

fracaso al tratamiento.
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Definicion de control: Pacientes curados de tuberculosis pulmonar que terminaron

el tratamiento con éxito.

5.3.- VARIABLES

De los pacientes incluidos en el estudio se obtuvo informacion clinica y socio-

demografica mediante una encuesta, las variables evaluadas fueron las siguientes:

e Diabetes tipo 2: Enfermedad metabdlica caracterizada por altos niveles de
glucosa en sangre.

e Fumador: Consumo diario durante el tltimo mes o cualquier cantidad de
cigarrillos, incluso uno.

e Consumo de drogas: Consumo intencional de sustancias no permitidas que
alteran el sistema nervioso central.

e Alcoholismo: Consumo diario de bebidas alcohdlicas.

e BCG: Vacuna que protege contra la tuberculosis.

e COMBE: Contacto previo con enfermos de tuberculosis.

5.4.- CRITERIOS DE PAREAMIENTO
e Edad

e Geénero
e Lugar de residencia

e Enfermedad concomitante

5.5.- UNIVERSO MUESTRAL

Pacientes con diagndstico de tuberculosis pulmonar viviendo en el municipio de
Durango y en el puerto de Veracruz que recibieron tratamiento para su enfermedad y
fueron diagnosticados como curados o con fracaso al tratamiento.

Los pacientes considerados como curados completaron el esquema de tratamiento
de primera linea de un periodo de seis meses con isoniacida, rifampicina y
pirazinamida de acuerdo a la NOM-006-SSA2-1993. Ademas, tuvieron ausencia de

sintomas y baciloscopias negativas por mas de seis meses o un afio después de
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terminar su tratamiento. Los pacientes con fracaso al tratamiento fueron
considerados aquellos que por primera vez se diagnosticaron con TBP e iniciaron
tratamiento de primera linea y continuaron con bacilos en la expectoracion al término
del tratamiento 6 que después de un periodo de negativizacidon presentaban
baciloscopia positiva. Del municipio de Durango se incluyeron pacientes de dos
clinicas, del centro de salud No. 2 de la Secretaria de Salud y del IMSS de Durango.
En el caso de Veracruz se recolectaron pacientes solo del puerto en siete clinicas de
la Jurisdiccion sanitaria VIII de la Secretaria de Salud y de tres unidades de medicina
familiar (No. 57, 61 y 68) del IMSS, asi como del consultorio No. 8 de la UMAE
Hospital de Especialidades No. 14 C.M.N. “Lic. Adolfo Ruiz Cortines”.

De acuerdo con datos de la Secretaria de Salud en México, hubo 19.738 nuevos
casos de tuberculosis pulmonar en el afio 2013. En los estados donde se realizo el
estudio, alrededor de 1.300 sujetos de nuevo diagnostico recibieron tratamiento y
cuarenta pacientes fracasaron al tratamiento. Por lo tanto el nUmero de pacientes por
grupo (n=33) incluidos en el periodo de estudio consideramos que es representativo

de nuestra poblacion.

5.6.- CRITERIOS DE INCLUSION

e Hombres y Mujeres

e Mayores de 18 afios de edad

e Pacientes con diagnéstico de TBP que terminaron el tratamiento
primario acortado y se curaron

e Pacientes con diagnéstico de TBP con fracaso al tratamiento

¢ Residentes del estado de Durango

¢ Residentes del estado de Veracruz

e Con consentimiento informado firmado

26



Yvain de los A. Salinas Delgado  CIIDIR IPN Unidad Durango

5.7.- CRITERIOS DE ELIMINACION

e Pacientes con VIH
e Pacientes con Hepatitis

e Mujeres embarazadas

5.8.- CRITERIOS DE EXCLUSION

e Pacientes que abandonaron el tratamiento

e Pacientes que retiraran su consentimiento

Doctorado en Ciencias en Biotecnologia

e Muestras de sangre o DNA que no fuera posible procesar por degradacion

5.9.- VARIABLES CONFUSORAS

e Tratamientos concomitantes
e Enfermedades concomitantes

e Tiempo de evolucion de la enfermedad

5.10.- TAMANO DE LA MUESTRA

El tamafio de muestra se obtuvo mediante la férmula para calcular el poder o

potencia de la prueba mostrada a continuacion:

N = (Za2 + Zp)?> p (1-p) / d?

n = Tamano de muestra

Zq = Valor probabilistico de alfa 1.64 (nivel de significancia del 90%)

Zg = Valor probabilistico de beta 0.842 Potencia (1-p) 0.80

p = Proporcion esperada (0.5)
d = Diferencia maxima tolerada 0.20

N = [((1.64 + 0.842)2* (0.05 (1 - 0.05)) / (0.20)7] = 38
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El andlisis de potencia de la prueba se utiliza para calcular el tamafio de la
muestra necesario para detectar razonablemente un efecto'42, Este se expresa como
1-B y por lo regular un poder de 80 o 90%, dependiendo de las circunstancias, se
considera suficiente, un valor para beta de 0.20 o 0.10. Mientras mayor sea el nivel
de significancia (o) que se busca y mayor el poder que se desea de la prueba (p),
mas grande sera el tamafio de la muestra#3.

Se incluyeron pacientes con diagnostico previo o reciente de TBP que terminaron el
tratamiento de primera linea con éxito y que fracasaron al tratamiento del afio 2012 al
2013 en el estado de Durango y del afio 2014 en el caso del puerto de Veracruz. El
tamafo total de muestra obtenido fue de 66 pacientes los cuales fueron divididos en

proporciones iguales por grupo de estudio.

5.11.- LUGAR DE ESTUDIO

El proceso experimental se realiz6 en el laboratorio de biologia molecular de la

central de instrumentaciéon del CIIDIR-IPN Durango.

5.12.- ASPECTOS ETICOS

Este estudio fue aprobado ante la Comisién Nacional de Investigacion Cientifica del
IMSS con el No. R-2013-785-014 y por el comité local de investigacion y ética del
hospital general de Durango reconocido por la Secretaria de Salud con el nUmero de
oficio 308/012. Asi mismo fue registrado y aprobado por el comité de investigacion y
ética del hospital de alta especialidad de Veracruz con el nimero de oficio No.
SESVER/HRAEV/JEIC/JI/003/2014 vy el registro 001/2014.
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5.13.- PROCEDIMIENTOS

5.13.1 CONSENTIMIENTO INFORMADO

Todos los pacientes firmaron previo al estudio el consentimiento informado. ANEXO
1.

5.13.2 REVISION DE EXPEDIENTE

Se obtuvieron datos clinicos, epidemiolégicos y socio-demogréaficos de los pacientes
por expediente. ANEXO 2.

5.14.- GENOTIPIFICACION

5.14.1 EXTRACCION DE DNA

Las muestras de sangre se obtuvieron mediante el uso de tubos vacutainer con el
anticoagulante acido etilen-diamino-tetra-acetato (EDTA). La extraccion de DNA
gendémico se realiz6 mediante columnas de afinidad QIAmp DNA Blood Kit 90
(Qiagen, Hilden, Germany) a partir de 200 pL de sangre total mediante las
especificaciones del Kit QIAGEN® (ANEXO 3). Cada muestra fue etiqguetada segun

las caracteristicas del laboratorio y almacenadas a -20°C hasta su analisis.

5.14.2 CUANTIFICACION DE DNA

Una vez extraido el DNA se determind su pureza y cuantificacion en un
espectrofotometro tipo Nanodrop spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc®)
con absorbancia de 260/280 nm. Un valor mayor a 1.8 se consider6 como material
genético libre de proteinas. Una unidad de absorbancia a 260 nm corresponde
aproximadamente a una concentracion de 50 ug/mL de ADN doble hebra.

5.14.3 INTEGRIDAD DE DNA

La integridad y calidad de DNA gendmico fue verificada por electroforesis en gel de
agarosa al 1% durante 40 min a 70 voltios. El gel de agarosa fue tefildo con 0.5
ug/mL de bromuro de etidio. NOTA: Este es el mas usado para tefir acidos

nucleicos. Desventajas: Es toxico y necesita equipo de UV (también téxico) y material
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de seguridad. Ventajas: Potente y econdémico. A diferencia del SYBR Green que no
necesita ldmpara de UV, no se usa mucho para tefiir ADN por su alto costo y se
utiliza mas en la PCR-cuantitativa. Su principal desventaja es que puede generar

falsos positivos porque se une a secuencias inespecificas

5.14.4 PROCEDIMIENTO DE GENOTIPIFICACION
La determinacion de los polimorfismos en CYP2E1l, NAT2, XDH y NRAMP1 se

realiz6 por PCR en tiempo real en un equipo StepOne™ (Applied 94 Biosystems®)
usando tecnologia TagMan. La Tabla 3 contiene la secuencia y nimero de ensayo
de cada sonda TagMan. Cada sonda est4 marcada con un fluorocromo especifico
para cada alelo (FAM 6 VIC) que hibrida con la secuencia complementaria a la regién

de interés.

El proceso de amplificacion de cada region se realiz6 en un volumen final de

reaccion de 10 pL totales consistiendo de la mezcla siguiente:

COMPONENTES 1X
Master Mix 3.3 uL
Sonda TagMan 0.3 pL

DNA (10-15 pg/mL) 1.5puL
Agua 4.9 uL

Total 10 pL
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Cuadro 3. Secuencia y numero de ensayo de sondas TaqMan de cada
polimorfismo.

POLIMORFISMO CAMBIO Sonda TagMan (VIC/FAM) ID

NAT2*5 (rs1801280) 341 T>C GTTCACCTTCTCCTGCAGGTGACCAICTITGAC! | C_1204093_20
GGCAGGAATTACATTGTCGAT

NAT2*6 (rsl799930) 590 G>A ATATACTTATTTACGCTTGAACCTCIA/GIAACAA | C 1204091 10
TTGAAGATTTTGAGTCTATG - -

NAT2*7 (rsl799931) 857 G>A AATCTCGTGCCCAAACCTGGTGATGIA/GIATCC [ ¢ 572770 20
CTTACTATTTAGAATAAGGAA - -

NAT2*14 (rs1801279) 191 G>A TTTGATCACATTGTAAGAAGAAACCIAIGIGGGT | C_572771 10

GGGTGGTGTCTCCAGGTCAAT

CYP2E1*5 (I’S3813867) -1293 G>C AACGCCCCTTCTTGGTTCAGGAGAG[G/CITGCA C _2431875_10
GTGTTAGGTGCAGCACAACCA

XDH_1 (rs1042036) 1150 C>G CACCCCATAGCTGAAGTAGTGGAAGIC/GIGGTT | C 8899071 30
- CCCTGAGTTAGTCTCAAAGCT - -
XDH_2 (rs1042039) 4599 C>T TTTATTCTTTCCAATGATTCAAAGAICITIGGTTA | C 3279851 10
N GAGGATTTAACCTTACCCCA - -
D543N (rs17235409) 543 G>A | CTTCCTGTATGGGCTCCTTGAAGAGIAIGIACCA | C 2563529610

GAAAGGGGAGACCTCTGGCTA

INT4 (rs3731865) 469+14 G>C | TACTACCCTAAGGTGAGCTTGGGGGICIGICCT | C_1659793_10
GGACAGGGAGAACCACTGGCCC

Las condiciones de amplificacion por PCR-Tiempo Real fueron las siguientes:

CICLOS Paso TEMPERATURA/TIEMPO
1 95°C /10 min
40 CICLOS 2 95°C / 15 seg
60°C / 1 min
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La interpretacion de los resultados de genotipificacion se describe a continuacion:

Fluorocromo VIC™ Homocigosidad del Alelo mutado

Fluorocromo FAM™ Homocigosidad del Alelo silvestre

Ambas sefiales

Heterocigocidad alelo mutado / Alelo silvestre
fluorescentes

Multicomponent Plot

Sin Fluorescencia, control
negativo, sin DNA

Fluorescence

Multicomponent Plot

Multicomponent Flot

Homocigosidad del Alelo 1/ Alelol

Fluprescencia del Fluorocromo VIC®

Ambas senales fluorescentes

I
I
E Heterocigosidad
L

Figura 12. Interpfétacién de fluorescencia con fluorocromo VIC y FAM en PCR-

Tiempo Real StepOne™
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5.14.5 DETERMINACION DEL FENOTIPO ACETILADOR INFERIDO A PARTIR
DEL GENOTIPO DE NAT2.

De acuerdo a la nomenclatura consenso (http://nat.mbg.duth.gr) los pacientes
homocigotos para el alelo silvestre NAT2*4 fueron clasificados como acetiladores
rapidos (AR), los individuos heterocigotos con un alelo silvestre y una de las
variantes de NAT2 (NAT2*5, NAT2*6, NAT2*7 y NAT2*14) fueron clasificados como
acetiladores intermedios (Al), y aquellos individuos que llevaron dos variantes de
NAT2 en estado homocigoto o heterocigoto se clasificaron como acetiladores lentos
(AL).

5.14.6 DETECCION DE LOS POLIMORFISMOS EN LOS GENES GSTM1 Y GSTT1
POR PCR MULTIPLEX

La identificacién del alelo nulo (*0) de los genes GSTM1 y GSTT1 se realizé por PCR
punto final de acuerdo a la metodologia descrita por Sato et al., 1999 y Han-chun et
al., 2006 adaptada a las condiciones del laboratorio!44145, Como control interno de la
reaccion se empleé ademas un par de iniciadores que amplifican el gen constitutivo
B-actina. Los iniciadores empleados en la reaccion de PCR y el tamafio de los
productos se muestran en el Cuadro 4. Las reacciones se realizaron en un volumen
final de 25pl, los reactivos y las condiciones de amplificacibn se muestran en los
cuadros 5 y 6. Los productos de la reaccion fueron verificados mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 2.0% tefiidos con bromuro de etidio a 0.5 pg/ml
y observados en un transiluminador de luz ultravioleta (Figura 13).
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Cuadro 4. Iniciadores de PCR para amplificacion del gen GSTM1y GSTTL1.

PRODUCTO
INICIADOR SECUENCIA

(bp)
GSTT1-F1 5-TTCCTTACTGGTCCTCACATCT-3 459
GSTT1-R1 5-TCACCGGATCATGGCCAGCA-3
GSTM2-F2 5 -GAACTCCCTGAAAAAGCTAAAGC-3 210
GSTM2-R2 5-GTTGGGCTCAAATATACGGTGG-3’
B-ACTINA-F 5 -TGACGGTCAGGTCATCACTATCGGCAATGA-3 260

B-ACTINA-R 5 -TTGATCTTCATCGTGATAGGAGCGAGGGCA-3’

Cuadro 5. Condiciones de amplificacion por PCR del gen GSTML1.

Reactivos Concentracion Reaccion 1X Amplificacion por PCR
Agua 12.75 pL e Desnaturalizacion inicial
Buffer Go Flexi Taq 5 puL 94°C 5 min
MgClz 2 UM 2 UL e Amplificacion
94°C 30 s Desnaturalizacion
dNTP’S 10 uM 0.5 L
61.6°C 30 s Alineamiento
GSTM1 Forward (5’-3’) 10 pM/uL 0.75 uL
72°C 1 min Extension
GSTM1 Reverse (3’-5’) 10 pM/uL 0.75 uL
------------- 33 CICLOS------------
B-Actina Forward (5’-3’) 10 pM/pL 0.5 pL
e Extension final
B-Actina Reverse (3'-5') 10 pM/pL 0.5 uL 799C 30 s
Enzima Go Flexi Taq 5 Ul/mL 0.25 pL o
DNA 5 ng/ pL 2 uL 4°C sin tiempo
Volumen final 25 pL
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Cuadro 6. Condiciones de amplificacion por PCR del gen GSTT1.

Reactivos Concentracion Reaccion 1X Amplificacion por PCR

Agua 11.75 pL e Etapa inicial
Buffer Go Flexi Taq 5 pL 2GSl
MgClz 2 UM 2 UL e Amplificacion

94°C 30 s Desnaturalizacion
dNTP’S 2.5 uM 1.5uL

58°C 30 s Alineamiento
GSTM1 Forward (5-3’) 10 pM/uL 0.75 uL

72°C 30 s Extension
GSTM1 Reverse (3’-5’) 10 pM/uL 0.75 uL

-------------- 30 CICLOS------------
B-Actina Forward (5’-3) 10 pM/pL 0.5 uL

e Extension final

B-Actina Reverse (3'-5') 10 pM/pL 0.5 uL 79°C 5 min
Enzima Go Flexi Taq 5 Ul/mL 0.25 pL e Etapafinal
DNA 5 ng/ pL 2 uL 4°C sin tiempo
Volumen final 25 pL

5
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Figura 13. Electroforesis de los productos de PCR de GSTM1 y GSTTL1. Carriles:
M, Marcador de peso molecular de 50 pb; 1, GSTM1(nulo)/B-Actina; 2, GSTM1/B-
Actina; 3, GSTT1(nulo)/B-Actina; 4, GSTT1/B-Actina.
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6.0.- ANALISIS ESTADISTICO

Se utiliz6 estadistica descriptiva para calcular media y desviacion estandar de las
variables estudiadas. Para determinar las diferencias entre grupos fueron empleadas
la prueba de chi-cuadrada y U-Mann Whitney de acuerdo a la distribucién de los
datos. Las frecuencias de los genotipos se obtuvo por conteo directo, y el Equilibrio
de Hardy-Weinberg (EHW) se calculé a través de la prueba chi-cuadrada en el
programa SNPstats (http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats). En este programa
estadistico se evaluo la asociacion entre los polimorfismos y el fracaso al tratamiento
con un modelo de analisis de regresion logistica. Se considerdé un intervalo de
confianza del 95% (1C95%) y un valor de p <0.05 para definir el nivel de significancia
estadistico. El resto de los analisis estadisticos se realizaron con el programa SPSS
v.17.0 (SPSS Inc, 106 Chicago, IL, EE.UU. 60.606 hasta 6412).
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7.0.- RESULTADOS

Se incuyeron un total de 66 pacientes: 33 casos y 33 controles. En el cuadro 7 se

muestra la procedencia de los pacientes y el nUmero de muestras recolectadas.

Cuadro 7. Total de pacientes caso y control por estado e institucion de salud.

ESTADO Numero de pacientes INSTITUCION

CASO CONTROL

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL Y

DURANGO 1 12 SECRETARIA DE SALUD Centro de Salud No. 2.
15 7 HOSPITAL REGIONAL DE ALTA ESPECIALIDAD
VERACRUZ DE VERACRUZ; Departamento de Epidemiologia,
Jurisdiccién sanitaria No. VIII.
17 14 INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UMAE Hospital de Especialidades No. 14, C.M.N.
“Lic. Adolfo Ruiz Cortines” y UMF# 57, 61 Y 68.
TOTAL DE
33 33
PACIENTES

Todos los pacientes firmaron la carta de consentimiento informado antes realizar
cualquier procedimiento del estudio, posteriormente se les aplicO una encuesta de
tipo socio-demografica con las variables de estudio que se muestran en el cuadro 8.
Unicamente se encontraron diferencias significativas entre casos y controles en la
aplicacion de la vacuna BCG, con una frecuencia mas alta en el grupo control (88%)
que en el grupo de casos (60%) (p=0.01).
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controles.
Variable Casos Controles  Valor de
33 33 P

Hombre, n (%) 23 (70) 18 (55)

Mujer, n (%) 10 (31) 15 (45) 0217
Edad (afios) 49.7+16.1 49.6+15.8 0.90°
Peso (Kg) 58.0+16.3 60.9+15.0 0.15°
Talla (m) 1.6 £0.09 1.5+0.09 0.37°
indice de Masa Corporal (Kg/m?) 21.5+4.38 23.9+5.7 0.07°
Diabetes Tipo 2, n (%) 16 (48) 11 (33) 0.21@
Fumadores, n (%) 2 (6) 7 (21) 0.07@
Consumo de Drogas, n (%) 1(3) 6 (18) 0.062
Consumo de Alcohol, n (%) 4 (12) 5 (15) 0.722
Vacuna BCG, n (%) 20 (60) 29 (88) 0.012
COMBE, n (%) 16 (49) 21 (64) 0.222

. . -, , , a .
Promedio + Desviacion estandar, n, nimero; 2 cuadrada, ®U-Mann Whitney

7.1.- FRECUENCIA ALELICA Y GENOTIPICA DE LOS POLIMORFISMOS DE
NAT2.

La frecuencia de los polimorfismos del gen NAT2 fue similar entre casos y controles.
El alelo mas frecuente en la poblacién general fue NAT2*5 (~30%), seguido de
NAT2*6 que fue mayor en casos que en controles (18% vs 9%, respectivamente)
(Cuadro 9).

significativamente mayor en casos (55%) que en controles (27%) (p=0.005), y solo se

La frecuencia de individuos heterocigotos para NAT2*5 fue

identificaron individuos homocigotos para NAT2*5 en el grupo control (15%) (p=0.02).

En el resto de las frecuencias genotipicas no se observaron diferencias significativas.

Todos los alelos se encontraron en equilibrio de Hardy Weinberg.
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Cuadro 9. Frecuencias alélicas y genotipicas de NAT2 en casos y controles.

NAT*S NAT*6
Casos  Control Casos  Control
341T>C N=33  N=33 valordep 590G>A N=33  N=33  valordep"
n(%) n(%) n(%) n(%)
T 48 (73) 47 (71) G 54 (82) 60 (91)
0.84 0.12
C 18 (27) 18 (29) A 12(18) 6 (9)
TIT 15 (45) 19 (58) 0.49 GIG 21 (64) 27 (82) 0.38
TIC 18 (55) 9 (27) 0.005 G/A  12(36) 6 (18) 0.15
CIC 0 (0) 5 (15) 0.020 A/A 0 (0) 0 (0) --
NAT*7 NAT*14
Casos Control Casos  Control
857G>A  N=33 N=33  valorde p’ 191G>A  N=33 N=33 Valor de p°
n(%) n(%) n(%) n(%)
G 59 (89) 57 (86) G 64 (97) 66 (100)
0.59 0.49
A 7(11) 9(14) A 2 (3) 0 (0)
GIG  26(79) 26 (79) 1.00 G/G  31(94) 33(100) 0.49
GIA 7(1) 5(15) 0.56 G/A 2 (6) 0 (0) 0.49
A/A 0 (0) 2 (6) 0.49 A/A 0 (0) 0 (0) --

aXZ cuadrada

7.2. FENOTIPO ACETILADOR INFERIDO DE LOS GENOTIPOS DE NAT2.

Los resultados del ensayo de genotipificacion por PCR tiempo real nos permitieron
asiganar haplotipos de acuerdo a la nomenclatura consenso (http://nat.mbg.duth.gr).
La frecuencia del fenotipo AL fue similar entre casos y controles. Los genotipos mas
frecuentes entre los AL fueron el *5/*5 que se presento solo en el grupo control (15%)
y el *5/*6 que fue mas frecuente en el grupo de casos que en el de controles (12% vs
6%). La frecuencia de Al fue significativamente mayor en el grupo de casos (63%)

que en el de controles (36%) (p=0.027). Los genotipos mas frecuentes entre los Al
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fueron el *4/*5 y *4/*6 en un porcentaje mayor de individuos en el grupo de casos que
en el de controles (33% vs 15% y 18% vs 12%, respectivamente). La frecuencia de
AR fue tres veces mayor en el grupo control (30%) que en el grupo de casos (9%),

con una diferencia estadisticamente significativa (p=0.03) (Cuadro 10).

Cuadro 10. Fenotipo acetilador inferido de los genotipos de NAT2 en casos y
controles.

Genotipo Casos Controles Valor de p? Firelfne(zit;poo Valor de p®
NAT2 N=33 N=33
*5/*5 0 15 0.02
*51*6 12 6 0.392
*51*7 6 6 1 AL

*5/*14 3 0 0.314 0.592
*6 [ *7 6 0 0.151
*T 1 *7 0 6 0.151
Total 27 33
*4 [ *5 33 15 0.085
*4 [ *6 18 12 0.492 0.027
*4 [ *7 9 9 1 Al

*4 [ *14 3 0 0.314
Total 63 36
*4 [ *4 9 30 0.03 AR 0.03
Total 9 30

axz cuadrada
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7.3 FRECUENCIA ALELICA Y GENOTIPICA DE LOS POLIMORFISMOS DE
CYP2E1, XDH, GSTM1y GSTT1.

La frecuencia del polimorfismo CYP2E1*5 se encontré en aproximadamente el 20%
de la poblacion general. No se obtuvieron diferencias significativas en la frecuencia
de heterocigotos entre casos y controles, y no fueron identificados sujetos
homocigotos para esta variante. El alelo 4599C>T de XDH se identificé en casos con
una frecuencia y en un porcentaje relativamente alto (50%) a diferencia de los
controles (30%) con un valor de p = 0.046 (Cuadro 11). El alelo 1150 C>G de XDH

no fue detectado.

Para el caso de GSTM1*0 y GSTT1*0, la reaccion de PCR empleada para su
deteccibn no permite discriminar los genotipos heterocigotos (*1/*0) de los
homocigotos silvestres (*1/*1), es por eso que no se describen las frecuencias
alélicas. La frecuencia de individuos homocigotos para el alelo GSTM1*0 fue similar
entre casos y controles (45% vs 42%, respectivamente). A diferencia de los sujetos
homocigotos para GSTT1*0 en el que se encontraron diferenicas significativas entre
casos (3%) y controles (18%) (p=0.005) (Cuadrol12).

Todos los alelos se encontraron en equilibrio de Hardy Weinberg excepto los alelos
de GSTM1 (*0 y *1 EHW <0.0001).
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Cuadro 11. Frecuencias alélicas y genotipicas de CYP2E1*5 y alelos de XDH en
casos y controles.

CYP2E1*5 XDH
Casos Control Casos Control
Valor Valor de
-1293G>C N=33 N=33 de pa 4599 C>T N=33 N=33 pa
n(%) n(%) n(%) n(%)
G 52 (79) 50 (76) C 24 (36) 18 (27)
0.67 0.262
C 14 (21) 16 (24) T 42 (64) 48 (73)
G/G 19 (58) 17 (53) 0.62 C/C 3(9) 4(12) 0.689
G/C 14 (42) 16 (47) 0.62 CIT 18 (55) 10 (30) 0.046
c/C 0 0 -- TIT 12 (36) 19 (58) 0.084
XDH
Casos Control
Valor
1150 C>G N=33 N=33 a
de p
n(%) n(%)
C 66 (100) 66 (100)
1.00
G 0 (0) 0 (0)
C/C 33 (100) 33 (100) 1.00
C/IG 0 0 -
G/IG 0 0 -

%y2 cuadrada
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Cuadro 12. Frecuencias genotipicas de GSTM1 y GSTT1 en casos y controles.

GSTM1 GSTT1
Casos Controles Valor Casos Controles Valor
Genotipo
n=33 n=33 de p n= 33 n= 33 dep
(+/4+) y (+/-) 36 (55) 38 (58) 64 (97) 54 (82)
0.72 0.005
(-/-) 30 (45) 28 (42) 2 (3) 12 (18)

N, numero, (%), 2 cuadrada

7.4 FRECUENCIA ALELICA Y GENOTIPICA DE LOS POLIMORFISMOS DE
NRAMP1.

La frecuencia del alelo A del polimorfismo D543N G>A fue significativamente mas
alta en el grupo de casos que en el de controles (53% vs 14%, respectivamente,
p<0.0001). El genotipo silvestre G/G fue significativamente mas frecuente en el grupo
control que en el grupo de casos (79% vs 24%, respectivamente, p<0.0001),
mientras que los genotipos heterocigoto G/A y homocigoto A/A fueron mas
frecuentes en el grupo de casos que en el de controles (p<0.05) (Cuadro 13). La
frecuencia del alelo C de INT4 G>C fue similar entre casos y controles al igual que

las frecuencias genotipicas.
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Cuadro 13. Frecuencias alélicas y genotipicas de los SNPs de NRAMP1 en
casos y controles.

D543N G>A INT4 G>C
Caso Control Valor Caso Control Valor
33 33 de p? 33 33 de p?
N(%) N(%) N(%) N(%)

G 31(47) 57(86) <0.0001 G 45 (68) 45 (68) 1.00

A 35(53) 9 (14) C 21(32) 21(32)
GIG 8(24)  26(79) <0.0001 GIG 17 (52) 15 (45) 0.62
GIA 15 (46) 5 (15) 0.01 GIC 11 (33) 15 (45) 0.31
AIA 10 (30) 2 (6) 0.02 ci/C 5 (15) 3(9) 0.45

aXZ cuadrada

7.5. ASOCIACION DE NAT2 y NRAMP1 CON FRACASO AL TRATAMIENTO.

El andlisis de regresion multivariado crudo mostré que el genotipo T/C de NAT2*5
(341 T>C) se asocié significativamente con fracaso al tratamiento (OR 3.20; IC 95%
1.14-8.94, p=0.023) bajo un modelo de herencia sobredominante. Al ajustar por la
variable BCG (la unica que mostro diferencias entre casos y controles) la asociacion
se mantiene (OR 2.95; IC 95% 1.01-8.63, p=0.04). Al realizar el analisis en hombres

y mujeres por separado la asociacion se pierde.

Asimismo, el genotipo G/A del polimorfismo D543N de NRAMP1 se asocié con
fracaso al tratamiento (OR 11.61; IC 95% 3.6-36.7, p<0.0001) bajo un modelo de
herencia dominante. Al ajustar por la variable BCG, la asociacion se mantiene (OR
2.95; IC 95% 1.01-8.63, p=0.04). Cuando el analisis se realiza ajustado por género,
la asociacion con fracaso al tratamiento se mantiene solo en los hombres (OR 11.09;
IC 95% 3.46-35.5, p<0.0001).

Por otro lado, el genotipo GSTT1 *0/*0 mostré un valor de OR de 0.14 (IC 95% 0.02-
1.24, p=0.036) lo que sugiere un posible efecto protector contra fracaso al

tratamiento.
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7.6 ANALISIS DE HAPLOTIPOS

Se realizd un analisis por haplotipos y se encontrd que el alelo A de D543N G>A con
los alelos G o C del polimorfismo INT4 G>C se asociaron con fracaso al tratamiento
(Cuadro 14).

Cuadro 14. Asociaciéon de haplotipos del gen NRAMP1 con fracaso al
tratamiento.

COMBINACION  HAPLOTIPO FRECUENCIA OR?3(CI95%) Valor de p?
D543N INT4 (%)
G>A G>C
2 A G 21 7.42(2.01-27.3) 0.0037
4 A C 11 3.70 (1.07-12.84) 0.043

a Prueba Exacta de Fisher’s
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8.0.- DISCUSION

La TB es una de las enfermedades infecciosas que ocasionan mayor morbilidad y
mortalidad a nivel global. La Unica vacuna disponible para su control es la BCG, sin
embargo, su eficacia en la proteccion contra la tuberculosis pulmonar es
cuestionable 44, A pesar de esto, la inmunizacién con BCG es considerada un factor
protector contra formas graves de TB, tales como TB miliar y meningoencefalitis'4®.
Las principales causas de fracaso al tratamiento’® son la drogorresistencial4’, falta
de adherencia al tratamiento!#® y antecedente de tratamiento previo'4°. Durante los
ultimos afios se ha descrito un incremento en la frecuencia de fracaso al tratamiento
en paises con altas tasas de resistencia a isoniacida y rifampicina. Asimismo se ha
determinado el efecto de los polimorfismos del gen NAT2 en el metabolismo de anti-
fimicos como un factor de riesgo para desarrollar hepatotoxicidad 7410, Personas con
baja actividad con NAT2 tienen mayor riesgo de desarrollar trastornos hepéticos que
aquellas con alta actividad!®!. La explicacion mas aceptada es que hidracina, el
producto del metabolismo de isoniacida, es la responsable de desarrollar esos
desoérdenes hepaticos®2. Se ha descrito que la hidracina se acumula en el plasma en
el siguiente orden AL > Al > AR de NAT2, y es la encargada de generar radicales
libres que pueden ser la causa del desarrollo de los desérdenes hepaticos (Fukino et
al., 2008). En nuestro estudio se infirié el fenotipo acetilador a partir del genotipo de
NAT2. Aungue no hubo diferencias en la frecuencia de AL entre casos y controles, el
namero de Al (acetiladores intermedios) fue significativamente mayor en el grupo de
casos (63%) (p=0.027) en quienes ademas el fenotipo AR fue menos frecuente (9%)
gue en los controles (30%) (p=0.03). El alto porcentaje de Al en el grupo de casos de
este estudio podria ser un factor que haya influido en el fracaso al tratamiento por
efectos de hepatoxicidad. Estudios in vitro realizados por Walraven et al., 2008; Hein
y Doll, 2012 han evaluado el efecto funcional de los haplotipos identificados en este
estudio, los cuales se han asociado con una disminuida actividad catalitica de NAT2.
Nuestros resultados muestran que la variante NAT2*5 en estado heterocigoto fue la

mas frecuente entre los Al del grupo de casos y la que se asoci6 significativamente
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con fracaso al tratamiento (OR 3.20; IC 95% 1.14-8.94, p=0.023), bajo un modelo de
herencia sobredominante. Lo anterior sugiere que NAT2*5 afecta la eliminacién de
isoniacida provocando la acumulacion de metabolitos hepatotoxicos y aumentando el
riesgo de fracaso al tratamiento. NAT2 convierte la isoniacida en acetilisoniacida
(excretada por los riflones) que a través de la accibn de una amidasa puede
convertirse en acetilhidracina y luego en metabolitos hepatotoxicos por el CYP2E1.
La acetilhidracina puede ser acetilada todavia mas por NAT2 en diacetilhidracina,
gque no es toxica. En esta situacidon un AR separara y eliminara con rapidez la
acetilhidracina, mientras que un Al, AL o con induccion de CYP2E1l generara
metabolitos mas téxicos. La rifampicina es un inductor potente de CYP2EL1 que eleva
la hepatoxicidad producida por isoniacidal®®. En este proceso también participan las
enzimas glutation-S-transferasas GSTM1 y GSTT1 que catalizan la conjugacion de
glutatién a los metabolitos téxicos generados por la actividad de CYP2E1 y NAT2%4,
Strange RC et al 2000 menciona que sujetos con genotipo homocigo nulo para
GSTM y GSTT presentan una disminucién en la actividad enzimatica'®. Se ha
descrito que pacientes homocigotos para GSTT*0 y GSTM1*0 son mas susceptibles
a hepatoxicidad inducida por anti-fimicos a diferencia en aquellos pacientes con solo
uno de estos genes deletado'®. De acuerdo con Leiro et al., 2008, en Caucasicos
solo el genotipo homocigoto de GSTT1*0 se asoci6 con lesion hepatica, mientras que
esta Ultima se asocié a GSTM1*0 en poblaciones de la Indial®, Taiwan?’, y Japéntt
como se describié en un reciente meta-andlisis'®’. Por el contrario, en otros estudios
no se encontrd tal asociacion con la delecibn de ambos genes GST81%59 y
recientemente se describié que los polimorfismos de NAT2 tienen una mayor
contribucién en la hepatoxicidad que GSTM1*0 y GSTT1*0%0. En el presente estudio
el genotipo GSTT1*0/*0 fue mas frecuente en el grupo control que en el grupo de
casos (18% vs 3%, respectivamente) (p=0.05) y el andlisis de regresion mostré que
el alelo GSTT1*0 se asocié negativamente con fracaso al tratamiento [OR: 0.14, 95%
IC (0.02-1.24); p=0.036] lo que sugiere un efecto protector. Es probable que en
ausencia de GSTTL1 el proceso de detoxificacion sea mas lento, lo cual mantiene

mas tiempo en plasma los metabolitos activos, favoreciendo el efecto terapéutico. A
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este respecto, un estudio reciente reportd que la variante nula de GSTM1*0 y
GSTT1*0 tiene una contribucion menor al dafio hepético causado por la exposicion a
los farmacos anti-tuberculosis!®3. Katsumi Fukino et al., 2008, han descrito que las
concentraciones plasmaticas de hidracina estaban disminuidas en pacientes con
genotipo GSTT1*0/*0 que en aquellos con genotipo wild-type. La influencia de

GSTT1 podria confirmarse con el aumento del tamafio de muestra.

El genotipo Mycobacterium tuberculosis Shangai es considerada una de las cepas
mas agresivas asociadas al fracaso del tratamiento!®l, En contraste Yang et al.,
2012, demostraron una falta de asociacion entre la cepa Beijing resistente a los
medicamentos vy el fracaso del tratamiento'®2, Por lo tanto, aunque este estudio no
evaluo el genotipo de la cepa, no representa un factor de confusion para el fracaso al
tratamiento observado. Una limitacion del estudio es la ausencia de pruebas de
susceptibilidad a los anti-fimicos que podria generar sesgo en nuestros resultados.
La presencia de resistencia a anti-fimicos es un factor no controlado en nuestro pais
como lo muestra una reciente revision sobre drogorresistencia (DR) en México, en la
que se reporté una media de 37,5% y 20,6% en las tasas de resistencia a los
medicamentos y a multiples farmacos (MDR), respectivamente. Sin embargo, la tasa
vario entre las regiones de estudio, en el caso de Veracruz las tasas de DR y MDR
fueron de 25 y 6,2% respectivamente'®®. En el estado de Durango, segin la
informacion proporcionada por el laboratorio estatal de salud publica, las tasas fueron
de 5,0% y 0,05% para DR y MDR, respectivamente, durante el periodo del estudio. El
fracaso al tratamiento en pacientes con TB radica no solo en la cepa bacteriana,
debe considerarse ademas la contribucion inmunogenética del paciente. En el
presente estudio, se evalué el gen SLC11A1/NRAMP1 el cual codifica para un
receptor de macréfagos que actia estimulando al fagosoma en el interior de la célula
para capturar iones Mn**, un cofactor de metaloproteasas necesarias para la
replicacion bacteriana dentro del fagosomal64165, Asi, la presencia de polimorfismos
en el gen afectara el funcionamiento de este receptor favoreciendo la proliferacion de
la micobacteria liberandose del macrofago para diseminarse y activar la enfermedad.

En este estudio se evaluaron dos polimorfismos: INT4 G>C y D543N G>A en el gen
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NRAMP1 en pacientes con TBP activa. Nuestros resultados demuestran una fuerte
asociacion entre el genotipo G/A del alelo D543N y el fracaso al tratamiento [OR:
11.61, 95% IC (3.6-36.7); p= <0.0001]. Al realizar el analisis por género la asociacion
se mantiene solo en los hombres [OR: 11.09, 95% IC (3.46-35.51); p=<0.0001] este
resultado coincide con estudios previos que describen al género como un factor de
riesgo para el desarrollo de TB®6. Un estudio en Marruecos evalué los factores de
riesgo asociados al fracaso al tratamiento por recaida temprana después del
tratamiento inicial; el sexo masculino fue encontrado como un factor de riesgo [OR:
2.29, 95% IC (1.10-4.77); p=0.023]. Ben-Selma et al., 2012 después de ajustar la
frecuencia de los genotipos D543N por genero, observé un aumento significativo en
la resistencia al desarrollo de TBP activa en mujeres en relacion con el genotipo GG
wild-type (OR 0.1, p=0.03).

La prevalencia de la tuberculosis y las tasas de incidencia son méas altas para los
hombres de todas las edades, excepto en la infancial®’. Las razones de estas
observaciones son poco conocidas, pero las causas por efectos hormonales o
genéticos no se pueden descartar. La combinacién del alelo mutante A de D543N
con G o C de INT4 mostrdé una asociacion significativa con fracaso al tratamiento
(p=0.0037, p= 0.043 respectivamente). Para nuestro conocimiento este es el primer
estudio que vincula los genes NAT2 y NRAMP1 con fracaso del tratamiento en
pacientes con tuberculosis pulmonar. Por lo tanto, los alelo mutantes C y A de NAT*5
341 T>C y D543N G>A de NRAMPL, respectivamente, podrian ser alelos de utilidad

como blanco terapéutico en el futuro.

49



Yvain de los A. Salinas Delgado  CIIDIR IPN Unidad Durango Doctorado en Ciencias en Biotecnologia

9.0.- CONCLUSIONES

1. El genotipo T/C de NAT2*5 (341 T>C) se asocio significativamente con fracaso al

tratamiento de TBP.

2. La frecuencia de AR fue significativamente menor en el grupo de casos (p=0.03),
mientras que la frecuencia de Al fue significativamente mas alta en este mismo grupo

con relacion a los controles (p=0.027).

2. El genotipo G/A del polimorfismo D543N G>A de NRAMP1l se asocio
significativamente con fracaso al tratamiento de TBP solo en el grupo de los

hombres.

3. Los haplotipos AG y AC (de D543N G>A e INT4 G>C) se asociaron

significativamente con fracaso al tratamiento de TBP.

4. El genotipo silvestre G/G del polimorfismo D543N de Nrampl en los hombres asi
como el genotipo GSTT1*0/*0 se asociaron negativamente con fracaso al
tratamiento, lo que sugiere un posible efecto protector contra fracaso al tratamiento
de TBP.

El evaluar marcadores farmacogenéticos es de gran relevancia en nuestro pais ya
que aportarian informacién y las bases moleculares para investigaciones
epidemioldgicas que puedan dar soporte al sector salud para el control de la TB. El
desarrollo de ensayos de genotipificacion rapidos y econdmicos en apoyo al
presupuesto nacional impactara de forma importante en el tratamiento de la

tuberculosis en México.
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10.- RECOMENDACIONES Y SUGERENCIAS

Futuros estudios son necesarios para apoyar el papel de NRAMPL1 variantes en el
tratamiento de la tuberculosis pulmonar y de esta manera contribuir a mejorar el

tratamiento de la tuberculosis.

Sin embargo con los resultados obtenidos en nuestro estudio y con los reportes
mostrados anteriormente sobre las principales causas de un fracaso al tratamiento,
se propone el siguiente algoritmo para establecer que parametros pueden tomarse
en cuenta para detectar a tiempo un fracaso al tratamiento anti-fimico en pacientes

con tuberculosis pulmonar.

Algoritmo para la deteccion de un fracaso al tratamiento en pacientes con TBP

ALGORITMO

PARAMETROS DE RIESGO
CLINICOS
e Falta de adherencia al tratamiento

e Tratamiento anti-fimico previo

FRACASO e Drogorresistencia
AL e  Género Masculino
TRATAMIENTO GENETICOS
ANTI-FIMICO e FARMACOGENETICOS

v' Genotipo heretocigoto NAT2*5 T/C
v' Fenotipo Acetilador Intermedio
e INMUNOLOGICOS
v" Gen NRAMP1
v" SNP D543N G/A

v' Haplotipos D543N —INT4 (AG-AC)
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11- ANEXOS

ANEXO 1. Consentimiento Informado

g
ED WD CoNSENTIMIENTO INFORMADO
IMSS

Durango, Dgo., a de de20

Por medio de la presente acepto participar en el proyecto de investigacion titulado
“Asociacion de la farmacogenética y variantes del gen NRAMP1 con la respuesta al
tratamiento de pacientes con tuberculosis pulmonar” registrado ante la Comision
Nacional de Investigacion Cientifica del Instituto Mexicano del Seguro Social con el
No. R-2013-785-014 y por el Comité Local de Investigacion y Etica del Hospital
General de Durango con numero de oficio 308/012 y Hospital de Alta Especialidad de
Veracruz con numero de registro 001/2014.

El objetivo del estudio es determinar marcadores genéticos en el paciente que lo
pueden hacer mas susceptible a presentar fracaso al tratamiento en pacientes con la
enfermedad. Los resultados obtenidos podran mejorar la prevencién de desarrollo

de tuberculosis multidrogorresistente y disponer de tratamientos mas seguros.

Se me ha explicado que si acepto participar se me realizara historia clinica y una
encuesta de tipo socio-econdmico que dura aproximadamente 5 minutos. Asimismo,
proporcionaré una muestra sangre total (dos tubos de 3 a 5 ml) donde se evaluaran
aspectos genéticos tales progresion de la enfermedad y fracaso al tratamiento. Se
me ha explicado que estas muestras de material biolégico evaluadas como parte de
este estudio. También se me ha mencionado que alguna fraccion de ellas puede ser
congeladas y utilizadas como comparacidbn con pacientes que se incluyan en

estudios futuros.
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Debido a que en este proyecto se obtendrdn muestras biologicas en las siguientes

casillas sefialo mi desicion a este respecto.

[JCJNo autorizo que se tome la muestra

[10JSi Autorizo que se tome la muestra solo para este estudio

[11Si autorizo que se tome la muestra solo para este estudio y estudios futuros

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre las molestias y beneficios
derivados de mi participacion en el estudio. La venopuncion (el piquete) de la vena
del antebrazo para la extraccion de sangre causara un poco de dolor y en ocasiones
sangrado leve que generalmente cede con la presion. La cantidad de sangre extraida
no representa riesgo para mi. El resultado de los exdmenes laboratorio puede ser util
en caso de que mi médico necesite modificar mi tratamiento. Ademas los resultados
finales del estudio aunque no sean de utilidad directa para mi pueden contribuir a
prevenir y mejorar el tratamiento de otras personas afectadas por la tuberculosis. El
investigador principal me ha asegurado de que no se me identificara en las
presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio y que los datos
relacionados con mi privacidad seran manejados en forma confidencial. También se
ha comprometido a proporcionarme la informacién actualizada que se obtenga
durante el estudio, aunque esta pudiera cambiar de parecer respecto a mi
permanencia en el mismo. Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio
en cualquier momento enque lo considere conveniente, sin que ello afecte la
atenciéon médica que recibo.En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con los
procedimientos de estudio podra dirigirse con: Dr. Gerardo Martinez Aguilar al tel:
618 8254503 0 618 1346460, Dra. Martha Sosa Macias tel: 618 1380553, Dr. Carlos
Galaviz 618 1492868 y con la M. en C. Yvain Salinas Delgado al tel: 618 1978822.
En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra
dirigirse a: Comision de Etica de Investigacién de la CNIC del IMSS: Avenida
Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque “ B ” de la Unidad de Congresos, Col. Doctores.
México, D.F., CP 06720. Teléfono (55)56 27 69 00 extension 21230, Correo

electronico: conise@imss.gob.mx
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Nombre y firma del paciente

Nombre, direccion, relacion con paciente testigo (1)

Nombre, direccidn, relacion con paciente testigo (2)

Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento
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ANEXO 2. Revision de Expediente. Encuesta

4 IDIR CENTRO INTERDISCIPLINARIO DE INVESTIGACION PARA EL DESARROLLO INTEGRAL REGIONAL
DD IRANG CIIDIR-DURANGO

Asociacion de la farmacogenética y variantes del gen NRAMP1 con el fracaso al
tratamiento en pacientes con tuberculosis pulmonar

Folio: I ‘ ‘ I ‘ Tipo de Paciente: CASO CONTROL Fecha: ‘ ‘ ‘ ‘ I 2 I 0 I I I
DIA MES ANO
[ DATOS DE IDENTIFICACION |
NOMBRE:
Apellido Paterno Materno Nombre(s)
UNIDAD : D IMSS D ISSSTE D CS(1) (2 OTRO EsTADO: D Durango D Veracruz

DOMICILIO DEL PACIENTE:

Calle NL’Im(—_}ro Interior Colonia
exterior
Municipio Cadigo postal | Teléfono
DATOS DE SU TRABAJO:
¢ USTED TRABAJA? []si [ ]No (PASE A DATOS GENERALES)
NOMBRE DE LA EMPRESA!: UBICACION

OCUPACION O PUESTO EN SU TRABAJO:

DATOS GENERALES:

EDAD: Afios. Sexo: [ ] Hombre [ ] Mujer

ACTIVIDAD SOCIAL

Actualmente vive usted [ ] solo(a) [] con sus hijos [ ] con su esposo(a) Otro

¢ Cada cuando se reune la familia?

¢ Cuéntas personas viven con usted? ‘ ‘

ANTECEDENTE DE VIAJE (Transmisién de la enfermedad)

¢Usted ha viajado al extranjero? ¢En qué afio? ¢A qué lugar, pais, etc? ¢, Cuéanto tiempo permanecié ahi?

ANCESTRIA

¢ Cual es su lugar de nacimiento?

¢ Cual es su lugar de residencia? ¢, Cuanto tiempo tiene viviendo ahi?

¢ Pertenece a algun grupo indigena? No___ Si___ Mencione el grupo

¢ Cudl es el lugar de nacimiento de sus padres?

ANTECEDENTES FAMILIARES Y PERSONALES

ABUELOS ABUELOS TIOS TIOS

PADECE O PADECEN DE: PACIENTE BTG e —— PATERNOS | MATERNOS

MADRE PADRE HERMANO

Huwo

Presion alta

Diabetes

Infarto del corazén

Cancer (especificar: )

Tuberculosis

Tos cronica
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ADICCIONES (Durante el tratamiento anti-tuberculosis)

1.- TABAQUISMO

1. ¢Ha convivido con personas que fuman? [ ]si [ ]No ¢Desde hace cuantotiempo? | | | | | |
Afos Meses
2. ¢ Usted fuma? [ ]si [ [No (PASE A LA SECCION DE ADICCIONES)
Otros: | | | | | | | |
Observaciones: (NS)= No sabe
2.1 ¢A qué edad fumé su primer cigarrillo? | | |Afos.
2.2 Si actualmente fuma: ¢Cudl es el nimero maximo que fuma al dia? | | | Cigarrillos
2.3 Si fumé pero actualmente ya no fuma: ¢Hace cuanto tiempo dejé de fumar? | | | Afios.
2.- ADICCIONES
¢Alguna vez consumié alguna droga ilicita? D Si D No (PASE A LA SECCION DE ALCOHOLISMO)
¢ Cual?
¢Actualmente consume alguna droga ilicita? D Si D No ¢Cuél?

3.- ALCOHOLISMO

¢ Toma usted bebidas alcohélicas? D Si D No (PASE A LA SECCION DE TRATAMIENTOS)

¢,Cada cuando consume bebidas alcohélicas?
[ ] piario [ ] una vez a la semana [ ] Una vez al mes [ ] Una vez al afio

¢ Qué cantidad aproximadamente de bebida alcohélica toma usted (sin contar los refrescos que utiliza)?

D Menos de 100 ml D 100 ml (un vaso chico) D 200 ml (un vaso mediano) D Mas de 200 ml Numero de Cervezas:

TRATAMIENTOS CONCOMITANTES

¢, Qué farmacos toma o tomaba durante el tratamiento anti-TB?

¢Ha tenido alguna reaccion adversa por tomar algin farmaco en otras ocasiones? ¢A qué farmaco(s)?
¢ Usted toma o tom6 multivitaminas durante el tratamiento anti-TB? Si No ¢En qué afo?
¢ Cuantas veces por semana las consume o consumio? Especifique marca y tipo:

¢Consume o consumio anticonceptivos? Especifique marca y tipo

VACUNACION

¢Le aplicaron una vacuna durante el tratamiento? U Si u No ¢Cual vacuna le aplicaron?

¢ Tiene cicatriz de la vacuna de la tuberculosis? []si [ INo

¢Le han aplicado la prueba del PPD? []si [ INo ¢Hace cuanto tiempo?

¢ Qué resultado sali6? D Positivo D Negativo ¢ Present6 alguna reaccién secundaria?

CLASIFICACION DE CONTROL o CASO
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En caso de tratamiento auto-administrado; ¢ Cada cuando recibi6 nuevas pastillas? cada semana cada quincena

¢ Qué tipo de tratamiento recibi6 o esta recibiendo?

¢Alguna vez tuvo tuberculosis? No Si
Tratamiento primario completo: Isoniacida, Rifampicina, Pirazinamida, Etambutol. 2 HRZE/ 4 HR. 60 dosis totales
Fecha de diagnéstico de tuberculosis: ¢Alguna vez convivié con personas con tuberculosis? No Si ¢Con quién?
Tratamiento primario regular: Mismos farmacos pero solo cumplié con el 90% o mas de las citas programadas para recibir tratamiento.
¢ Qué prueba fue utilizada para su diagndéstico? Baciloscopia Cultivo Radiografia de Térax Datos Clinicos
Tratamiento primario incompleto: Abandono del tratamiento
¢ Terming el tratamiento?  Si ¢En qué afio? ¢Se curd? Si (ir a seccion de CONTROL) No (ir a seccion de CASO)
, Le realizaron baciloscopig durante e| tratamiento? Si No . Por qué?
¢ P E1\10 (',%OI‘ qug]'!) - — ¢ 4 (ira seccion de CASO)
éé@é@@g@{aﬂ&ciloscopm al terminar el tratamiento? Si ¢Cudl fue el resultado?  Negativo____ Positivo___
No ¢ Por qué?
OBSERVACIONES:
¢Le realizaron cultivo? No__ Si_ ¢En qué fecha?
¢ Cudl fue el resultado? Bacteria Susceptible a: Resistente a:

CASO
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ler diagnéstico de tuberculosis

¢ Coémo fue diagnosticada la enfermedad por primeravez? __ Baciloscopia ____Radiografia de Térax ___Datos Clinicos

¢En qué afio fue diagnosticado por primera vez con TB? ¢ Terminé el tratamiento? Si__ ¢En qué afo? ¢Se cur6?
No __ ¢Por qué?

¢ Cuantas veces ha recibido el tratamiento anti-tuberculosis? ¢En qué afio?

¢ Como recibié el tratamiento? __ Supervisado __ Auto-administrado

En caso de tratamiento auto-administrado; ¢ Cada cuando recibi6 nuevas pastillas? _ cadasemana ___ cada quincena

¢ Qué tipo de tratamiento recibi6?
Tratamiento primario completo: Isoniacida, Rifampicina, Pirazinamida, Etambutol. 2 HRZE/ 4 HR. 60 dosis totales
Tratamiento primario regular: Mismos farmacos pero solo cumplié con el 90% o mas de las citas programadas para recibir tratamiento.
Tratamiento primario incompleto: Abandono del tratamiento

¢ Cual fue la causa de abandono al tratamiento? __ Reaccion alérgica al medicamento __ Reaccién adversas (ir al recuadro)

Otras causas:

REACCION ADVERSA

__ Neuropatia periférica

__ Hepatotoxicidad

__ Hipersensibilidad al o los medicamentos: especifique
__ Gota

__ \Vértigo

______Pérdida de capacidad auditiva

__ Rashcuténeo

__ Alteracion de la vision

Otras:
¢ Coémo fue diagnosticada la enfermedad por primera vez? Baciloscopia Radiografia de Térax Datos Clinicos
¢Le realizaron baciloscopias al terminar el tratamiento? Si No ¢ Cuantas le realizaron?

¢ Cual fue el resultado? Negativo Positivo
En caso de un resultado positivo ¢ Continué el mismo tratamiento? Si No

¢Le realizaron cultivo? No Si ¢, Cual fue el resultado? Bacteria Susceptible a: Resistente a:

NOTA: Tratamiento primario; Fase intensiva: 60 dosis totales de isoniacida, rifampicina, pirazinamida, diarias de lunes a sdbado por 6 semanas 6 2 meses. Personas con peso mayor a 50 kg,
90 dosis totales por 25 semanas. Fase de sostén: 30 dosis totales de isoniacida y rifampicina tres veces por semana por 12 semanas o 4 meses.
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2.- Segundo diagnéstico de TB (Recaida 6 Fracaso)

¢En gué afio fue diagnosticado? ¢ Termind el tratamiento? Si ¢En qué afio?
No ¢Por qué? *
¢,Coémo recibié el tratamiento? Supervisado Auto-administrado
En caso de tratamiento auto-administrado; ¢ Cada cuando recibi6 nuevas pastillas? cada semana cada quincena

¢ Qué tipo de tratamiento recibi6?
Tratamiento primario completo: Isoniacida, Rifampicina, Pirazinamida, Etambutol. 2 HRZE/ 4 HR. 60 dosis totales
Tratamiento primario regular: Mismos farmacos pero solo cumplié con el 90% o mas de las citas programadas para recibir tratamiento.

Tratamiento primario incompleto: Abandono del tratamiento

Tratamiento primario (re-tratamiento): (2 meses de H+R+Z+E+S; 1 mes de H+R+Z+E y 5 meses de H+R+E diario o trisemanal) 90 dosis totales

Tratamiento de 2da linea: Etambutol, Estreptomicina, Amikacina, Ciprofloxacina, Kanamicina, Capreomicina, Rifabutina, Rifapentina, Etionamida,

Proteonamida, Ofloxacina, Levofloxacina y moxifloxacina (seleccionar los que esta o estuvo consumiendo)
*¢ Por qué? Actualmente recibe tratamiento Reaccion adversas (ir al recuadro)

Otras causas:

REACCION ADVERSA

Neuropatia periférica

Hepatotoxicidad

Hipersensibilidad al o los medicamentos: especifique
Gota

Vértigo

Pérdida de capacidad auditiva

Rash cutaneo

Alteracion de la vision

Otras:
¢Le realizaron baciloscopias al terminar el tratamiento? Si__ No___ ¢Porqué?
¢ Cuantas le realizaron? ¢Cual fue el resultado?  Negativo____ Positivo____
En caso de un resultado positivo ¢, Continué el mismo tratamiento? Si__ No____
¢Le realizaron cultivo? No__ Si_ ¢Cudl fue el resultado? Bacteria Susceptible a: Resistente a:

NOTA: Fase inicial; Etionamida, Fluoroquinolona, Cicloserina (inyectables) por 6 meses(o hasta obtener antibiograma). Fase de continuacion; Etionamida, Fluoroquinolona, Cicloserina por
12-18 meses. Pueden proporcionarse también farmacos como Kanamicina, Amikacina, Capreomicina, Rifabutina, Rifapentina, acido para-aminosalicilico, Proteonamida, Ciprofloxacina,

ofloxacina, Levofloxacina, Moxifloxacina, Terizidona.
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CONTROL
¢ Coémo recibié o esta recibiendo el tratamiento? Supervisado Auto-administrado
En caso de tratamiento auto-administrado; ¢ Cada cuando recibi6 nuevas pastillas? cada semana cada quincena

¢ Qué tipo de tratamiento recibi6 o esta recibiendo?
Tratamiento primario completo: Isoniacida, Rifampicina, Pirazinamida, Etambutol. 2 HRZE/ 4 HR. 60 dosis totales
Tratamiento primario regular: Mismos farmacos pero solo cumplié con el 90% o mas de las citas programadas para recibir tratamiento.

Tratamiento primario incompleto: Abandono del tratamiento

¢Le realizaron baciloscopia durante el tratamiento? Si No ¢Por qué?

¢Le realizaron baciloscopia al terminar el tratamiento? Si, ¢ Cuantas? ¢ Cuadl fue el resultado?  Negativo Positivo
No__ ¢Porqué?

En caso de un resultado positivo ¢ Continué el mismo tratamiento? Si No ¢ Qué tratamiento recibié?

¢Le realizaron cultivo? No Si ¢En qué fecha?

¢ Cudl fue el resultado? Bacteria Susceptible a: Resistente a:

ANCESTRIA

¢,Cual es su lugar de nacimiento?

¢ Cual es su lugar de residencia? ¢, Cuanto tiempo tiene viviendo ahi?

¢ Pertenece a algin grupo indigena? No___ Si___ Mencione el grupo

¢ Cudl es el lugar de nacimiento de sus padres?

SOMATOMETRIA

Peso Talla: Cintura: Cadera

RESULTADOS DE LABORATORIO

Elaboro: Responsable del proyecto
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ANEXO 3. Método de Extraccién de DNA por columnas QIAmp. Kit QIAGEN®

Procedimiento

1.

2.

Adicionar 200 pL de sangre en un tubo eppendorf de 1.5 mL.
Agregar 20 uL de Proteinasa K.

Adicionar 200 pL de Buffer AL (solucién de lavado proporcionado por la marca
del proveedor).

Incubar a 56°C por 10 min.
Centrifugar por 30 s/ 1 m aproximadamente.

Adicionar 200 pL de Etanol (96-100%) a la muestra y mezclar en vortex por 15
S.

Centrifugar 30 s para remover burbujas.
Pasar el mezclado a una columna QIAmp en un tubo de 2 mL.

Centrifugar a 8000 rpm (6000 Xg / min). Nota: centrifugar de nuevo si no se
filtré totalmente.

10. Descartar el filtrado.

11. Adicionar 500 pL de buffer AW1 (solucién proporcionada por la marca del

proveedor) a la columna QIAmp.

12. Centrifugar a 8000 rpm 6 6000 Xg por minuto y descartar el filtrado.

13. Adicionar 500 pL de buffer AW2 (solucion proporcionada por la marca del

proveedor) a la columna QIAmp y centrifugar a 14,000 rpm por 3 min.

14.Centrifugar nuevamente por 1 minuto.

15. Pasar en un nuevo tubo eppendorf de 1.5 mL a una nueva columna QIAmp.

16. Adicionar a la columna 200 uL de Buffer AE 6 agua destilada.

17. Incubar a 15-25°C por 5 min y centrifugar a 8000 rpm por 1 min.
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