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FuNDAMENTO Y OBJETIVO: El objetivo del presente estudio es describir la actividad enzimatica de
la tiopurina metiltransferasa (TPMT) en un grupo muy numeroso de pacientes espafioles con
enfermedad inflamatoria intestinal (Ell), evaluar el efecto de algunas variables sobre dicha ac-
tividad y conocer la proporcion de pacientes con baja actividad y, por tanto, mayor riesgo de
mielotoxicidad por azatioprina/6-mercaptopurina.

PACIENTES Y METODO: Se determiné la actividad de TPMT mediante un método radioquimico en
pacientes con EIl. La asociacion entre diversas variables y la actividad de TPMT se estudi6 me-
diante regresion lineal multiple.

REesuLTADOS: Se incluyé a 7.046 pacientes, el 70% con enfermedad de Crohn, el 22% con coli-
tis ulcerosa y un 8% con colitis indeterminada. El valor medio de TPMT fue de 20 U/ml (extre-
mos: 0-46). La distribucion de actividad de TPMT fue: un 0,5% con valores bajos (< 5 U/ml),
un 11,1% con valores intermedios (5-13,7) y un 88,4% con valores altos (> 13,8). Los valores
de TPMT no siguieron una distribucion normal (p < 0,001). En el estudio univariante se de-
mostraron diferencias estadisticamente significativas (p < 0,001), aunque de dudosa relevan-
cia clinica al ser minimos, en los valores de TPMT en funcién de la edad, el sexo, el tipo de en-
fermedad y el tratamiento con azatioprina/6-mercaptopurina. En el estudio multivariante, el
sexo y el tratamiento con 5-aminosalicilatos, glucocorticoides y azatioprina/6-mercaptopurina
se asoci6 significativamente con la actividad de TPMT.

ConcLusiones: EI 0,5% de los pacientes espafoles con Ell tiene una baja actividad enzimatica de
TPMT (< 5 U/ml, lo que indica un mayor riesgo de mielotoxicidad por azatioprina/6-mercaptopurina),
una cifra similar a la descrita en otros paises. Los diversos farmacos empleados en el tratamiento de
la Ell, como los 5-aminosalicilatos o la azatioprina/6-mercaptopurina, no parecen modificar de forma
clinicamente relevante dicha actividad enzimatica.

Palabras clave: Enfermedad de Crohn. Colitis ulcerosa. Enfermedad inflamatoria intestinal.
Azatioprina. 6-mercaptopurina. Tiopurina metiltransferasa.

Thiopurine methyltransferase activity in the inflammatory bowel disease.
A study on 7046 Spanish patients

BACKGROUND AND OBJECTIVE: Our objective was to assess the activity of thiopurine methyltransfera-
se (TPMT) in a very large number of Spanish patients with inflammatory bowel disease (IBD),
to evaluate the influence of several variables (including azathioprine or 6-mercaptopurine) on
that activity, and to know the proportion of patients with low TPMT activity and therefore high
risk of myelotoxicity when treated with these drugs.

PATIENTS AND METHOD: TPMT activity in red blood cells (RBCs) was measured by a radiochemical
method. The association between several variables and TPMT values was assessed by multiple
lineal regression.

REsuLTs: 7046 patients were included (mean age: 37 years; 53% males): 70% with Crohn’s di-
sease, 22% with ulcerative colitis, and 8% with indeterminate colitis. Mean TPMT value was 20
(6) U/ml RBCs (minimum O and maximum 46). TPMT activity distribution was as follows: low le-
vels (< 5 U/ml), 0.5%; intermediate (5-13.7), 11.1%; and high (> 13.8), 88.4%. TPMT values
did not follow a normal distribution (p < 0.001). In the univariate study, statistically significant
differences (p < 0.001), yet of doubtly clinical significance because its minimal magnitude,
were demonstrated in TPMT values depending on age, sex, type of disease, and treatment with
azathioprine/6-mercaptopurine. In the multivariate study, the variables associated with TPMT ac-
tivity were: sex, treatment with 5-aminosalicylates, steroids and azathioprine/6-mercaptopurine.
Conctusions: This study shows that 0.5% of the Spanish patients with IBD have low TPMT activity (<
5 U/ml RBCs), a figure similar to that reported in other countries, these patients being at higher risk
of myelotoxicity when treated with azathioprine or 6-mercaptopurine. The drugs usually prescribed
for the treatment of IBD, including 5-aminosalicylates and azathioprine/6-ercaptopurine, do not
seem to modify in a clinically relevant manner TPMT activity.
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La azatioprina (AZA) y su metabolito la
6-mercaptopurina (6-MP) son anélogos
de las purinas con actividad inmunomo-
duladora que se utilizan para el trata-
miento de diversas enfermedades, entre
las que se encuentra la enfermedad infla-
matoria intestinal (EIl) cronical. La AZA se
convierte en 6-MP, que puede ser meta-
bolizada mediante metilacion a través de
la tiopurina metiltransferasa (TPMT), oxi-
dada gracias a la xantina oxidasa a acido
tiolrrico, o catabolizada hacia nucleétidos
de la 6-tioguanina (6-TGN) a través de la
hipoxantina-guanina-fosforribosil transfe-
rasa. En suma, el efecto de la AZAy de la
6-MP es consecuencia de su conversion
intracelular en 6-TGN, los cuales son los
causantes fundamentales tanto de la ac-
tividad como de la toxicidad de estos far-
macos, a través de su incorporacion al
ADN y ARNZ2.

La dosis de AZA 'y 6-MP se ajusta habitual-
mente en funcién del peso del paciente,
con lo que se pretende alcanzar la mayor
eficacia terapéutica y, al mismo tiempo, re-
ducir la incidencia de efectos adversos,
aunque esto no siempre se consigue. Se
han propuesto diversas estrategias para
monitorizar de forma individualizada y de
modo mas fiable la dosis de AZA/6-MP
con la intencién, por una parte, de identi-
ficar a los pacientes con riesgo de toxici-
dad por estos farmacos y, por otro, a
aquellos con dosis subterapéuticas e in-
munodepresion inadecuada®. Entre estas
estrategias se encuentra la determinacion
de los cambios en el volumen corpuscu-
lar medio, la confirmacion de la induccion
de una determinada leucopenia, la cuanti-
ficacion de los 6-TGN y la monitorizacion
de la actividad de la TPMT, habiéndose
descrito esta ultima opcion como la mas
prometedora3. Asi, en los pacientes con
baja actividad de la TPMT se observan
elevadas concentraciones de estos meta-
bolitos, mientras que en aquellos con ac-
tividad enzimatica alta sus concentracio-
nes son bajas.

La farmacocinética de la AZA esté sujeta
a una importante variabilidad interindivi-
dual que se debe en gran parte a un sig-
nificativo polimorfismo genético de la
TPMT, habiéndose descrito 2 alelos que
codifican 2 variantes enzimaticas, una de
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alta y otra de baja actividad*. De este
modo, desde el punto de vista genotipico,
hace ya mas de 2 décadas que Weinshil-
boum y Sladek® estudiaron una muestra
aleatoria de poblacién de aproximada-
mente 300 individuos y establecieron el
siguiente modelo de distribucion trimo-
dal: el 88,6% eran homocigotos para el
alelo de alta actividad (TPMT™), el
11,1% eran heterocigotos (TPMTM) y tan
sélo el 0,3% eran homocigotos para el
alelo de baja actividad (TPMT'). No obs-
tante, la actividad de la TPMT se ha valo-
rado habitualmente en pacientes con
otras enfermedades distintas de la Ell y
se ha planteado que la referida distribu-
cién trimodal podria ser diferente seguin
la enfermedad de base®’. Incluso entre
los pacientes con Ell la frecuencia con la
que se encuentra el genotipo o el fenoti-
po de baja actividad no siempre ha sido
la misma3. En concreto, la experiencia en
Espafia es muy limitada®®, por lo que se
desconoce si la actividad de la TPMT en
los pacientes con Ell de nuestro medio es
similar a la descrita (en otras areas geo-
graficas o en pacientes con otras enfer-
medades). Este aspecto es clinicamente
relevante, pues se asume que de la refe-
rida distribucién —en especial de la pro-
porcion de pacientes con baja actividad
de la TPMT- dependeré la incidencia de
efectos adversos hematolégicos y la con-
siguiente rentabilidad de su determina-
cion sistematica.

El objetivo de nuestro estudio ha sido
describir la actividad de la TPMT en un
grupo muy numeroso (7.046) de pacien-
tes espafioles con Ell y evaluar el posible
efecto de algunas variables, entre las que
destaca el tratamiento con AZA o 6-MP,
sobre dicha actividad enziméatica.

Pacientes y método

Se determind la actividad de la TPMT en 7.046 pa-
cientes procedentes de diversos hospitales espafioles
con el diagnostico de Ell desde el afio 1998 hasta
2003. La solicitud de determinacién de la actividad
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de la TPMT, a criterio de su médico, iba dirigida a un
Unico laboratorio (Departamento de Bioquimica y
Biologfa Molecular de la Universidad de Alcald) e iba
acompafada de un formulario donde se incluia infor-
macioén sobre el hospital de procedencia del pacien-
te, la edad, el sexo, el tipo de Ell (enfermedad de
Crohn, colitis ulcerosa o colitis indeterminada), el he-
matocrito y si estaba recibiendo algin tratamiento
para la Ell (5-aminosalicilatos, glucocorticoides, AZA,
6-MP u otros). Se obtuvo el consentimiento informa-
do de todos los pacientes.

La actividad de la TPMT en los eritrocitos se determi-
nd mediante un método radioquimico descrito previa-
mente®. Este procedimiento se basa en la conversion
de 6-MP a 6-metilmercaptopurina utilizando 3H-S-
adenosil-L-metionina  (3H-SAM) como donador de
metilos. El ensayo se realiza en un volumen total de
150 ul, mediante adicién secuencial de 5 ul de 6-MP
(90 mM) en dimetil sulféxido 0 5 pl de dimetil sulfoxi-
do solo, 15 pl de una mezcla de ditiotreitol (DTT)/alo-
purinol en tampén de fosfato potésico (150 mmol/l;
pH de 7,5), 15 ul de SAM no radiactivo (a diferentes
concentraciones finales), 15 ml de SAM radiactivo
(concentracion final de 50 nmol/l) y, finalmente, 100
ul de lisado de eritrocitos. Las concentraciones finales
de DTT y alopurinol fueron de 5 mmol/l y 25 mmol/l,
respectivamente. La actividad especifica de *H-SAM
fue de 15 Ci/mmol. Los tubos con la reaccion se incu-
baron durante 1 h a 37 °C y la reaccién se interrum-
pi¢ por adicion de 200 ul (0,5 mol/l) de tampoén bora-
to (pH de 10). Para la extraccion del producto final de
la reaccion se anadieron 2,5 ml de alcohol isoamilico
al 20% en tolueno, los tubos se agitaron vigorosamen-
te durante 10 sy finalmente se centrifugaron a 700 g
durante 5 min. En un vial con 2 ml de céctel de cen-
telleo se afiadié una alicuota de 1 ml de la fase orga-
nica y se midio la radiactividad del liquido en un con-
tador de centelleo. Los resultados se corrigieron con
respecto a la disminucion de la sefial y eficacia de re-
cuento (50%), asi como por el rendimiento de la ex-
traccion de los productos de la reaccion por la fase
orgénica (70%). La actividad enzimética se expresé
en unidades internacionales (nmol de 6-metilmercap-
topurina formados por hora) por mililitro de eritrocitos
empaquetados (U/ml hematies).

Andlisis estadistico

En las variables cualitativas se calcularon los porcen-
tajes y en las variables cuantitativas, la media aritmé-
tica y la desviacién estandar. Se considerd estadisti-
camente significativo un valor de p inferior a 0,05.
Para estudiar si los valores de TPMT se ajustaban a
una distribucién normal se evalué visualmente dicha
distribucion y se empleé la prueba de Kolmogorov-
Smirnov. Las medias de los valores de TPMT en fun-
cion de diversas variables se compararon mediante el
test de Wilcoxon para muestras independientes. Se
planted un modelo de regresion lineal multiple en el
que la variable dependiente era la actividad (en U/ml
hematies) de la TPMT. Las variables independientes
del modelo méximo fueron la edad (categorizada en

mayor o menor de 37 afios, que era el valor de la
mediana), el sexo, el tipo de Ell (enfermedad de
Crohn, colitis ulcerosa o colitis indeterminada), el he-
matocrito (categorizado en mayor o menor de 0,39
ul, valor de la mediana) y el tratamiento con 5-ami-
nosalicilatos, glucocorticoides y AZA o 6-MP. Se em-
pled una estrategia de modelizacién hacia atrés, y se
us6 un nivel de significacion del 5%. Finalmente, se
realizé un andlisis de los residuos del modelo de re-
gresion lineal para evaluar si éstos seguian una distri-
bucién normal.

Resultados

Se incluy6 en el estudio a 7.046 pacientes,
el 70% con el diagnostico de enfermedad
de Crohn, el 22% con colitis ulcerosa y el
8% restante con colitis indeterminada. La
edad media (desviacion estandar) fue de
37 (16) afios (extremos: 16-90 afos; me-
diana: 37) el 53% eran varones. El valor
medio del hematocrito fue de 0,39 (0,5)
I/1, significativamente mayor en los varo-
nes que en las mujeres (0,40 y 0,38 I/,
respectivamente; p < 0,001).

La actividad de la TPMT se comenzé a
cuantificar en Espafia en 1998 en el De-
partamento de Bioguimica y Biologia Mo-
lecular de la Universidad de Alcala, afio
en el que se solicitaron 120 determina-
ciones (el 1,7% del total). EIl niumero de
solicitudes ha ido incrementéandose pro-
gresivamente en los afios sucesivos (en
1999 un 3,2%, en 2000 un 18,2%, en
2001 un 17,8% y en 2002 un 26,5%),
hasta alcanzar la cifra maxima en el afio
2003 (2.036 determinaciones, lo que re-
presenta el 28,9% del total).

Con respecto al tratamiento de la Ell en
el momento de llevarse a cabo la deter-
minacion de TPMT, el porcentaje de pa-
cientes con cada uno de ellos fue el si-
guiente: con b5-aminosalicilatos el 6%,
glucocorticoides el 30%, con AZA o 6-
MP el 42% y con infliximab el 0,1%,
mientras que el 22% no recibla trata-
miento alguno para su enfermedad.

El valor medio de TPMT fue de 20,4 (6)
U/ml hematies, con un minimo de Oy un
maéximo de 46,2 U/ml. La distribucién de
los valores de TPMT en 3 categorias (ba-
jos, intermedios y elevados, segin una
clasificacion propuesta previamente!©) se
representa graficamente en la figura 1,
en la que se puede observar que el 0,5%
de los pacientes tuvo valores inferiores a
5 (bajos), el 11,1% entre 5y 13,7 (inter-
medios), y la mayoria (88,4%) fueron
mayores o iguales a 13,8 U/ml hematies
(altos). Al evaluar visualmente los valores
de TPMT en la poblacién estudiada, re-
presentados graficamente en la figura 2,
se observé que segufan una distribucion
normal, aunque estadisticamente no se
ajustaron a dicha distribucion (p < 0,001;
Z de Kolmogorov-Smirnov = 1,95).

Como se resume en la figura 3, en el es-
tudio univariante se demostraron diferen-
cias estadisticamente significativas (p <
0,001) al comparar los valores de TPMT
en funciéon de las siguientes variables
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