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Resumen

La tiopurina metiltransferasa (TPMT) cataliza la
inactivacion de los farmacos tiopurinas (mercaptopurina,
tioguanina y azatioprina) usados en el tratamiento de la
leucemia linfoblastica aguda, enfermedades autoinmunes y
en pacientes con érganos transplantados; no se conocen
sustratos endégenos de esta enzima. El polimorfismo del
gen TPMT es el principal determinante de las diferencias
individuales en cuanto a toxicidad y eficacia terapéutica de
estos medicamentos. Las bases moleculares de dicho
polimorfismo han sido establecidas para caucasicos, africa-
nos, afro-americanos y asiaticos, pero no han sido estudia-
das en amerindios ni mestizos latinoamericanos. En este
estudio se identificaron y determinaron en 140 voluntarios
colombianos de origen mestizo (edad promedio 27 afios,
51.4% hombres) las frecuencias de las cuatro variantes
alélicas mas comunes del gen: TPMT*2 (G,,,C), TPMT*3A

(G, A and A G), TPMT*3B (G,,,A) and TPMT*3C

A7 %3 Se hallaron 10individuos heterougotos paraelalelo
*3Ay uno para el alelo *2; no se encontraron homocigotos
mutados, nilos alelos *38 y *3C. De acuerdo con estos re-
sultados, el 92.1% y el 7.9% de la poblacion estudiada co-
rresponden a los fenotipos metiladores altos e intermedios,
respectivamente. Esta distribucion se asemeja mas ala re-
portada entre caucasicos, donde prevalece el alelo *3Ay se
encuentra el *2, que entre africanos y asiaticos, donde pre-
valece el alelo *3C.PALABRAS CLAVES: Farmacogenética,
polimorfismo genético, tiopurina metiltransferasa,
tiopurinas.
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Introduccion

a metilacion es una importante via en el meta-

bolismo de moléculas endoégenas (proteinas,

fosfolipidos, RNA, DNA, hormonas,
neurotransmisores) y de sustancias exégenas, como
medicamentos. La tiopurina metiltransferasa es una
de las mas de 100 enzimas metiltransferasas identifi-
cadas hasta ahora, utiliza S-adenosyl-L-metionina
(SAM) como donador de grupos metilo (1) y cataliza
la S-metilacion de los farmacos del grupo de las
tiopurinas (6-mercaptopurina, 6-tioguanina y
azatioprina), ampliamente usados en el tratamiento
de algunas leucemias, enfermedades autoinmunes de
curso severo y para prevenir el rechazo de 6rganos
transplantados (2-5). No se conocen sustratos
endogenos de esta enzima ni su rol biolégico (6).

La 6-mercaptopurina (MP) y la 6-tioguanina (TG) son
analogos de las purinas naturales hipoxantina y
guanina, en las cuales el grupo ceto del carbono 6 del
anillo de purina es reemplazado por un atomo de azu-
fre; la azatioprina (AZA) es convertida en MP in vivo.
Estos farmacos son transformados por la enzima
hipoxantina guanina fosforribosil transferasa (HGPRT)
en sus respectivos nucledsidos, y posteriores reaccio-
nes catalizadas por fosfoquinasas dan los metabolitos
activos, denominados colectivamente tioguanina
nucleétidos (TGN) (7). La incorporacion de TGN en el
DNA se cree que inicia la muerte celular, probable-
mente por alteracion de una via de reparacion del
genoma (8).

La eficacia y la toxicidad de las tiopurinas se relacio-
nan con las concentraciones de los nucleétidos de
tioguanina (TGN). La xantina oxidasa y la TPMT son
enzimas detoxificantes que compiten con la HGPRT
para reducir los niveles intracelulares de TGN. La
xantina oxidasa se encuentra en cantidades relativa-
mente grandes en el higado y su actividad no parece
variar mucho entre individuos, en tanto que la TPMT
tiene actividad variable por ser genéticamente muy
polimorfica (1,9).
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Como resultado de numerosos estudios poblacionales
se ha demostrado que la actividad de la TPMT sigue
un patrén de distribucion trimodal, con niveles de
actividad altos, intermedios y bajos. El polimorfismo
genetico de la TPMT se convierte asi en el mayor de-
terminante de la variabilidad interindividual en las
respuestas toxicas y terapéuticas a las tiopurinas. Ba-
jos niveles de TPMT resultan en altas concentraciones
de nucledtidos de tioguanina, lo que representa un
factor de riesgo de toxicidad inducida por tiopurinas,
como la mielosupresion (1,8), mientras los individuos
con muy alta actividad de TPMT tendran respuestas
terapéuticas reducidas a estos agentes (10).

El gen TPMT fue mapeado en el brazo corto del
cromosoma 6, en la banda 6p22.3, tiene aproximada-
mente 34 kb de longitud y consiste de 10 exones, 8 de
los cuales codifican una proteina de 245 aminoacidos
con PM de 28 kDa (6,11,12). En este gen se han carac-
terizado un total de nueve alelos mutantes no funcio-
nales, siendo prevalentes los alelos TPMT*2,
TPMT*3A, TPMT*3By TPMT*3C (tabla 1). Estas va-
riantes alélicas contienen mutaciones puntuales
(SNPs: single nucleotide polymorphisms) que provo-
can sustitucion de aminoacidos (*2, *3A, *3B, *3C, *5,
*6, *7), formacion de un codon de terminacion prema-
turo (*3D) o destruccion de un sitio splice (*4) (6,12-
16).

La actividad de TPMT se hereda como rasgo
autosémico codominante: los individuos homocigotos
nativos (TPMT*1) poseen un fenotipo de alta activi-
dad, los individuos homocigotos mutados pertenecen
al fenotipo de baja actividad, y los heterocigotos tie-
nen actividad intermedia de la enzima (6). Por ejem-
plo, en poblacién caucasica y afroamericana aproxi-
madamente el 90% de los individuos tiene alta activi-
dad TPMT, el 10% intermedia y el 0.3% baja (1,15).
Los estudios indican que la degradacion rapida de la
enzima es el mecanismo primario de pérdida de acti-
vidad TPMT con las mutantes G,,,C (TPMT*2), G, A
(TPMT*3B)y A, .G (TPMT*3C) (9).

Los alelos TPMT también difieren entre grupos étnicos.

Los analisis filogenéticos estiman que la divergencia
entre africanos y no-africanos ocurrié hace al menos
100.000 afios. De los estudios de evolucion de genes
se considera que el alelo mas comun en todas las po-
blaciones es usualmente el alelo ancestral; otras mu-
taciones y combinaciones luego dan origen a los otros
genotipos. Parece probable entonces que el alelo *3C
(A,,,G) fue la primera mutacion TPMT en originarse
en el humano, ya que ésta es la Unica mutacion encon-
trada tanto en caucasicos como en africanos y orienta-
les (14). Esta mutacion ancestral A, ;G probablemente
evolucion6 hasta contener una segunda mutacién
G,,,A, después de la divergencia entre poblaciones
africanas y no-africanas, dando origen al alelo *3A, el
cual esta presente en caucasicos americanos y euro-
peos (mas del 80% del total de alelos mutados) y en
poblaciones del suroeste asiatico (100%) (13,14,17,18),
mientras la variante alélica *3C es la que predomina
entre orientales (chinos y japoneses: 100%) (13,19).
Puesto que la mutante *2 (G,,,A) es casi exclusiva de
caucasicos (5-10%), éste puede ser el alelo mas recien-
te de laenzima (10,20). Ya se ha reconocido que genes
caucasicos estan siendo introducidos en el genoma
afro-americano; esta integracién de genomas puede
ser la fuente del pequefio numero de alelos *3A (17%)
y de los *2 (5-10%) encontrados en afro-americanos
(14). No se ha investigado la prevalencia de estas va-
riantes alélicas en amerindios; este estudio proporcio-
na la primera descripcion del genotipo TPMT en mes-
tizo latinoamericano.

El polimorfismo genético de la TPMT representa uno
de los mejores ejemplos de la aplicacion clinica de la
investigacion farmacogenética (12). Las tiopurinas
metabolizadas por esta enzima tienen indices terapéu-
ticos relativamente estrechos, a la vez que se emplean
para tratar condiciones que ponen en peligro la vida,
tales como leucemia linfoblastica aguda, leucemia
granulocitica aguda, enfermedades autoinmunes de
curso severo, o para evitar el rechazo de 6rganos
transplantados (2-5); por tanto, la respuesta individual
en eficacia o toxicidad medicamentosa puede tener
profundas consecuencias para el paciente. Los indivi-
duos heterocigotos tienen un riesgo incremetado de

Tabla 1. Principales alelos mutados del locus TPMT asociados con disminucion de la actividad enzimatica.

Alelo Mutacién (sustitucion) Efecto en la proteina
TPMT*2 G,,,C en exon 5 Alag,Pro

TPMT*3A G A Y A,,,Genexones 7y 10 Ala,,, Thry Tyr,, Cys
TPMT*3B G,sA en exon 7 Ala,,Thr

TPMT*3C A,,,G en exon 10 Tyr,,,Cys
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toxicidad hematica tras la medicacién con dosis con-
vencionales de tiopurinas, mientras los mutados
homocigotos pueden desarrollar severa
mielosupresion que pone en peligro sus vidas (1,6,8,9).
Se calcula que los pacientes con deficiencia de TPMT
necesitan dosis 10 a 15 veces menores que las conven-
cionales (14). Se ha reportado que los pacientes con
leucemia linfoblastica aguda y alta actividad de la
enzima TPMT tienen pobre supervivencia a largo pla-
zo, comparados con los que tienen menor actividad
TPMT (8). En pacientes con transplante renal y en te-
rapia con azatioprina se encontrd asociacion entre alta
actividad TPMT y la tasa de rechazos, probablemente
causados por una acelerada inactivacion del medica-
mento (4,21). También se ha comunicado un incremen-
to en el riesgo leucemogénico cuando se administra 6-
mercaptopurina con otros agentes citotoxicos en pa-
cientes con baja actividad de TPMT (2,22).

Estas relaciones entre la actividad de la enzima TPMT
y la eficacia o la toxicidad de las tiopurinas justifican
la caracterizacion genotipica o fenotipica de la TPMT,
previa a la iniciacion de la terapia con estos agentes.
La genotipificacion mediante el uso de técnicas PCR,
o la medicién de la actividad de la enzima TPMT en
eritrocitos lisados, constituyen pruebas altamente sen-
sibles y especificas que permiten instaurar terapias
individualizadas, optimizando de este modo los be-
neficios, o minimizando los riesgos de estos medica-
mentos tan atiles como potencialmente tdxicos (23).

En este estudio nos hemos propuesto la caracteriza-
cion genotipica de la enzima TPMT en una poblacién
colombiana, mediante la identificacién y determina-
cion de las frecuencias de los alelos TPMT*2 ,
TPMT*3A, TPMT*3B y TPMT*3C.

Materiales y métodos

Participantes

Con base en un estimado de 10% de individuos porta-
dores de mutaciones asociadas con actividad TPMT
disminuida, se incluyeron en este estudio 140 indivi-
duos colombianos, adultos, de ambos sexos,
clinicamente sanos, procedentes de todas las regiones
del pais y no consanguineos. De cada voluntario se
obtuvo consentimiento informado y el protocolo del
estudio fue aprobado por el Comité de Etica Médica
de la Facultad de Medicina UTP, de acuerdo con las
pautas establecidas por la OMS (24).
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Primers y exones

Los primers fueron sintetizados por Integrated DNA
Technologies (IDT, USA) (tabla 2). Las secuencias de
los exones 5, 7y 10 del gen TPMT, donde estan locali-
zadas las mutaciones estudiadas, fueron recuperadas
de la base de datos GenBank, con los cddigos de acce-
so AFO19366, AFO19367 y AFO19369, respectivamen-
te.

Extraccion del DNA

El DNA gendmico fue aislado de leucocitos (sangre
anticoagulada con EDTA) con el kit GFX Genomic
Blood DNA Purification (Pharmacia Biotech), de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Determinacion del genotipo

En la determinacion de las mutaciones G,,,C
(TPMT*2), G,;,A (TPMT*3B) y A, ;G (TPMT*3C) se
emplearon los métodos de PCR y PCR-RFLP, y los set

de primers descritos previamente por Yates et al (25).

Para el estudio del alelo G,,,C (TPMT*2) se utliz6 una
técnica PCR alelo-especifica (13,25): 200-400 ng del
DNA genémico fueron amplificados en el buffer D
(Invitrogen, San Diego, USA) con 0.3 uM de cada pri-
mer, 10 mM de dNTPs 1 U de Taqg polimerasa
(Amersham Pharmacia). El primer reverse P2C fue
usado con el primer forward tipo nativo P2W o con el
primer forward tipo mutado P2M (tabla 2), en reac-
ciones especificas para nativo y mutado, respectiva-
mente. Los productos PCR de 254 bp fueron separa-
dos y analizados en geles de agarosa al 2.5%.

En la deteccion de la mutacion puntual G, A
(TPMT*3B) se empleé la técnica PCR-RFLP propuesta
por Yates et al (25). Con 0.3 uM de los primers P460F y
P460R y el empleo del buffer J (Invitrogen, San Diego,
USA) se amplificé un fragmento PCR de 365 bp que
contiene el nucleétido 460. El producto PCR se some-
ti6 a digestion con la enzima de restriccion Mwol (New
England Biolabs) por 2 horas a 60°C. Los productos
de digestion fueron luego separados en gel de agarosa
al 3%. La mutacion G, A destruye el sitio de restric-
cién de modo que la digestion Mwol no rompe el frag-
mento de 365 bp, mientras que en un DNA nativo la
digestion Mwol da fragmentos de 267 y 98 bp.

El analisis de la mutacion A, .G (TPMT*3C) también
se hace con la técnica PCR-RFLP de acuerdo con los
procedimientos descritos por Yates et al (25). En el
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Tabla 2. Secuencias de los primers usados en la genotipificacion TPMT

Primer Secuencias Uso Ref.

P2W 5-GTATGATTT TAT GCA GGT TTG-3’ TPMT*2 (13,25)
P2M 5-GTATGATTT TAT GCA GGT TTC-3° TPMT*2 (13,25)
pP2C 5°-TAA ATA GGA ACC ATC GGA CAC-3’ TPMT*2 (13,25)
P460F 5°-ATA ACA GAG TGG GGA GGC TGC-3° TPMT*3B (13,25)
P460R 5°-CTA GAA CCC AGA AAA AGT ATA G-3° TPMT*3B (13,25)
P719F 5-TGT TGG GAT TAC AGG TGT GAG CCA C-3° TPMT*3C (13,25)
P719R 5-CAG GCTTTAGCATAATTT TCAATTCCT C-3° TPMT*3C (13,25)

buffer de reaccion con 0.3 uM de los primers P719F y
P719R, se amplificé un fragmento de 293 bp que con-
tiene el nucleédtido 719. Los productos PCR fueron di-
geridos con la enzima de restriccion Accl (New
England Biolabs) por 4 horas a 37°C y separados en
un gel de agarosa al 3%. El alelo mutado contiene un
sitio de restriccion Accl que produce fragmentos de
207 y 86 bp; el alelo nativo no posee sitio de restric-
cion para la enzima Accl.

Para confirmar que las secuencias esperadas eran las
que realmente se amplificaron, se hizo secuenciacion
automatizada usando el kit Thermo sequenasa Dye
Terminator en el equipo ALFexpress (Pharmacia
Biotech) de muestras de cada uno de los fragmentos
amplificados en el proceso de identificacion de las
mutaciones G,,.C, G, Ay A, G. Tal como ha sido
aceptado internacionalmente, si se encontraban las dos
mutaciones G, A (*3B) y A,,,G (*3C) en un mismo in-
dividuo, se asigno el alelo *3A, aunque el mismo re-
sultado genotipico puede estar dado por un indivi-
duo heterocigoto *3B/*3C (14).

Todas las amplificaciones se realizaron en un
termociclador PTC100 (MJ Research) con un paso ini-
cial de desnaturalizaciéon a 94°C por 2 min, seguido
por 35 ciclos a 94°C por 1 min, 55°C (*2) 6 51°C (*3B y
*3C) por 2 min, y 72°C por 1 min; la extension final se
llevé a cabo a 72°C por 7 min. Los productos resultan-
tes fueron separados en geles de agarosa y
visualizados por tincion con bromuro de etidio.

Caracterizacion de los alelos TPMT y calculo de fre-
cuencias

Las frecuencias alélicas fueron calculadas del numero
de alelos observados y del numero de cromosomas
examinados. Los individuos se clasificaron de acuer-
do con su genotipo determinado mediante métodos
PCR, PCR-RFLP y secuenciacion, asi: a los
homocigotos nativos (TPMT*1) se les predijo el
fenotipo «alto metilador» (high methylator, HM), el
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individuo heterocigoto para un alelo TPMT no funcional
(*2, *3A, *3B o *3C) se clasifico como «metilador inter-
medio» (intermediate methylator, IM), mientras a los
homocigotos o heterocigotos compuestos portadores
de mutaciones inactivantes se les predijo el fenotipo
«metilador deficiente» (deficient methylator, DM).

Resultados

Los DNA genémicos de 140 voluntarios colombianos
(edad 27+-9 afios; hombres 51.4%) no emparentados
fueron sometidos a tipificacion del gen TPMT. Se in-
vestigaron las cuatro mutaciones reportadas con ma-
yor frecuencia hasta ahora (*2,*3A,*3B y *3C), las cua-
les estan relacionadas con actividad deficiente de la
enzima. Entre los 140 individuos genotipificados se
encontraron 129 portadores de los dos alelos nativos
(genotipo *1/*1, 92.1%), que corresponderian al
fenotipo alto metilador (HM), y 11 individuos
heterocigotos para un alelo no funcional (genotipo *1/
mut, 7.9%), que corresponderian al fenotipo metilador
intermedio (IM); no se encontraron sujetos portado-
res de dos alelos no funcionales (genotipo mut/mut,
fenotipo DM).

La variante alélica *3A fue la mas prevalente (10 de
los 11 alelos mutados, 91%), seguida por la mutacion
*2(1de 11,9%). Los alelos *3B y *3C no fueron encon-
trados en nuestra poblacion. La figura 1 presenta los
patrones electroforéticos de los diferentes fragmentos
de DNA amplificados.

La tabla 3 muestra la distribucion alélica y genotipica
de nuestra poblacién y de otras poblaciones del mun-
do.

Discusion

El polimorfismo del gen TPMT tiene importantes
consecuencias clinicas que se ponen en evidencia cuan-
do las personas deben emplear medicamentos del gru-
po de las tiopurinas. Cuando estos agentes son usa-
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa para los anélisis de las tres
mutaciones encontradas. A) Lineas 1-4, PCR para la mutacién en el nucleétido
238: las lineas 1y 2 corresponden a un homocigoto nativo, las lineas 3y 4 a
un heterocigoto. B) Lineas 1y 2, PCR-RFLP para la mutacion en el nucleétido
460: la linea 1 corresponde a un heterocigoto y la linea 2 a un homocigoto
nativo. Lineas 3 y 4, PCR-RFLP para la mutacién en el nucleétido 719: la
linea 3 corresponde a un heterocigoto y la linea 4 a un homocigoto nativo.
Linea M: marcador de peso molecular.

dos con los mismos protocolos de tratamiento se pue-
den observar grandes diferencias inter-individuales
en cuanto a toxicidad, eficacia terapéutica y severi-
dad de interacciones medicamentosas (12). El conoci-
miento de las mutaciones prevalentes en un determi-
nado grupo étnico permite, mediante un sencillo test
de caracterizacion genotipica, prever la respuesta a
tales farmacos. Este es un buen ejemplo de como la
informacion farmacogenética encuentra utilidad cli-
nica.

Para definir el genotipo TPMT en nuestra poblacion

mestiza con ancestros de blanco espafiol, negro afri-
cano e indigena americano, se escogieron las cuatro
mas comunes mutaciones que provocan pérdida de la
actividad de la enzima. El total de individuos mutados
heterocigotos de este estudio (7.9%) coloca a nuestra
poblacién en un lugar intermedio entre caucasicos y
africanos, que tienen la mayor frecuencia de mutacio-
nes TPMT inactivantes (10-14%), y la poblacion orien-
tal (1.5-5%) (tabla 3).

Del mismo modo, las mutaciones especificas del gen
TPMT en poblacién colombiana (*3A 'y *2) se aseme-
jan mas a las reportadas entre caucasicos europeos y
norteamericanos, donde prevalece el alelo *3A, en con-
traste con poblaciones africanas (10,20) y orientales
(13,19), donde el alelo *3C da cuenta de todas las mu-
taciones observadas.

Asi como se reconoce la introduccién de alelos
caucasicos en el genoma afro-americano (14), creemos
que la presencia de las mutaciones *3Ay *2 en la po-
blacién mestiza de nuestro estudio es consistente con
el mismo fendmeno de mezcla genética. Por ejemplo,
la mutacién *2, el alelo mas reciente de esta enzima
polimorfica, es exclusiva de caucasicos o grupos
étnicos con ancestro caucasico (10,20).

La ausencia de los alelos *3By *3C entre nosotros no
es sorprendente. Por un lado, la mutacion *3B es rara
o inexistente en varias regiones geograficas (6); por
otro lado, se acepta que en la raza caucasica el alelo
*3C se convirtié en *3A cuando a la mutacion ances-
tral A, ;G se le sumo la G, A, después de la separa-
cién entre africanos y no-africanos (13,17). El hecho
de no haber encontrado el genotipo mut/mut entre los

Tabla 3. Frecuencias alélicas y genotipicas del gen TPMT en mestizos colombianos

y
otros grupos étnicos.
Poblacidn n TPMT gnnnﬁ'r_\n (ol)
wt/wt wt/mut mut/mut
Colombianos (este estudio) 140 92.1 7.9 0.0
Caucasicos (17,20) 191-199 86-90 9.6-13.5 0.5
Africanos (10,20) 101-217 85-89 11-14 0.5
Afro-Americanos (14) 246 90.7 9.3 0.0
Qrientales (13.19) 192 Q5.98 1.5.50 Q.0
Suroeste asiatico (13) 99 98 2.0 0.0
TPMT alelo: (”A)

n *1 *2 *3A *3C
Colombianos (este estudio) 280 96 0.4 3.6 0.0
Caucasicos (14,17,20) 354-398 93-96 0.2-0.5 3.2-5.7 0.2-0.8
Africanos (10,20) 202-434 92-95 0.0 0.0 5.4-7.6
Afro-Americanos (14) 596 95.4 0.4 0.8 2.4
Orientales (13,19) 384 98-99 0.0 0.0 0.8-2.3
Suroeste asiatico (13) 198 99 0.0 1.0 0.0
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