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2.1 Resumen:

La azatioprina es un inmunosupresor que actla a traves de su efecto antagonista en el
metabolismo de las purinas, inhibiendo la sintesis de ADN, ARN vy proteinas. Sin
embargo, puede producir importantes efectos adversos. La enzima clave en su metabolismo
es la tiopurinametiltransferasa (TPMT), que cataliza la metilacion de 6-mercaptopurina (6-
MP) a 6-metilmercaptopurina, un metabolito inactivo. Una baja actividad enzimética
desviaria preferentemente el metabolismo de 6-MP a una mayor produccion de 6-TG,
responsables del efecto mielosupresor. . Este es un estudio transversal de casos y a
realizarse en el Hospital Cayetano Heredia (HCH). El objetivo principal es Determinar la
asociacion de toxicidad hematologica en pacientes tratados con Azatioprina con la
deficiencia de la enzima tiopurinametiltransferasa (TPMT). La informacion se obtendra de
historias clinicas de pacientes atendidos en el servicio de Inmuno-Reumatologia del HCH.
Los pacientes firmaran consentimiento informado. Todos los datos seran guardados en una
hoja de célculo de Excel. Se utilizara un intervalo de confianza de 95% y un poder de 80%.
El andlisis comparativo del nivel de actividad enzimatica se realizard mediante T test. Las
diferencias se consideraron significativas con un valor de p < 0,05.

Palabras clave: azatioprina, tiopurinametiltransferasa, toxicidad.



2.2 Introduccién:

La azatioprina (AZA) es un agente inmunosupresor que actda a través de sus efectos como
antagonista del metabolismo de las purinas, lo que resulta en la inhibicion de la sintesis de
ADN, ARN vy proteinas. Se ha utilizado como un agente inmunosupresor para el
tratamiento de una variedad de patologias, que incluyen las enfermedades reumaticas, como
la artritis reumatoide (AR), el lupus eritematoso sistémico (LES), la dermatomiositis y la
polimiositis, la esclerosis sistémica y la vasculitis sistémica; para el tratamiento de la
enfermedad inflamatoria intestinal y otras afecciones; y para la prevencion del rechazo de
trasplante de 6rganos. (1-9)

Es uno de los pocos inmunosupresores posibles de administrar a gestantes que requieran
inmunosupresion.

Sin embargo, existe una variabilidad individual en la efectividad y pueden producir
importantes efectos adversos. Esto se debe principalmente a la dosis utilizada y a una
susceptibilidad individual. En las dosis utilizadas en pacientes con Enfermedad inflamatoria
intestinal (2,0-3,0 mg/kg/dia), los efectos adversos se observan en 10 a 20% de los
pacientes, los que incluyen mielotoxicidad, molestias gastrointestinales, toxicidad hepética
0 pancreatitis. Entre estas, la mielotoxicidad es la més importante, la que puede llevar a una
leucopenia potencialmente mortal. (10)

La azatioprina (AZA) es el derivado 1-metil-4-nitro-5-imidazolilo de la tioguanina, un
antimetabolito mimético de la purina. Se absorbe bien desde el tracto gastrointestinal y
tiene una vida media sérica de 0,2 a 0,5 horas, lo que resulta en una vida media biologica de
aproximadamente 24 horas. AZA es un profarmaco; la accion del glutation en los glébulos
rojos provoca la formacion del principal metabolito 6-mercaptopurina (6-MP). El
profarmaco AZA esta aproximadamente 30 por ciento unido a proteina. El cuarenta y cinco
por ciento de la droga se excreta en la orina; el resto se metaboliza a 6-MP, que luego se
metaboliza a lo largo de rutas competidoras. (11,12)

La farmacocinética esta mediada por varias enzimas, con dos vias principales: una
catabdlica que inactiva el farmaco, y una via anabodlica de sintesis de nucleétidos de 6
tioguanina (6-TG), los cuales ejercen el efecto farmacoldgico. La enzima clave en su
metabolismo es la tiopurinametiltransferasa (TPMT). La TMPT es una enzima citosolica
que cataliza la metilacion de 6-mercaptopurina (6-MP) a 6-metilmercaptopurina, un
metabolito inactivo. (13-17).

Una baja actividad enzimatica desviaria preferentemente el metabolismo de 6-MP a una
mayor produccion de 6-TG, responsables del efecto inmunosupresor y mielosupresor,
mediante el bloqueo de la sintesis de ADN e induccion de apoptosis en células inmunes.



Existe una asociacion entre disminucién de la actividad de la TPMT y toxicidad medular
mediada por 6-TG. (17).

La actividad enzimética de la TPMT (fenotipo) esta condicionada por polimorfismos
genéticos (genotipo) de nucledtido unico (SNP). Sobre 20 diferentes variantes alélicas
existen para este gen, localizado en el brazo corto del cromosoma 6. EI genotipo wild type
de la TPMT (*1) se observa en aproximadamente 90%. Las variantes alélicas mutantes mas
frecuentes en la poblacion son la *2, *3A *3B y *3C. Estas variantes explican 95% de los
casos de actividad enzimatica baja o deficiente. (10, 14, 16, 17).

Existen diferencias étnicas en las frecuencias de variantes genéticas para la TPMT. Esto ha
sido escasamente estudiado en poblacién latinoamericana mestiza, sin una adecuada
descripcion del grado de mezcla hispanica y amerindia. (18, 19,20).

En un estudio de 67 pacientes que recibieron AZA, cinco de seis individuos heterocigotos
para un alelo mutante (evaluado mediante ensayos basados en la reaccion en cadena de la
polimerasa) interrumpieron el tratamiento dentro del mes de iniciacion del farmaco debido
a los bajos recuentos de leucocitos. La AZA se administr6 durante un periodo
significativamente méas prolongado a aquellos con alelos de tipo wild en comparacion con
los pacientes con mutaciones genéticas (39 versus 2 semanas, respectivamente). Por el
contrario, no hubo asociacion entre los alelos TPMT Yy la toxicidad de AZA en un estudio
de 342 pacientes con lupus eritematoso sistémico en Corea. (21).

En un estudio de 200 adultos sanos donadores de sangre, en Chile, se determind la
actividad de TPMT, el genotipo se determin6 por PCR. Setenta y siete mujeres (38.5%) y
se estudiaron 123 hombres (61.5%), con una edad promedio de 34.9 afios. Dieciocho los
sujetos (9%) tenian una actividad enzimatica baja, 178 (89%) tenian actividad normal, 4
(2%) tuvo alta actividad y no se identificaron sujetos con genotipo deficiente. EI genotipo
tipo wild (* 1) se encontr6 en 184 (92%) individuos y 16 (8%) fueron heterocigotos para
las variantes: * 2 (n = 2), * 3A (n = 13) y * 3C (n = 1). No hay sujetos homocigotos para
estas variantes fueron identificadas. El genotipo de tipo silvestre tuvo un aumento
enzimatico actividad (40.8 = 7.2 nmol / gHb / h) en comparacion con el grupo heterocigoto
(21.2 £ 3 nmol /gHb / h; p <0.001). Concluyendo en que menos del 10% tuvouna baja
actividad enzimatica o variantes alélicas en el gen TPMT. (22)

En un estudio realizado en Holanda por Pit J. S. M. Kerstens, MD, se midio la actividad de
tres enzimas clave del catabolismo de purinas, la purina nucledsido fosforilasa, 5-
nucleotidasa (5NT) y tiopurinametiltransferasa (TPMT). Incluyo a tres pacientes con AR
que desarrollaron toxicidad de medula Osea asociada al tratamiento con AZA y a 16
pacientes con AR que no desarrollaron toxicidad de medula 6sea durante el tratamiento con
AZA, inclusive con una duracion de 6 meses.Los tres pacientes que desarrollaron toxicidad



medular  presentaron deficiencia de las enzimas 5-nucleotidasa (5NT) vy
tiopurinametiltransferasa (TPMT). (23)

Otros estudios realizados en Sudamérica se llevaron a cabo en Colombia, Argentina,
Bolivia y Brasil. En Colombia, se realizé un estudio que incluy6 a 140 voluntarios de esta
nacionalidad de raza mestiza para determinar la frecuencia de cuatro variantes alélicas del
TPMT, TPMT*2 (G238C), TPMT*3A (G460A and A719G), TPMT*3B (G460A) y
TPMT*3C (A719G) usando pruebas de PCR y PCR-RFLP. La variante alélica *3? se
encontrd en 10 pacientes y la *2 en uno, todos heterocigotos; tampoco en homocigotos no
se encontraron mutaciones genotipicas alélicas de *3B ni *3C. De acuerdo a estos
resultados, 92.1% y 7.9% de la poblacién Colombiana corresponde a los genotipos alto e
intermedio, respectivamente. Estos resultados muestran que la frecuencia de las mutaciones
y la distribucion alélica de la TPMT es similar al perfil genético encontrado entre
poblaciones Norteamericanas, Europeas caucasicas, en las cuales el alelo *3A es prevalente
y el alelo *2A también esta presente. (24)

En Argentina, se misio la actividad de la enzima TPMT en 147 sujetos Argentinos
saludables usando un método de alto performance de cromatografia. Las pruebas
genotipicas para nueve alelos (TPMT*2-*8) se basaron en polimorfismo en el brazo largo a
través de PCR y PCR especifica para algunos alelos. Se encontré que todos los sujetos
tuvieron actividad de TPMT detectada. Doce individuos con baja a intermedia actividad
fueron homocigotos para un alelo mutante: nueve fueron TPMT*1/*3A, dos TPMT*1/*2 y
uno TPMT*1/*4. Todos los sujetos con actividad normal tuvieron un genotipo wild-type
(TPMT*1/*1). En conclusion, las variantes alélicas estuvieron presentes en 8.2% de todos
los sujetos, lo cual se correlaciona con otros estudios. La frecuencia de TPMT*3A,
TPMT*2 y TPMT*4 fue 3.1%, 0.7% and 0.3%, respectivamente. TPMT*3A fue la mas
prevalente, similar a los resultados en poblaciones caucésicas. Este estudio es el primer
analisis de actividad de la enzima TPMT vy la frecuencia alélica en Argentina. (25)

En Bolivia se recolectaron muestras de sangre y se extrajo DNA genémico de 50 Tibetanos
y 115 Bolivianos. La frecuencia de variantes alélicas de TPMT (TPMT*1 a

TPMT*8) se determinaron usando PCR. La frecuencia alélica para TPMT*1 fue 99% y
93.48% para Tibetano y Bolivianos respectivamente. Las frecuencias alélicas fueron para
TPMT *3A 0y 6.52%; y para TPMT *3C fue 1 y 0%. No se encontraron *2, 3B, 3D,

4-8 en ambas poblaciones. En conclusion asi como en poblaciones caucésicas, TPMT*32 es
la mutacion alélica més prevalente en Bolivianos. (26)

En Brasil, se determiné en genotipo de TPMT en 202 sujetos de Brasil seleccionados
randomizadamente mediante PCR para detectar las mutaciones alélicas mas prevalentes
(TPMT*2, TPMT*3A, TPMT*3B, TPMT*3C, TPMT*5 y TPMT*6). Las mutaciones
alélicas de TPMT fueron encontradas en 9.3% (20 de 204) de sujetos brasileros. TPMT*2



estuvo presente en 7 sujetos, cinco heterocigotos y dos homocigotos, con una frecuencia
alélica de 2.2% la mutacién alélica mas frecuente fue TPMT*3? con una frecuencia de
1.5%. Tanto para TPMT*2 y TPMT*3C los sujetos fueron heterocigotos. (27)

Existe incertidumbre con respecto a los beneficios de las pruebas de rutina para la
deficiencia de TPMT antes de comenzar la AZA; tanto el genotipado como los ensayos
funcionales para esta enzima estan disponibles comercialmente. Aunque algunos médicos
realizan rutinariamente pruebas de TPMT antes de iniciar la AZA, otros no realizan tales
pruebas, sino que inician la terapia a una dosis baja con una estrecha vigilancia a medida
que la dosis se incrementa gradualmente.

Hoy en dia, determinar la asociacion del déficit de la enzima y su toxicidad hematoldgica
permitird incluir en el manejo del paciente reumatico la evaluacién genética de la TPMT
previo a la administracion de azatioprina, previniendo el desarrollo de toxicidad
hematoldgica. Ademas en nuestro pais no se han realizado estudios acerca del tema y este
proyecto podria ayudar a mejorar el tratamiento con menos efectos adversos.

2.3 Objetivo:
o Determinar la asociacion de toxicidad hematoldgica en pacientes tratados con
Azatioprina con la deficiencia de la enzima tiopurinametiltransferasa (TPMT).

2.4 Material y método

o Disefio: Estudio transversal de casos y controles.

Con Sin
Alteracion/deficiencia Alteracion/deficiencia

enzimatica enzimatica

Con a b
toxicidad

hematolégica

Sin toxicidad | c d
hematolégica

o Poblacion: pacientes que recibieron tratamiento con Azatioprina, atendidos en el
servicio de Reumatologia del Hospital Nacional Cayetano Heredia.



Criterios de inclusion:
» Pacientes mayores de 18 afios
» Pacientes que han recibido azatioprina como tratamiento inmunosupresor Gnico y
han presentado o no toxicidad hematologica.
» Pacientes con diagnoéstico de enfermedad sistémica autoinmune: lupus eritematoso
sistémico, vasculitis, artritis reumatoide.
» Pacientes que hayan firmado consentimiento informado.

Criterios de exclusion:
» Pacientes con diagndstico de alguna neoplasia, en quimioterapia, VIH.
» Pacientes que usan varios farmacos inmunosupresores.
» Pacientes que no deseen participar en el estudio.

o Muestra: pacientes que recibieron tratamiento con Azatioprina, que cumplan los
criterios de inclusion, atendidos en el servicio de Reumatologia del Hospital
Nacional Cayetano Heredia.

Definicion operacional de variables:
Caso: paciente con toxicidad hematoldgica por azatioprina.

Control: paciente que no present6 toxicidad hematoldgica luego de la administracion de
azatioprina.

Definiciones:
Toxicidad hematoldgica: leucopenia, neutropenia, trombocitopenia, anemia, pancitopenia.

Toxicidad hematol6gica por AZA: pacientes que desarrollaron toxicidad hematoldgica a
partir del 7° dia en terapia con azatioprina a dosis de al menos 1 mg/kg/dia.

Procedimientos y técnicas

La informacidn se obtendra a partir de las historias clinicas de pacientes atendidos en una
consulta regular en el servicio de Inmuno- Reumatologia del HNCH. En caso de no llegarse
a obtener toda la informacion durante la consulta, se acudira al area de archivos del HNCH
a completarse la evaluacion. La aplicacion del instrumento de recoleccion de datos se
realizara teniendo en cuenta la Declaracion de Helsinki, que menciona la proteccién de la
vida, la salud, la dignidad, la integridad, el derecho a la autodeterminacion, la intimidad y la
confidencialidad de la informacion personal de los participantes en la investigacion. Por lo
tanto, toda la informacion que se recolecte de las historias clinicas serd de caracter
estrictamente confidencial y se utilizara con fines exclusivamente académicos. Asimismo,



el estudio contara con la aprobacion de la Oficina de Capacitacion, Docencia e
Investigacion del HCH.

Los pacientes que cumplan los criterios de inclusion serdn invitados a participar del estudio
y posterior a ello firmar el consentimiento informado durante la consulta en el servicio de
Inmuno- Reumatologia. En dicha consulta, se recolectard inicialmente datos clinicos y
laboratoriales. La dosis minima de AZA es 1mg/kg/dia y la toxicidad hematoldgica se
presenta en los primeros 7 a 14 dias de iniciado el tratamiento. Posteriormente, en una cita
coordinada con los pacientes acudirdn a realizarseles dosaje del nivel de la enzima
tiopurinametiltransferasa (TPMT) y/o mutaciones en sus alelos, las mas frecuentes son la
*2, *3A *3B y *3C mediante la recoleccion de muestras de sangre. Se dividira a los
pacientes en dos grupos de casos y de controles, cada grupo estard conformado por 10
pacientes. El grupo control: aquellos pacientes que no presentaron toxicidad hematolégica
durante el tratamiento con Azatioprina y el grupo caso: aquellos pacientes que si
presentaron toxicidad hematoldgica durante el tratamiento con Azatioprina.Los datos
recolectados en las fichas serdn ingresadas a una hoja de célculo en Excel para Windows
2016.

Plan de analisis:

Mediante pruebas estadisticas se medird la asociacion de las alteraciones o deficiencias
enzimaticas y la toxicidad hematoldgica. Se utilizara un intervalo de confianza de 95% y
un poder de 80%. EIl analisis comparativo del nivel de actividad enzimatica se realizara
mediante T test. Las diferencias se consideraron significativas con un valor de p < 0,05.
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2.6 Presupuesto y cronograma:

INSUMO/PRECIO: soles

Papel, tinta para imprimir, | 100.00
fotocopias
Equipos, Servicio técnico, | 100.00
software
Agujas, jeringas, algodon, | 100.00
alcohol, guantes
Transporte 100.00
Imprevistos 50.00
TOTAL 450.00 soles
ACTIVIDAD MAYO | JUNIO | JULIO AGOSTO | SETIEMBRE | OCTUBRE NOVIEMBRE DICIEMBRE
Elaboracion del
Marco Teorico
Revision y X
aprobacion por
comité de etica
Recoleccidon de Datos X X
Procesamiento de X
Datos
Anélisis de los Datos X
Redaccion del X
borrador del informe
final
Revisién y correccion X
del borrador del
informe final
Presentacion del X

informe final




2.7 Anexos:

https://www fisterra.com/m be,z'investig:a/muestra_casosfcasos_controles.asp

Muestra calculada:
CASOS: 7
CONTROLES: 14 (dos controles por cada caso)



