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RESUMEN

Introduccion. Los pacientes con actividad baja del enzima tiopurina
metiltransferasa (TPMT) tienen un riesgo aumentado de desarrollar
mielotoxicidad secundaria a las tiopurinas. Sin embargo, sélo una mino-
ria de pacientes con mielotoxicidad presenta alteraciones en la TPMT.
Objetivo: Identificar variantes genéticas asociadas con el riesgo de desa-
rrollo de mielotoxicidad secundaria a tiopurinas en pacientes con enfer-
medad inflamatoria intestinal y genotipo y fenotipo de la TPMT normal.
Meétodos. Se incluyeron 93 pacientes con enfermedad inflamatoria
intestinal y fenotipo y genotipo de la TPMT normal. Casos: Pacientes
con mielotoxicidad secundaria a tiopurinas, sin ningiin otro efecto
adverso. Controles: Pacientes sin efectos adversos secundarios al trata-
miento con tiopurinas. El fenotipo de la TPMT se consideré normal por
encima de 13,7 Ul/mL. EI ADN se extrajo de células nucleadas de san-
gre periférica. El genotipo de la TPMT se estudié mediante secuencia-
cién (alelos TPMT*2, *3A, *3B, *3C, *3D, *4, *5, *6, *7, *9, *10, *15,
*16, *19 and *22). La mielotoxicidad se definié como <3.000/mL leuco-
citos, <1.500/mL neutrdfilos, o <100.000/mL plaquetas. El ADN gend-
mico se analizé mediante el array Illumina OmmniExpress Exome
BeadChip. Este array interroga un total de 951.117 polimorfismos de
una base (SNPs) (660K comunes y 200K variantes raras). Las asocia-
ciones entre los SNPs y la mielotoxicidad se evaluaron mediante andli-
sis de regresion logistica.
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Resultados. Se incluyeron 93 pacientes (37 casos y 56 controles). La
distribucion de sexo, tipo de enfermedad inflamatoria intestinal, edad
media, actividad media de la TPMT y dosis media de mercaptopurina
(1,3 vs. 1,4 mg/kg) fue similar en los casos y en los controles. EI por-
centaje de pacientes con mercaptopurina fue superior entre los casos
(32,4 vs. 12,5%, p=0,02) y la dosis media de azatioprina mds alta en los
controles (2,2 vs. 2,5 mg/kg, p=0,03). Los SNPs que mostraron una aso-
ciacion mds fuerte fueron: SNP1: p=6,5 x 10-5, Odds ratio (OR)=10,4
(intervalo de confianza 95%: 2,5-21); SNP2: p=6,6 x 10-5, OR=6,2
(2,4-12); SNP3: p=8,5 x 10-5, OR=0,1 (0,07-0,5); y SNP4: p=8,8 x 10-
5, 0R=0,2 (0,1-0,4). El SNP1 se encuentra préximo a un gen que codi-
fica un enzima relevante del metabolismo de las tiopurinas.
Conclusiones: Este estudio de asociacion de exoma completo ha identifi-
cado cuatro SNPs que podrian explicar la mielotoxicidad secundaria a
tiopurinas en pacientes con TPMT normal. El SNP con la asociacion
mds fuerte podria regular la expresion de un gen que codifica un enzima
de la via metabélica de las tiopurinas. Aunque estos hallazgos deben
validarse, estos SNPs podrian ser prometedores predictores genéticos de
mielotoxicidad secundaria a tiopurinas.

ABREVIATURAS. Tiopurina metiltransferasa (TPMT), Odds ratio
(OR), intervalo de confianza (IC).
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Tiopurinas, azatioprina, mercaptopurina, mielotoxicidad, tiopurina
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SUMMARY

Background. Patients with low thiopurine methyltransferase (TPMT)
activity are at increased risk of developing thiopurine-induced myeloto-
xicity. However, only a minority of patients with myelotoxicity are
carriers of a mutant TPMT allele.
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Aim. To identify genetic variants associated with thiopurine-induced
myelotoxicity in inflammatory bowel disease (IBD) patients with
TPMT wild-type alleles and normal activity of this enzyme.

Methods: 93 IBD patients with normal TPMT activity and wild-type
genotype treated with thiopurines were included. Case group: patients
with thiopurine-induced myelotoxicity and without other thiopurine-
induced adverse effect. Control group: patients without thiopurine-
induced side effects consecutively included. TPMT activity over 13.7
Ul/mL was considered normal. DNA was extracted from peripheral
blood nucleated cells. TPMT genotype was determined by sequencing
(TPMT*2, *3A, *3B, *3C, *3D, *4, *5, *6, *7, *9, *10, *15, *16, *19 and
*22 alleles). Myelotoxicity was defined as <3,000/mL leucocytes,
<1,500/mL neutrophils, or <100,000/mL platelets. Genomic DNA was
analysed using Illumina OmniExpress Exome BeadChip genotyping
array. This array interrogates a total of 951,117 single nucleotide poli-
morphisms (SNPs) (660K common and 200k rare coding variants).
Genotype calls were generated using Illumina GenomeStudio. After
standard QC control, associations between SNPs and myelotoxicity
were assessed using logistic regression analysis.

Results: 93 patients were included (37 cases and 56 controls). The dis-
tribution of gender, type of IBD, mean age, mean TPMT activity and
mean dose of mercaptopurine (1.3 vs. 1.4 mg/kg) were similar between
cases and controls. The percentage of patients with mercaptopurine was
higher among cases (32.4 vs. 12.5%, p=0.02), while mean azathioprine
dose was slightly higher among controls (2.2 vs. 2.5 mg/kg, p=0.03).
The SNPs that showed the strongest association were: SNP1: p=6.5 x
10-5, Odds ratio (OR)=10.4 (confidence interval 95%: 2.5-21); SNP2:
p=6.6 x 10-5, OR=6.2 (2.4-12); SNP3: p=8.5 x 10-5, OR=0.1 (0.07-
0.5); and SNP4: p=8.8 x 10-5, OR=0.2 (0.1-0.4).The SNP1 is located
close to a gene that encodes a relevant enzyme of the thiopurine metabo-
lic pathway.

Conclusions. An exome-wide association study identified four new
SNPs that could explain thiopurine-induced toxicity not related to
TPMT deficiency. The SNP with the strongest association could regu-
late the expression of an enzyme of the thiopurine metabolic pathway.
Although further validation is required, these variants could be promi-
sing genetic predictors of thiopurine-induced myelotoxicity.

INTRODUCCION

La azatioprina y su metabolito la mercaptopurina per-
tenecen al grupo de las tiopurinas y son los farmacos
inmunosupresores mas ampliamente empleados en el
tratamiento de muiltiples enfermedades de base inmu-
noldgica, entre las que se encuentran patologias reuma-
tolégicas, como la artritis reumatoide y el lupus erite-
matoso sistémico, patologias dermatolégicas y enferme-
dades digestivas como la hepatitis autoinmune y la
enfermedad inflamatoria intestinal 1.

Los efectos secundarios de estos farmacos aparecen
con cierta frecuencia, obligando a su retirada en aproxi-
madamente el 15% de los casos 1. La dosis de azatio-
prina y mercaptopurina se ajusta habitualmente en fun-

cién del peso del paciente para alcanzar la mayor efica-
cia terapéutica con la minima incidencia de efectos
adversos, aunque esto no siempre se consigue °. Se han
sugerido diversas estrategias para monitorizar de forma
individualizada y de modo mas fiable la dosis de tiopu-
rinas con la intencién, por una parte, de identificar a los
pacientes con riesgo de toxicidad por estos farmacos vy,
por otro, a aquellos con dosis subterapéuticas e inmu-
nodepresion inadecuada 5. Entre estas estrategias se
encuentra la medicién del volumen corpuscular medio
de los eritrocitos, la induccioén de leucopenia, la cuanti-
ficacion de los metabolitos de la 6-tioguanina y la deter-
minacién de la actividad de la tiopurina metiltransfera-
sa (TPMT)>.

Existe una elevada proporcién de pacientes que pre-
sentan mielotoxicidad con el tratamiento con tiopurinas
a pesar de que el fenotipo y el genotipo de la TPMT sean
normales®. En este sentido, en un estudio realizado pre-
viamente por nuestro grupo, encontramos que ninguno
de los pacientes que estaban en tratamiento con tiopuri-
nas presentaba una actividad baja de la TPMT vy, por
tanto, todos los casos de mielotoxicidad de nuestra
cohorte se observaron en pacientes con actividad nor-
mal o intermedia del enzima °. En otro estudio prospec-
tivo realizado con el objetivo de conocer si la eleccién de
la dosis de tiopurinas basada en la actividad de la TPMT
podia prevenir la mielotoxicidad, los autores observa-
ron que, de los cuatro pacientes que presentaban mielo-
toxicidad, ninguno tenia niveles bajos de actividad de la
TPMT (uno tenia un valor intermedio de actividad y tres
un valor alto)”. Esto sugiere que en ocasiones puede que
no sea la TPMT sino otro enzima de la ruta metabdlica o
con una funcién no conocida que pueda conferir sus-
ceptibililidad a presentar este tipo de toxicidad a los
pacientes tratados con este farmaco.

Debido a que la aparicién de mielotoxicidad por tio-
purinas en pacientes con actividad y genotipo de la
TPMT normal es un hecho relativamente frecuente y a
que sus repercusiones son clinicamente relevantes, son
necesarios estudios que permitan identificar otros facto-
res de susceptibilidad que permitan explicar la apari-
cién de dicho efecto adverso en este grupo de pacientes.

El objetivo de nuestro estudio fue identificar genes
que presenten variantes genéticas, concretamente poli-
morfismos de una base o SNPs (single nucleotide poly-
morphisms), que puedan estar asociadas a mielosupre-
sién en pacientes con enfermedad inflamatoria intesti-
nal en los que esta complicacién no se justifique por una
actividad enzimatica baja ni por una mutacién de la
TPMT.

METODOS

Se ha realizado un estudio observacional, multicéntri-
co, de casos y controles. Se incluyeron pacientes con
enfermedad inflamatoria intestinal de diversos hospita-
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les de la Comunidad de Madrid que hubieran presenta-
do mielotoxicidad con el tratamiento con farmacos tio-
purinicos y que tuvieran fenotipo y genotipo del enzima
TPMT normales.

PACIENTES

¢ CRITERIOS DE INCLUSION

Se incluyeron pacientes mayores de 18 afios con capa-
cidad para dar su consentimiento informado, proceden-
tes de hospitales de la Comunidad de Madrid.

Casos: pacientes con enfermedad inflamatoria intesti-
nal que hayan presentado mielotoxicidad por el trata-
miento con tiopurinas y tengan una actividad y un
genotipo de la TPMT normal.

Controles: como grupo control se incluyeron pacien-
tes con enfermedad inflamatoria intestinal en trata-
miento con tiopurinas, con actividad y genotipo normal
de la TPMT, que no hayan tenido mielotoxicidad ni nin-
gun otro efecto adverso asociado al tratamiento con
estos farmacos.

¢ CRITERIOS DE EXCLUSION

Pacientes que tuvieran una actividad baja de la enzi-
ma TPMT o que presentaran alguna mutacién en el gen
que codifica esta enzima.

Pacientes que hubieran presentado algin efecto
adverso ademas de la mielotoxicidad.

ESTUDIO DEL GENOTIPO
Y EL FENOTIPO DE LA TPMT

Fenotipo de la TPMT: se midi6 la actividad de la
TPMT por un laboratorio externo mediante el procedi-
miento habitual, tal y como se ha descrito previamente
7. Para ello, se extrajo una muestra de sangre venosa en
tubo de EDTA de 10 ml, que se conservé a una tempe-
ratura entre 2 y 8 °C hasta su traslado.

Genotipo de la TPMT: el genotipado de la TPMT se
realiz6 en el Servicio de Farmacologia Clinica del
Hospital Universitario de La Princesa. Para su realiza-
cién se extrajeron 10 mL de sangre venosa en tubo de
EDTA. El genotipo de la TPMT se determiné en ADN
obtenido de células de sangre periférica mediante reac-
cién en cadena de la polimerasa y secuenciacién de los
alelos TPMT*2, *3A, *3B, *3C, *3D, *4, *5, *6, *7, *8, *9,
*10, *15, *16, *19, *20 y *22 (que previamente se han rela-
cionado con un fenotipo de actividad baja del enzima).

ESTUDIO DE ASOCIACION DE
EXOMA COMPLETO

Inicialmente se realiz6 un mapeo del genoma de los
casos y de los controles mediante arrays de SNPs. El
ADN gendémico se analiz6 mediante el panel Illumina
OmniExpress Exome BeadChip. Este panel interroga un
total de 951.117 SNPs (~660.000 variantes comunes y

~200.000 variantes raras), y los resultados del analisis
fueron generados por el Illumina GenomeStudio.
Posteriormente se compararon las frecuencias de los
SNPs estudiados entre el grupo de casos y el grupo de
controles para identificar variantes con diferencias esta-
disticamente significativas entre ambos y que, por tanto,
pudieran tener relacion con la aparicién de mielotoxici-
dad.

DEFINICIONES Y CRITERIOS DE EVALUACION

Mielotoxicidad: leucopenia inferior a 3.000 leucoci-
tos/mL, neutropenia inferior a 1.500 neutréfilos/mL o
trombopenia inferior a 100.000 plaquetas/mL.

Fenotipo (actividad) TPMT: se consideré normal por
encima de 13,7 Ul/mL.

Genotipo TPMT: se consider6 que el genotipo de la
TPMT era normal si no se identificaron ninguno de los
polimorfismos estudiados (TPMT*2, *3A, *3B, *3C, *3D,
*4, %5, *6, *7, *8, *9, *10, *15, *16, *19, *20 y *22), que son
responsables de actividad baja del enzima en mds del
95% de los casos.

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Anilisis de asociacién con SNPs: se llev6 a cabo
mediante el paquete estadistico de SNPassoc (SNPs-
based whole genome association studies). Se comprobd
que las frecuencias de los alelos cumplieran la ley del
equilibrio de Hardy-Weinberg (significacién de 0,05).
Aquellos SNPs que no cumplieron dicha ley fueron
excluidos del anélisis. Se llev6 a cabo la comparacién de
las frecuencias alélicas y genotipicas entre el grupo de
casos y el de controles para cada SNP de manera indivi-
dual. Se incluyeron en el andlisis todas las variables que
pudieran estar relacionadas con la aparicién de mieloto-
xicidad. Se estimaron las odds ratios (OR) y los interva-
los de confianza (IC 95%) para cada SNP tomando como
referencia los homocigotos de la variante alélica més fre-
cuente, segiin modelos de regresiéon logistica multiva-
riante, ajustando por edad, sexo y otros factores que
pudieran influir en la respuesta.

RESULTADOS

Se incluyeron 93 pacientes, de los cuales 37 (39,8%)
eran casos y 56 (60,2%) controles. Las caracteristicas de
los pacientes se resumen en la Tabla I; ambos grupos
fueron similares con excepcién del porcentaje de pacien-
tes en tratamiento con mercaptopurina, que fue superior
en el grupo de casos (32,4% vs. 12,5%, p=0,02) y la dosis
media de azatioprina, que fue significativamente mas
alta en los controles (2,46 mg/kg/dia vs 2,25
mg/kg/dia, p=0,03).

La media de tiempo en tratamiento con tiopurinas
antes de la aparicién de mielotoxicidad fue de 27 meses,
con una mediana de 12,5 meses y un rango de 0,5 a 148
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Tasta l.- CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES INCLUIDOS EN EL ESTUDIO
VARIABLES CASOS CONTROLES P
Edad (mediana, afhos) 48,1 44,5 0,3
Sexo femenino (%) 55 66,1 0,3
Tipo de enfermedad inflamatoria intestinal (%)
Enfermedad de Crohn 67,6 80,4 0,1
Colitis ulcerosa 32,4 19,6
Tipo de tiopurina (%)
Azatioprina 67,6 87,5 0,02
Mercaptopurina 32,4 12,5
Dosis media azatioprina (mg/kg) 2,25 2,46 0,03
Dosis media de mercaptopurina (mg/kg) 1,29 1,4 0,63

meses. Las alteraciones hematolégicas més frecuentes
en estos pacientes fueron la leucopenia y la neutropenia
(Tablas II y III).

A pesar de que la mayoria (75,8%) de los pacientes con
mielotoxicidad estaban asintomaéticos, dos de ellos
(5,6%) requirieron ingreso hospitalario por fiebre. En la
mayoria de los casos se mantuvo el tratamiento con tio-
purinas a pesar de la aparicion de la mielotoxicidad
(Tabla IV), resolviéndose ésta en un 94,5% de los casos
con la actitud tomada inicialmente con la dosis de las

TaBLA II.-

DISTRIBUCION DE i

LAS ALTERACIONES HEMATOLOGICAS
EN LOS PACIENTES CON

MIELOTOXICIDAD (CASOS)

tiopurinas (mantenimiento de la misma, disminucién o
retirada). La mediana de tiempo hasta la resolucién de
la mielotoxicidad fue de 2 meses (rango 0,1 a 9 meses).

Después de realizar el control de calidad de las mues-
tras, se evalué mediante un andlisis de regresion logisti-
ca la asociacién entre los SNPs y el desarrollo de mielo-
toxicidad. En el andlisis de asociacién de exoma com-
pleto se identificaron diversos SNPs asociados con el
riesgo de mielotoxicidad secundaria al tratamiento con
tiopurinas (Tabla V). Los SNPs que presentaron una

TaBLA IV.-

ACTITUD INICIAL CON
EL TRATAMIENTO CON TIOPURINAS TRAS
LA APARICION DE LA MIELOTOXICIDAD

] ] NUMERO DE
ALTERACION NUMERO DE PACIENTES % PACIENTES %
Leucopenia 25 69,4 Suspension 14 37,8
Neutropenia 24 69,4 Disminucion de la dosis 19 51,4
Plaguetopenia 1 29 Cambio a otra tiopurina 1 2,7
Anemia 17 47,2 Sin cambios 3 8.1
TasLa lll.-

RESULTADOS DE LA HEMATIMETRIA EN LOS PACIENTES

CON MIELOTOXICIDAD (CASOS)

MEDIA MEDIANA RANGO
Leucocitos (miles/mm?3) 2.723 2.700 1.550-5.210
Neutrofilos (miles/mm3) 1.363 1.400 700-2.500
Plaquetas (miles/mm?3) 223.257 200.000 98.000-441.000
Hemoglobina (g/dL) 12,1 12 7,4-16,5
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TABLA V.-

POLIMORFISMOS ASOCIADOS
CON LA APARICION DE MIELOTOXICIDAD
SECUNDARIA AL TRATAMIENTO CON
TIOPURINAS EN PACIENTES CON TPMT

(GENOTIPO Y FENOTIPO) NORMAL

SNP OR P

1 0,21 8,85 x10°
2 0,13 8,50 x10°
3 6,27 6,60 x105
4 10,4 6,57 x10°
5 9,24 1,28 x10*
6 9,24 1,28 x10*
7 9,24 1,28 x10*
8 5,43 1,29 x10*
9 5,43 1,29 x10*
10 6,57 1,35 x10*
11 5,56 1,35 x10*
12 5,6 1,43 x10*
13 3,88 1,45 x10*
14 5,42 1,60 x10*
15 5,42 1,60 x10*

SNP single nucleotide polimorphism; OR, odds ratio

mayor asociacién con dicho riesgo fueron los siguientes:
SNP 1: p=6,5 x 10-5, OR=10,4 (IC95%: 2,5-20,9); SNP 2:
p=6,6 x 10-5, OR=6,2 (IC95%: 2,4-12); SNP 3: p=8.5 x 10-
5, OR=0,1 (IC95%: 0,07-0,5); y SNP 4: p=8,8 x 10-5,
OR=0,2 (IC95%: 0,1-0,4). El SNP con una asociacién mas
fuerte con el desarrollo de mielotoxicidad se localiza
préximo a un gen que codifica una enzima importante
en la via metabdlica de las tiopurinas.

DISCUSION

La mielotoxicidad aparece en aproximadamente el
10% de los pacientes con enfermedad inflamatoria intes-
tinal en tratamiento con tiopurinas, siendo el efecto
adverso mds importante por su potencial letalidad  >°.
De hecho, aunque en la mayoria de los casos esta com-
plicacién cursa de forma asintomatica, puede favorecer
la aparicién de infecciones®?. En la mayoria de los casos,
estas infecciones estan producidas por patégenos de la
flora habitual y suelen ser oligosintomaticas. Sin embar-
go, en ocasiones pueden ser muy graves y ocasionar la
muerte del paciente. La incidencia acumulada de mor-
talidad en pacientes con mielotoxicidad inducida por el
tratamiento con tiopurinas es del 0,06% y, en los pacien-
tes con enfermedad inflamatoria intestinal, del 1%°. Por
ello, es de gran transcendencia identificar aquellos

pacientes con susceptibilidad para presentar mielotoxi-
cidad con estos farmacos.

La TPMT ha sido el enzima maés estudiado en relacién
con la mielotoxicidad asociada al tratamiento con tiopu-
rinas. La TPMT es un enzima clave para la metaboliza-
cién de los farmacos tiopurinicos. La azatioprina se con-
vierte en mercaptopurina, que puede ser metabolizada
mediante metilacién a través de la TPMT, oxidada gra-
cias a la xantina oxidasa a 4cido tiotrico, o catabolizada
hacia nucleétidos de la 6-tioguanina a través de la hipo-
xantina-guanina-fosforribosil transferasa. El efecto de la
azatioprina y de la mercaptopurina es consecuencia de
su conversion intracelular en 6-tioguanina, ya que este
metabolito es el responsable fundamental de la activi-
dad de estos farmacos, a través de su incorporacién al
ADN y ARN10-14.

Diversos estudios han puesto de manifiesto la correla-
cién entre el fenotipo y/o el genotipo de la TPMT y el
riesgo de mielotoxicidad °. De este modo, los pacientes
homocigotos para el alelo de baja actividad de la TPMT
tienen un riesgo aumentado de sufrir mielotoxicidad
grave debido al exceso de acumulacién de 6-tioguanina,
debido a que una cantidad mayor de mercaptopurina es
metabolizada por la ruta enzimética de la hipoxantina-
guanina fosforibosil transferasa. Por ejemplo, algunos
investigadores han descrito incidencias de mielotoxici-
dad de hasta el 100% en los sujetos homocigotos para el
alelo de baja actividad, pero de tan s6lo el 7% en aque-
llos con actividad enzimadtica normal 1. Otros autores
han demostrado que la probabilidad de padecer una
deficiencia completa o parcial de actividad de TPMT
para esta enzima es mas de seis veces mayor entre los
pacientes que han sufrido un episodio de mielosupre-
sién en comparacion con aquellos que han tolerado el
tratamiento con tiopurinas sin problemas 6. Sin embar-
go, la mayoria de los estudios coinciden en que tinica-
mente en uno de cada cuatro pacientes con mielotoxici-
dad secundaria a tiopurinas, ésta puede explicarse por
alteraciones en la TPMT 720

Diversos estudios han demostrado que la determina-
cién de la actividad de la TPMT antes de iniciar el trata-
miento con tiopurinas es coste-eficaz, ya que serviria
para identificar a los pacientes con actividad baja de la
TPMT que tendrian un riesgo muy elevado de presentar
mielotoxicidad con estos farmacos 1?2, Sin embargo, de
este modo tnicamente identificariamos un 25% de los
pacientes susceptibles de presentar mielotoxicidad
secundaria a tiopurinas.

En el presente estudio hemos identificado una serie de
polimorfismos que se asocian con el riesgo de presentar
mielotoxicidad secundaria al tratamiento con tiopurinas
en pacientes en los que ésta no puede explicarse por
alteraciones en la TPMT. Cabe destacar que el polimor-
fismo que se asoci6 de forma mds fuerte al riesgo de
mielotoxicidad se encuentra localizado préximo a un
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gen que codifica uno de los enzimas relevantes en la
ruta del metabolismo de las tiopurinas. Estos resultados
deben ser validados en una cohorte mas amplia de
pacientes pero, de confirmarse estos hallazgos, podrian
ser de gran utilidad para identificar pacientes con riesgo
de desarrollo de mielotoxicidad por tiopurinas.

En conclusién, este estudio de asociacién de exoma
completo ha permitido la identificacién de nuevos SNPs
asociados con la aparicién de mielotoxicidad secundaria
a tiopurinas y TPMT normal, en pacientes con enferme-
dad inflamatoria intestinal. El1 SNP con la asociacién
mas fuerte podria regular la expresién de un enzima
implicado en el metabolismo de las tiopurinas. A pesar
de que es necesario validar estos hallazgos en una
cohorte de pacientes independiente, estos SNP podrian
considerarse marcadores genéticos prometedores para
predecir el desarrollo de mielotoxicidad secundaria al
tratamiento con tiopurinas.
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