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1. Introduccio

Els farmacs analegs de les purines —azatioprina,
mercaptopurina i tioguanina— son profarmacs que s’inactiven a
través de 1’enzim tiopurina S-metiltransferasa (altrament
anomenat TPMT, mercaptopurina metiltransferasa, tiopurina
metiltransferasa o 6-tiopurina transmetilasa) (1). Majoritariament,
els pacients presenten una activitat normal d’aquest enzim, pero
en aproximadament un 11 % dels casos, aquesta activitat és
intermédia o fins i tot deficient (2). Els pacients que tenen una
activitat reduida o inexistent de TPMT i que es tracten amb les
dosis estandards dels farmacs analegs de purines tenen un elevat
risc de patir reaccions adverses greus. Per aquest motiu, les fitxes
técniques d’aquests farmacs inclouen la necessitat d’informar de
I’activitat de 1’enzim abans de la prescripcid, per tal d’ajustar la
dosi o bé canviar d’estratégia terapeutica. El laboratori clinic pot
mesurar ’activitat de I’enzim o bé estudiar les variants
genetiques que conté el gen TPMT i que determinen I’activitat
enzimatica.

L’objectiu d’aquesta revisié és exposar els avantatges i
inconvenients de cada estratégia.
2. Farmacs tiopurinics: mecanisme d'acci6

Hi ha tres farmacs tiopurinics —analegs de purina— que
s’usen clinicament: la 6-tioguanina, 1’azatioprina i la 6-
mercaptopurina.

http://www.acclc.cat/continguts/ivv196.pdf
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Rutes metaboliques dels farmacs tiopurinics

Tal com es pot observar a la Figura 1, el pro-farmac
azatioprina és rapidament convertit, mitjancant una reaccié no
enzimatica, a 6-mercaptopurina, la qual esta sotmesa a tres vies
de metabolitzacid: la primera mitjangant I’enzim xantina oxidasa,
propia de la metabolitzacié de les purines, produeix el metabolit
inactiu acid 6-tiodric. La segona de les vies de metabolitzaci6 té
lloc mitjancant el TPMT, el qual catalitza la produccid del segon
metabolit inactiu, la 6-metilmercaptopurina. Finalment, la tercera
via esta catalitzada per [D’enzim hipoxantina guanina
fosforibosiltransferasa, i genera 6-tioinosina monofosfat. Aquest
té tres vies de metabolitzaci6. La primera, convertint-se en
nucledtids de tioguanina mitjangant els enzims inosina-5-
monofosfat deshidrogenasa i guanina monofosfat sintetasa. La
segona, metilant-se a 6-metilmercaptopurina ribonucleotids
mitjancant TPMT. | la tercera, fosforilant-se a 6-tioinosina
trifosfat mitjancant 1’enzim reversible inosina trifosfatasa.
Aquests tres darrers metabolits son actius (3).

Pel que fa a la 6-tioguanina, s’inactiva a través de TPMT, i es
converteix directament en el metabolit actiu mitjangant 1’enzim
hipoxantina guanina fosforibosiltransferasa.
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Figura 1. Via metabolica on estd implicat 1’enzim tiopurina S-metiltransferasa (TPMT) (3, 4). Els farmacs tiopurinics —azatioprina, 6-
mercaptopurina i 6-tioguanina— estan marcats amb blau. Els metabolits actius estan marcats en vermell.

Mecanismes d'accio

El mecanisme d’accié dels farmacs tiopurinics es basa en el
bloqueig seqiiencial de la sintesi de I’ADN, induint un efecte
citotoxic tarda. Per una banda, a través dels seus metabolits
s’inhibeix la ruta enzimatica necessaria per la biosintesi de les
purines, que al seu torn sdn necessaries per a la sintesi de I’ADN
i de ’ARN. Aquesta inhibici6 de la sintesi de nucleotids purics
afavoreix que el cicle cel-lular quedi retingut a la fase S (5, 6, 7).

Per altra banda els farmacs tiopurinics donen lloc als
nucleotids de tioguanina, els quals s’incorporen a la cadena de
I’ADN com a nucleotids 6-metilguanina (6-mTG) en lloc de
guanina. La retencié del cicle a la fase S afavoreix aquest
fenomen. Un cop s’ha incorporat la 6-mTG a la cadena de
I’ADN, les c¢l-lules passen a 1’estadi G2 on tornen a quedar
retingudes. En aquest moment és quan es produeix la citotoxicitat
tardana que es reverteix una vegada s’ha retirat la terapia.

La introduccié d’un nucleotid de 6-mTG produeix una perdua
de I’aparellament especific de la polimerasa. L’ADN polimerasa
en trobar-se amb la 6-mTG introdueix nucledtids de timina amb
major eficiéncia que els nucleotids de citosina. Aquest canvi no
és reconegut pel sistema de reparacio post-replicatiu MutS, i la
mutaci6 G>A acaba persistint alla on inicialment hi havia
nucledtids de guanina. Conseqglientment es produeixen molts
errors al codi de I’ADN, fet que condueix a un efecte citotoxic
tarda, i a la mort cel-lular (8, 9, 10).

Aplicacions

L’efecte citotoxic s’observa predominantment en les cél-lules
de rapid creixement, com les del sistema immunologic. L’efecte
inhibitori de la proliferacié cel-lular dels leucocits es fa servir per
a la immunosupressié en pacients sotmesos a trasplantament
d’organs. S’utilitza també en el tractament de diversos tipus de
cancer, com la leucémia limfoblastica aguda, i en el tractament
de malalties autoimmunitaries, com [’artritis reumatoide o la
malaltia inflamatoria intestinal o malaltia de Crohn. Més
concretament, encara que tots tres farmacs comparteixen la
majoria  d’efectes  farmacologics, la  mercaptopurina i

I’azatioprina s’empren en les malalties immunologiques no
malignes, 1’azatioprina s’usa en els tumors limfoides malignes, i
la tioguanina per al tractament de les leucémies mieloides (11).

3. Enzim tiopurina S-metiltransferasa

La tiopurina S-metiltransferasa (EC 2.1.1.67) és un enzim
citosolic present a la major part de teixits humans i que catalitza
la S-metilacio d’un grup de compostos coneguts com a sulfhidrils
heterociclics i aromatics (12, 13). La seva funcié biologica a
I’organisme és desconeguda i encara no s’ha pogut identificar cap
substrat endogen (14, 15). En canvi, la seva funci6 amb
compostos exogens és ben coneguda: aquest enzim forma part de
la cascada de metabolitzaci6 de farmacs tiopurinics, |
concretament catalitza la reaccid de tiopurina a S-metil-tiopurina
amb I’addici6 de S-adenosil-L-metionina i I’alliberament de S-
adenosil-L-homocisteina (Figura 2). Aquest darrer producte
produeix una retroalimentaci6 negativa de 1’activitat enzimatica.
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Figura 2. Reacci6 enzimatica del TPMT, mitjangant la qual
s’afegeix un grup metil a la tiopurina. El donador del grup metil és la
S-adenosil-L-metionina (AdoMet), la qual es transforma en S-
adenosil-L-homocisteina ~ (AdoHcy). Imatge  extreta  de
http://www.medical-genetics.de/uploads/pics/TPMT_01.png

Tal com es pot observar a la Figura 1, ’enzim TPMT és
imprescindible pel correcte metabolisme dels farmacs analegs de
les purines. La major part de pacients presenten una activitat
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normal de TPMT, pero en aproximadament 1’11 % I’activitat de
TPMT és reduida (intermédia) i un 0,3 % la té baixa o quasi
nul-la. El déficit d’activitat de TPMT déna lloc a una acumulacio
del metabolit actiu 6-mercaptopurina i una proporcié major
d’aquest es converteix en nucleotids de tioguanina citotoxics, fet
que incrementa el risc d’efectes adversos, especialment la
toxicitat hematopoética per la mielosupressio, provocant
leucopenia, neutropénia, anemia, trombocitopenia, i en els casos
més greus, pancitopenia. Encara que la toxicitat hematopoética
pot tenir lloc en qualsevol pacient que es tracta amb aquest grup
de farmacs tiopurinics, les persones amb deficiencia de TPMT es
troben amb un risc molt major de presentar aquesta complicaci6.
Aquest deficit esta causat per diverses mutacions puntuals del
gen TPMT (14).

Hi ha un altre farmac emprat en quimioterapia, el cis-plati,
que provoca I’apoptosi cel-lular mitjangant 1’alteracio de la
mitosi cel-lular. S’intercala a loci basics de I’ADN i interfereix
en la seva estructura. Existeix certa controvérsia sobre si la
variabilitat interindividual de 1’ototoxicitat que provoca aquest
farmac en el 40-60 % dels pacients, podria estar relacionada amb
variants genétiques dels gens TPMT i catecol O-metiltransferasa
(COMT) (16, 17). Aquesta associacio no s’ha pogut validar de
forma definitiva, i de fet, Heigletner et al. van presentar una
metaanalisi on concloien que la influéncia genética en el
desenvolupament de la pérdua auditiva no és determinant (18).
Per tot aix0, la fitxa tecnica del cis-plati només conté un avis
conforme factors genétics com les variants en el gen TPMT
podrien contribuir a I’ototoxicitat per cis-plati, tot i que aquesta
associacio no s’ha pogut replicar en diversos estudis cientifics, ni
diverses poblacions (19).

4, Gen TPMT: variants al-léliques i toxicitat

L’enzim tiopurina S-metiltransferasa esta codificat pel gen
TPMT (NM_000367.2) format per 27 kb i 9 exons. Esta ubicat al
cromosoma 6, al locus 6p22.3.

El deficit de I’activitat enzimatica d’aquest enzim esta causat
per diverses mutacions al gen TPMT. Com que la seva activitat
s’hereta com un tret monogenic co-dominant, hi ha tres graus de
funcionalitat enzimatica. Aproximadament el 89 % de la poblacio
caucasica té una activitat enzimatica elevada i no presenta cap
d’aquestes variacions genétiques (son homozigots per l'al-lel
natural (wild type allele en anglés), anomenat TPMT*1). Els
individus heterozigots i per tant amb un al-lel no funcional (un 11
% dels individus aproximadament) tenen una activitat enzimatica
intermédia. Finalment els individus homozigots mutats o amb
heterozigosi combinada en els dos al-lels tenen una activitat molt
baixa o quasi nul-la i representen un 0,3 % de la poblacié (20).

La darrera actualitzacié de la base de dades de variacions de
sequencia del gen TPMT inclou fins a 38 variants al-léliques
diferents (21), la major part de les quals estan associades a una
activitat disminuida de 1’enzim en estudis in vitro, perd0 només
unes quantes s’han pogut relacionar amb efectes clinics. L’al-lel
normal (wild type) s’anomena TPMT*1, i és el més freqiient
(96,1 % en poblacié mediterrania). La variaci6 de seqiiencia més
prevalent al nostre entorn és la TPMT*3A (2,5 % dels individus)
que inclou dues mutacions amb canvi de sentit (missense en
anglés) al mateix al-lel, el canvi c.460G>A (p.Alal54Thr,
rs1800460) a 1’exd 7 anomenat TPMT*3B i el canvi c.719A>G
(p-Tyr240Cys, rs1142345) a I’ex6 10 anomenat TPMT*3C.
Aquests dos SNPs també poden presentar-se per separat, pero
amb una frequiéncia molt menor: TPMT*3B (0,4 %) i TPMT*3C
(0,5 %). TPMT*2 és una variant que inclou també un canvi a la
seqiiencia d’aminoacids (p.Ala80Pro, ¢.238G>C, rs1800462) i
produeix una reduccié de I’activitat enzimatica. Es troba amb una
frequencia del 0,4 % en poblacié mediterrania (22). També hi ha

descrites moltes altres variacions de sequéncia amb freqtiencies
molt menors (<0,02 % en poblaci6 caucasica).

Es considera que les variants al-l1eliques *2, *3A, *3B, *3C i
*4 no son funcionals i per tant donen lloc a un enzim amb
activitat nul-la. En canvi, les variants al-l1éliques *5, *6, *8, *9,
*10, *11, *12, *13, *16, *17, *18 es creu que molt probablement
causen una reducci6 de I’activitat enzimatica, sense arribar a ser
nul-la. Son tan poc freqients, pero, que els estudis no s6n encara
definitius. L’efecte que produeixen les restants variants
al-leliques és desconegut o bé contradictori en les diverses
publicacions que I’estudien (22).

Els individus que hereten dos al-lels no funcionals de I’enzim
TPMT tractats amb dosis estandard d’azatioprina, 6-
mercaptopurina o 6-tioguanina, es troben amb un risc del 100 %
de desenvolupar mielosupressio, hemorragia, infeccié i mort
associada a una major concentracié de nucledtids de tioguanina
als hematies.

Pel que fa als portadors d’un sol al-lel no funcional, entre el
40 i el 70 % toleren les dosis habituals. Aquesta millor tolerancia
a les tiopurines és atribuida a una menor concentracio de
ribonucledtids de 6-metilmercaptopurina, un dels tres metabolits
actius, causant conseqlientment menys efectes toxics (23). Tot i
aixo, els pacients heterozigots tenen un risc significativament
més gran de toxicitat que els pacients amb els dos al-lels
funcionals.

En més del 20 % dels pacients amb malaltia inflamatoria
intestinal se suspén la terapia tiopurinica per causa de reaccions
adverses greus com la leucopénia. Coenen et al. (24) van dur a
terme un estudi prospectiu per determinar si ’analisi del genotip
del gen TPMT abans del tractament (i la subseqient seleccio de
la dosi), milloraria els efectes adversos dels pacients amb aquesta
malaltia. Segons els autors, va haver-hi una disminucié de 10
vegades en les reaccions adverses greus hematologiques en els
pacients portadors de variants que van ser identificades i van
rebre una reducci6 de la dosi, en comparacié amb portadors de
variants als quals no es va modificar la dosificacio, sense
diferencies en I’eficacia del tractament farmacologic.

La toxicitat associada a les variants al-léliques és el que ha
portat a plantejar I’avaluacioé prévia dels pacients que necessiten
tractament amb farmacs tiopurinics. El cribratge de I’activitat del
TPMT t¢ la finalitat d’identificar els pacients que estan en risc de
mielosupressié severa quan sén tractats amb dosis estandard
d’aquests medicaments.

5. Correlacié entre genotip i fenotip

La utilitat del genotip en la determinacié del déficit de TPMT
depén de la seva correlacié amb ’activitat d’aquest enzim. Hi ha
una forta evidéncia cientifica que relaciona el genotip amb el
fenotip. La dosificacio en funcié del genotip ha demostrat una
reduccio dels efectes adversos sense comprometre I’efecte
terapeutic en diversos ambits clinics (11). La majoria dels estudis
realitzats en la poblaci6é sana aporten dades de concordanga del
98,4 % (25). Aquests percentatges disminueixen en els pacients
amb activitats enzimatiques intermedies fins al 86 %. En un
estudi de pacients afectats de malaltia inflamatoria intestinal amb
activitats anormals de 1’enzim TPMT, I’analisi genética de les
mutacions amb una prevalenga superior a 1’1 % va presentar una
especificitat del 100 %, mentre que la sensibilitat estimada per la
deteccio de mutacions en heterozigosi i homozigosi (14) variava
des del 70,3 % (IC 95 % = 54,5 % — 70,9 %) fins al 86,2 % (IC
95 % = 78,5 % — 96,3 %).

La disminucié del nombre de casos amb déficit de TPMT
identificats pel genotip és a causa de la presencia de portadors de
mutacions amb una prevalenga baixa que no son estudiades a
I’analisi genética. A més a més, els estudis de genética molecular
emprats en la detecci6 de mutacions en heterozigosi nomeés
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permeten coneixer la preséncia o abséncia d’aquestes variants,
perd no la seva localitzaci6 al-lelica. Per exemple un pacient
portador de les mutacions *3B i *3C pot presentar un fenotip
intermedi si ambdues mutacions es troben en CIS (al-lel *3A), o
un déficit complet de 1’activitat enzimatica si es troben en
TRANS. Per poder determinar la localitzacié al-1élica d’aquestes
variants s’ha de fer un estudi de lligament.

El darrers estudis intenten relacionar 1’agressivitat del fenotip
amb la preséncia de determinades mutacions puntuals. Lenard et
al. (26) van publicar recentment un article en el qual es va
realitzar 1’estudi genétic a 1334 pacients afectats de leucémia
limfoblastica en tractament amb derivats de tiopurina. Els
pacients portadors de la mutacié en heterozigosi *1/*3C van
presentar un fenotip més agressiu amb una major incidéncia
d’episodis en comparacié amb altres individus heterozigots per
altres genotips, *1/*3A, *1/*2, *1/%21, 1/*9**1/*32, *1/*33,
*1/*34.

6. Estudis de laboratori, fenotip versus genotip

El laboratori clinic pot fer una estimacié de 1’activitat
enzimatica de la TPMT mitjangant dos estudis, quantificant
alguns metabolits de TPMT intraeritrocitari, 0 bé genotipant les
variants més freqlents del gen.

La determinaci6 de Dactivitat de I’enzim TPMT es basa en el
mesurament de la concentracid dels metabolits actius (metil-
tioguanina i metil-mercaptopurina) producte de I’acciéo de la
TPMT en la degradaci6 dels derivats de tiopurina (Figura 1) als
eritrocits. L’etapa preanalitica és un pas clau en I’analisi de la
mostra. Es necessari un pretractament complex que suposa la
separacid, neteja i la lisi dels hematies. La concentracio dels
metabolits es pot determinar mitjancant metodes de
radioimmunoanalisi i cromatografics. Els métodes basats en
HPLC (acronim de langlés high performance liquid
chromatography) acoblats en tandem a un espectrometre de
masses 0 a un detector d’ultraviolat (UV) sén els més emprats
per la seva elevada practicabilitat (27, 28). Els coeficients de
regressio entre aquests metodes son al voltant de 0,7.

Per altra banda, es recomana iniciar I’analisi genética de les
variants del gen TPMT per I’estudi dels al-lels no funcionals més
comuns, en funcio de I’area geografica. Habitualment s’empra la
PCR (acronim de l'anglés polymerase chain reaction) a temps
real amb discriminacié al-lélica, encara que no existeixen
recomanacions en guies cliniques sobre quina és la millor
estratégia diagnostica (2). Al nostre entorn, les variants *2, *3A,
*3B i *3C es presenten en la gran majoria dels pacients amb una
activitat intermeédia o bé nul-la de ’enzim. No s’han descrit grans
delecions o duplicacions en aquest gen associades a una
disminucié en I’activitat del TPMT. Coenen et al. (24) van
publicar un article I’any 2015 on no es recomana la seqlienciacio
del gen TPMT. L’estudi va incloure 705 pacients caucasics amb
malaltia inflamatoria intestinal en tractament amb derivats de
tiopurina. Es va determinar el genotip mitjancant 1’s de sondes
TagMan® (Applied Biosystems) i es va seqiienciar el gen complet
de TPMT en 12 pacients que van presentar efectes adversos i no
eren portadors de les mutacions més prevalents. Només en quatre
d’ells es va detectar la variant TPMT*15 relacionada amb una
disminucié de I’activitat de TPMT. L’abséncia de variants en el
gen TPMT en els pacients que van presentar efectes adversos
s’explica per la variabilitat genotipica en altres gens que poden
estar relacionats amb una disminucié de 1’activitat TPMT.

Inconvenients de I'estudi del fenotip i el genotip

La determinacido del fenotip es considerava 1’analisi de
referéncia per a la detecci6 de déficits de TPMT, pero en els
darrers anys les publicacions han deixat en evidéncia les
limitacions d’aquest estudi, i I’analisi genética ha demostrat (sola

o en combinaci6é amb el fenotip) que permet millorar 1’eficiéncia
diagnostica en el cribratge dels pacients amb una activitat
anormal de I’enzim TPMT.

El fenotip es veu afectat per les transfusions de sang, pel
tractament concomitant amb farmacs que inhibeixen I’activitat
TPMT i per la falta d’estandarditzacié dels procediments de
mesura que impedeix la intercanviabilitat dels valors mesurats
(14). El fet que no hi hagi calibradors tracables pren especial
importancia en un context on els valors discriminants s6n
generalment de procedéncia bibliografica i d’ambit universal.
Destaca la manca de literatura cientifica abordant aquesta
problematica.

L’activitat de I’enzim TPMT també pot estar influida per
factors exogens, incloent altres farmacs, com els didretics o la
propia azatioprina que pot induir 1’activitat enzimatica. La
sulfasalazina i la mesalamina podrien tenir un efecte inhibitori
(4).

Un altre dels seus desavantatges és I’augment de ’expressid
de ’enzim TPMT en els eritrocits joves. Aquesta situacid és
comuna en pacients amb un augment de 1’activitat eritropoictica
que s’estan recuperant d’una pancitopénia secundaria al
tractament amb quimioterapia o0 immunosupressors. La
sobreestimacié de I’activitat del TPMT en pacients amb leucémia
limfoblastica aguda o malaltia inflamatoria intestinal queda
recollida en diverses publicacions (26, 27). L’error en la
classificaci6 d’aquests pacients pot suposar una dosificacid
inadequada del tractament amb un augment dels episodis
secundaris a la mielotoxicitat dels derivats de la tiopurina.

Per una altra banda, el genotip també té els seus
inconvenients. Com ja s’ha comentat anteriorment, 1’analisi
genética no inclou les variants poc freqients del gen TPMT i, tot
i que encara esta poc estudiat, també poden existir mutacions en
altres gens que siguin les causants d’un déficit en la sintesi de
TPMT.

Qué recomanen les guies internacionals ?

L’estudi del genotip i fenotip del TPMT hauria de realitzar-se
préviament a I’inici del tractament amb derivats de la tiopurina.
Les recomanacions de dosificacié segons les guies cliniques son
les seguients (11):

- Homozigots normals (genotip *1/*1): iniciar el tractament
amb dosis normals i ajustar dosis segons les recomanacions
de les guies cliniques en funcio de la malaltia a tractar.

- Heterozigots (genotips *1/*2, *1/*3A, *1/*3B, *1/*3C,
*1/*4): iniciar amb el 30-70 % de la dosis recomanada i
incrementar-la en funcié de la tolerancia després de 2-4
setmanes.

- Homozigots mutats (genotips *3A/*3A, *2/*3A, *3C/*3A,
*3C/*4, *3C/*2, *3A/*4). considerar un tractament
alternatiu. Si és imprescindible emprar aquests farmacs,
iniciar amb dosis drasticament reduides (10 vegades menys
concentrada i amb menor posologia). Cal fer una
monitoritzaci6 estricta del recompte de cél-lules del sistema
immunitari.

La revisio sistematica de les guies cliniques posa de relleu una
gran variacio en les recomanacions de les analisis de TPMT, pero
totes elles inclouen el genotip com a primer estudi, 0 recomanen
la seva determinacié conjuntament amb el fenotip. Burnett et al.
va publicar I’any 2014 una revisi6 sistematica de les
recomanacions contingudes en les guies cliniques referents a
I’estudi del fenotip 0 genotip de TPMT publicades fins al
moment (2). L analisi del genotip esta explicitament recomanada
abans d’iniciar tractament amb tiopurines en les segilients guies:
la del CPIC (acronim de I'anglés Clinical Pharmacogenetics
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Implementation Consortium) recomana la determinacié del
fenotip en conjuncié amb el genotip (11), la de la NACB

(National

Academy for Clinical Biochemistry) recomana

unicament D’analisi genética (30), la del COG (Children’s
Oncology Group) reconeix els avantatges del genotip en les
transfusions de sang i recomana el fenotip Unicament quan el
genotip no és informatiu (31), la de la BAD (British Association
of Dermatologists) recomana el genotip especialment en els
pacients amb activitat fenotipica intermedia i en les transfusions
de sang (32) i la del NCCN (National Comprehensive Cancer
Network) recomana també 1’analisi geneética exclusivament (33).
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