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PALABRAS CLAVE Resumen

Colitis ulcerosa; Introduccion y objetivos: La leucopenia relacionada con tiopurina estd asociada con polimor-
Enfermedad de fismos en la tiopurina metiltransferasa (TPMT, por sus siglas en inglés) y con el gen NUDT15.
Crohn; Sin embargo, estos polimorfismos explican solo una fraccion de la leucopenia relacionada con
Azatioprina; tiopurina. Nuestro objetivo fue estudiar el papel de un polimorfismo de pirofosfatasa inosina
6-mercaptopurina; trifosfato (ITPA, por sus siglas en inglés) en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal
Enfermedad (Ell) y la leucopenia relacionada con tiopurina que no fue explicada por los polimorfismos de
inflamatoria TPMT o NUDT15.

intestinal Material y métodos: Reclutamos a pacientes consecutivos con Ell tratados con tiopurinas (aza-

tioprina o 6-mercaptopurina) entre enero del 2019 y marzo del 2020, en un centro de tercer
nivel en el norte de la India. La presencia de polimorfismo en ITPA (C.94C>A) fue evaluada en
todos los pacientes, junto con su asociacion a la leucopenia relacionada con tiopurina.
Resultados: De los 33 pacientes (de un total de 119 pacientes) que desarrollaron leucopenia,
8 presentaron polimorfismo en TPMT (n=1) o NUDT15 (n=7). De los 111 pacientes restantes,
la edad promedio fue de 36.36 & 13.54 afnos y 57 (51.3%) fueron varones. Veinticinco (21.01%)
presentaron leucopenia no explicada. El polimorfismo en ITPA fue detectado en 4 (16%) pacien-
tes del grupo de leucopenia no explicada y en 24 (27.9%) pacientes del grupo sin leucopenia
(p=0.228). La razéon de momios para predecir la leucopenia con polimorfismo en ITPA fue de
0.4921 (IC 95%: 0.1520-1.5830; p =0.234).

* Autor para correspondencia. Associate Professor, Departamento de Gastroenterologia, Instituto de Postgrado de Educacion e Investigacion
Médicas, Chandigarh, India. +918872813399.
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Conclusion: El polimorfismo en ITPA (C.94C>A) fue frecuentemente detectado en la poblacion
de estudio, pero no fue predictivo para leucopenia en pacientes con Ell en terapia con tiopurina.
© 2022 Asociacion Mexicana de Gastroenterologia. Publicado por Masson Doyma México S.A.
Este es un articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/
licenses/by-nc-nd/4.0/).

ITPA polymorphisms do not predict additional risk beyond TPMT and NUDT15 for
thiopurine-induced cytopenia in inflammatory bowel disease

Abstract

Introduction and aim: Thiopurine-related leukopenia is associated with polymorphisms in the
thiopurine methyltransferase (TPMT) and nucleoside diphosphate-linked moiety X type motif 15
(NUDT15) genes. However, those polymorphisms explain only a fraction of thiopurine-related
leukopenia. Our aim was to study the role of an inosine triphosphate pyrophosphatase (ITPA)
polymorphism in patients with inflammatory bowel disease (IBD) and thiopurine-related leuko-
penia that was unexplained by the TPMT and NUDT15 polymorphisms.

Material and methods: We enrolled consecutive IBD patients on thiopurines (azathioprine or
6-mercaptopurine) from January 2019-March 2020, at a tertiary care center in North India.
The presence of the ITPA (C.94C>A) polymorphism was evaluated in all patients, along with its
association with thiopurine-related leukopenia.

Results: Of the 33 patients (from a total of 119 patients) that developed leukopenia, 8 had
the TPMT (n=1) or NUDT15 (n=7) polymorphism. Of the remaining 111 patients, their mean
age was 36.36 &= 13.54 years and 57 (51.3%) were males. Twenty-five (21.01%) had unexplained
leukopenia. The ITPA polymorphism was detected in 4 (16%) patients in the unexplained leuko-
penia group and 24 (27.9%) patients in the non-leukopenia group (P=.228). The odds ratio for
predicting leukopenia with the ITPA polymorphism was 0.4921 (95% Cl: 0.1520-1.5830; P=.234).
Conclusion: The ITPA (C.94C>A) polymorphism was frequently detected in the study population
but was not predictive for leukopenia in patients with IBD on thiopurine therapy.

© 2022 Asociacion Mexicana de Gastroenterologia. Published by Masson Doyma México S.A. This
is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/

by-nc-nd/4.0/).

Introduccion y objetivos

Las tiopurinas son una terapia importante en el manejo
de muchas condiciones autoinmunes (hepatitis autoinmune,
enfermedad inflamatoria intestinal [Ell], sarcoidosis, etc.),
malignidades (linfomas) e inmunosupresion post-trasplante.
El metabolismo de las tiopurinas es complejo, con inter-
medios basicos numerosos, como los trifosfatos nucleotidos,
6-tio-GTP y 6-tio-dGTP. Los polimorfismos que impactan en
la actividad de la metiltransferasa tiopurina (TPMT, por sus
siglas en inglés) podrian llevar a la leucopenia. Los poli-
morfismos del gen NUDT15 también han sido reportados
como mas importantes en las poblaciones del este y el sur
asiaticos'2. Sin embargo, no todos los eventos de citopenia
pueden ser explicados por los polimorfismos de los 2 genes
mencionados anteriormente, y se han propuesto muchos
otros genes como posibles razones para la citopenia rela-
cionada con tiopurina.

La enzima pirofosfatasa inosina trifosfato (ITPA, por sus
siglas en inglés) ayuda a metabolizar la azatioprina y la
6-mercaptopurina. La informacion en la literatura sobre
el papel de los polimorfismos de la ITPA como causa de
la leucopenia relacionada con tiopurina es conflictiva®—>.
Los reportes iniciales sugieren que las mutaciones de ITPA
estuvieron asociadas con leucopenia, pero dichos estudios

fueron realizados principalmente en el mundo occiden-
tal, incluidos los Paises Bajos, Alemania, Reino Unido y
Venezuela®—. Sin embargo, un metaanalisis que incluy6
estudios de Suecia, Paises Bajos y Nueva Zelanda no mostra-
ron asociacion entre los polimorfismos de ITPA y los efectos
secundarios de las tiopurinas, como la mielosupresion®®.
No existen datos disponibles respecto a la relevancia
de los polimorfismos en ITPA en pacientes surasiaticos,
incluyendo a los de la India. Para abordar esta falta de cono-
cimiento, nuestro objetivo fue estudiar el impacto de las
mutaciones de ITPA en pacientes con Ell en un centro en el
norte de la India. Incluimos a pacientes con Ell que no pre-
sentaran polimorfismos de TPMT y NUDT15, evaluando si la
presencia del polimorfismo de ITPA (C.94C>A) tenia alguna
asociacioén con la leucopenia relacionada con tiopurina.

Materiales y métodos

Grupo de estudio y disefio

Realizamos un estudio observacional prospectivo para eva-
luar el impacto de los polimorfismos de ITPA para predecir
la leucopenia relacionada con tiopurina. El estudio fue
estructurado de acuerdo con las recomendaciones STROBE
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(Reforzamiento de los Reportes de Estudios Observaciona-
les en Epidemiologia). El estudio incluy6 casos (individuos
con Ell cursando con terapia de tiopurina que desarrollaron
leucopenia) y controles (pacientes con Ell con terapia de
tiopurina que no desarrollaron leucopenia) de la cohorte de
un estudio previo sobre polimorfismos de TPMT y NUDT152.
Solo los pacientes que presentaron leucopenia no explicada
(dado que no presentaron polimorfismos de TPMT o NUDT15)
fueron incluidos como casos.

Reclutamiento y seguimiento

Reclutamos a pacientes consecutivos con Ell entre enero
2019 y marzo 2020 tratados con tiopurinas (azatioprina o
6-mercaptopurina). El estudio fue realizado en un centro
de tercer nivel en el norte de la India. Solo los pacien-
tes que habian recibido tiopurinas por lo menos durante 3
meses o mas fueron incluidos. Todos los pacientes pasaron
por una entrevista clinica, un examen clinico y estudios,
posterior a su consentimiento informado. El diagnostico
de enfermedad de Crohn fue realizado con base en los
lineamientos ECCO, en conjunto con una combinacion de
evaluacion clinica, endoscépica, radiolégica e histoldgica’-.
La leucopenia fue definida como un conteo total de leuco-
citos menor a 3,000 por microlitro. Los pacientes fueron
monitoreados para eventos adversos y se realizaron prue-
bas sanguineas a intervalos regulares en el seguimiento. La
azatioprina fue iniciada a 1 mg/kg y la 6-MP a 0.5 mg/kg. Si
no se presentd leucopenia se incremento la dosis a 2 mg/kg
de azatioprina'y 1 mg/kg de 6-MP. Cada semana se realizaron
conteos sanguineos completos durante un mes, y posterior-
mente mensualmente si estos eran normales.

El tamano de la muestra fue calculado para mantener
la posibilidad de que el 20% de los pacientes tratados con
tiopurinas desarrollaran citopenia, y la mitad de ellos pre-
sentara mutacion detectable, en comparacion con el 10% de
los pacientes que no desarrollarian citopenia. Con un poder
del 80% y un nivel de confianza de 2 colas del 95%, el calculo
del tamano de la muestra fue de 78.

Analisis de polimorfismo de la enzima pirofosfatasa
inosina trifosfato

Las muestras sanguineas tomadas en tubos EDTA fueron uti-
lizadas para extraccion de ADN, utilizando el kit QlAamp
DNA (Qiagen Inc.), y fueron analizadas para polimorfismos
analogos a la tiopurina relacionados al metabolismo (TPMT,
NUDT15 e ITPA). Para hacer el genotipo ITPA (C.94C>A), se
utilizaron los cebadores exon 2 y exon 3 para amplificar el
ADN genomico. El producto de par de bases-328 fue digerido
con endonucleasa Nspl a 37 grados Celsius. Utilizamos gel de
agarosa al 2% para resolver los fragmentos.

Analisis estadistico

Todos los datos fueron ingresados en hojas de Excel®. Se rea-
liz6 el analisis con el software SPSS® 23.0 (SPSS Inc, EE. UU.).
Un valor de p menor a 0.05 fue considerado estadisticamente
significativo. Utilizamos la prueba de Chi-cuadrado para
comparar las variables categoricas. Debido a que los datos

Mediana de la duracion de la
enfermedad, (RIC) en meses
Mediana de hemoglobina basal,
(RIC) en g/dl

Mediana de conteo total de
leucocitos basales, (RIC) por
mm?3

Mediana de conteo de plaquetas
basales, (RIC) por mm?3

Tiopurina utilizada

NUmero de pacientes con
azatioprina

NUmero de pacientes con
6-mercaptopurina
Mediana de uso de dosis
maxima, (RIC) en mg
Mediana de dosis maxima
tolerada, (RIC) en mg
Mediana de duracion de
tiopurina, (RIC)

en meses

Reaccion idiosincratica

Intolerancia gastrointestinal
Pancreatitis

Leucopenia

Lesion hepatica
Interrupciones de tratamiento

Tabla 1 Caracteristicas basales de la poblacion de estudio
Parametro Valor (n=111)
Varones 57 (51.3%)
Edad, (media + DE) en aros 36.36 +13.54
Mediana de peso corporal, (RIC) 55 (20)

en kg
Tipo de Ell

cu 98 (88.28%)

EC 13 (11.72%)

36 (40)
11.3 (3.13)

9,250 (4,650)

322,000 (180,000)

110 (99.1%)
1 (0.9%)
100 (25)
100 (25)

8.5 (16)

2 (1.8%)
1 (0.9%)
25 (22.5%)
0 (0)

28 (25.2%)

CU: colitis ulcerosa; DE: desviacion estandar; EC: enfermedad
de Crohn; Ell: enfermedad inflamatoria intestinal; RIC: rango
intercuartil.

no presentaban distribucion normal, utilizamos la prueba U
de Mann-Whitney para comparar los datos continuos.

Resultados

Seleccionamos inicialmente a un total de 119 pacientes
tratados con tiopurinas en nuestra clinica de Ell. Se observd
leucopenia (CGB<3,000/mm?3) en 33 (27.73%) pacientes.
De los 33 pacientes con leucopenia, 8 presentaron poli-
morfismos de NUDT15 o TPMT, explicando la leucopenia.
La mutaciéon en TPMT fue observada en un paciente con
leucopenia, mientras que el polimorfismo en NUDT15 fue
observado en 7. Por lo tanto, 111 pacientes fueron inclui-
dos en el presente estudio para evaluar el polimorfismo
en ITPA (fig. 1). La edad media de los pacientes fue de
36.36 +13.54 anos y el 51.3% de los casos fueron varones
(tabla 1).Respecto a las caracteristicas de la enfermedad,
el 88.28% de los casos presentaron colitis ulcerosa y el resto
presentaron enfermedad de Crohn. La duracion mediana de
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| Pacientes con Ell (n=119) |

|

Restantes (n =111) |

l | l

\
¥

Leucopenia relacionada con TPMT -- 1
Leucopenia relacionada con NUDT15 -- 7

| Leucopenia (n=25) |

| Sin leucopenia (n=86)|

Polimorfismo ITPA
(n=4, 16%)

Polimorfismo ITPA
(n=24, 27.9%)

Figura 1

la enfermedad fue de 36 meses, la duracion mediana del
tratamiento con tiopurina fue de 8.5 meses y la mediana
de la dosis maxima tolerada fue de 100 mg.

De los 111 pacientes, 25 (21.01%) presentaron leucopenia
no explicada (tabla 2). Cuatro pacientes (16%) que des-
arrollaron leucopenia presentaron el polimorfismo en ITPA
(C.94C>A). De los pacientes que no desarrollaron leucope-
nia mientras tomaban tiopurinas, 24 (27.9%) presentaron
el polimorfismo en ITPA. No existi6 asociacion significativa
entre la presencia de leucopenia y el polimorfismo en ITPA
(p=0.228). Los pacientes con Ell que presentaron leucopenia
estaban con dosis menores toleradas equivalentes de azatio-
prina (p=0.001) y también tuvieron una menor duracion de
la terapia con tiopurina (p=0.015).

Respecto a los otros parametros, no existio asociacion sig-
nificativa entre el sexo (p=0.326), el tipo de Ell (p=0.143)
o el riesgo de reaccion idiosincratica (p=0.18), y el evento
adverso de leucopenia relacionada con tiopurina. La razon
de momios para predecir la leucopenia con el polimorfismo
en ITPA fue de 0.4921 (IC 95%: 0.1520-1.5830; p=0.234).

Discusion y conclusiones

La tiopurinas son utilizadas como tratamiento de la Ell
debido a su papel como agentes que evitan el uso de este-
roides en la terapia de mantenimiento de largo plazo. Se
sabe que las tiopurinas causan efectos secundarios, como
leucopenia, pancreatitis, hepatotoxicidad e intolerancia
gastrointestinal®. Estos eventos adversos pueden llevar a la
descontinuacion o interrupcion de la tiopurina. El papel de
las pruebas de TPMT para mantenimiento de tiopurina es
bien reconocido. Las mutaciones en NUDT15 son reporta-
das con mayor frecuencia en la poblacion del sur asiatico
que las mutaciones en TPMT y estan asociadas significativa-
mente con eventos adversos'. La FDA recomienda pruebas
para TPMT y NUDT15 en pacientes que han desarrollado
mielotoxicidad grave o mielosupresion repetida durante la
terapia con tiopurina. El papel de la ITPA para predecir mie-
losupresion en poblacion del sur asiatico es en gran medida
desconocida. En nuestro estudio prospectivo en una pobla-
cion del sur asiatico, el polimorfismo en ITPA (C.94C>A) fue
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Flujo de pacientes incluidos en el estudio.

detectado en 28 pacientes (25.2%) con Ell, lo que lo hace un
polimorfismo mas comun que el de NUDT15 o TPMT. El poli-
morfismo en ITPA fue detectado en el 16% de los pacientes
que desarrollaron leucopenia, en comparacion con el 27.9%
de los pacientes que no desarrollaron leucopenia. Demos-
tramos que el polimorfismo en ITPA no fue un predictor de
leucopenia en pacientes en terapia con tiopurina.

La pirofosfatasa inosina trifosfato ayuda a convertir la
inosina trifosfato (ITP, por sus siglas en inglés) en inosina
monofosfato (IMP, por sus siglas en inglés). Los pacientes en
tratamiento con tiopurina con polimorfismos de ITPA pue-
den tener una mayor acumulacion de ITP. Sin embargo, la
significacion clinica de dichos cambios no es clara. La ubi-
cacion del gen para la ITPA es el cromosoma 20. Al menos
hay 5 polimorfismos de un solo nucledtido reportados para
la ITPA'. Los polimorfismos G138A, G561A y G708A usual-
mente son silenciosos, mientras que los 2 restantes (C94A y
IVS2 + A21C) estan asociados con una actividad disminuida
de la ITPA. El polimorfismo de ITPA mas reportado es C94A.
Las mutaciones pueden ser homocigotas o heterocigotas. La
deficiencia de ITPA lleva a la acumulacion de nucleétidos ITP
y 6-tio-ITP toxico. Tedricamente, los polimorfismos de ITPA
pueden causar citopenia.

Las mutaciones ITPA se presentan mas frecuentemente
en asiaticos (14-19%) que en blancos o africanos (6-7%)"".
Un estudio con 63 pacientes con leucemia linfoblastica
aguda en el norte de la India, encontré6 mutacion en ITPA
en el 17.5%'%. Otro reporte en 82 pacientes lituanos con
Ell no encontréd un impacto estadisticamente significativo
de polimorfismos ITPA sobre leucopenia'. Un estudio con
232 pacientes con Ell de Venezuela reveld una correlacion
positiva entre el polimorfismo ITPA y eventos adversos
relacionados con azatioprina, como mielosupresion y dolor
en articulaciones'#. Un estudio japonés reveld que siete
pacientes con Ell (de un total de 19 casos con polimorfismo
ITPA) desarrolld leucopenia'. Un estudio chino reciente
en 1,419 pacientes con varias enfermedades no encontré
asociacion estadisticamente significativa del polimorfismo
ITPA (94C>A) con leucopenia’®, pero sus autores recomen-
daron hacer pruebas de genotipo para ITPA y NUDT15,
previo a comenzar terapia con tiopurinas. Dichos autores
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Tabla 2 Comparacion de los pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal, con y sin leucopenia

Parametro Pacientes con Pacientes sin Valor de p
leucopenia (n=25) leucopenia
(n=86)

Mediana de edad, (RIC) en anos 44.5 (20) 34.5(20) 0.044

Mediana de la duracion de la enfermedad, (RIC) en 48 (40) 33(43) 0.072
meses

Mediana de peso corporal, (RIC) en kg 57 (22) 55 (19) 0.851

Mediana de dosis equivalente de azatioprina, (RIC) en 75 (43.8) 100 (25) 0.001
mg

Mediana de la duracion del uso de tiopurina, (RIC) en 20 (25.75) 8 (9) 0.015
meses

Mediana de hemoglobina al inicio de la terapia, (RIC) en 11.25 (2.6) 11.3 (3.25) 0.629
g/dl

Mediana de hemoglobina al final de la terapia, (RIC) en 9.55 (3.2) 11.6 (3) 0.001
g/dl

Mediana de conteo total de leucocitos al inicio de la 7,950 (4,663) 9,600 (5,050) 0.07
terapia, (RIC) por mm?3

Mediana de conteo total de leucocitos al final de la 3,250 (900) 6,450 (3,150) 0.001
terapia, (RIC) por mm?3

Mediana de conteo de plaquetas al inicio de la terapia, 315,500 (146,250) 326,000 (196,750) 0.385
(RIC) por mm?

Mediana de conteo de plaquetas al final de la terapia, 251,000 (199,750) 269,000 (130,250) 0.876
(RIC) por mm3

Polimorfismo ITPA 4 24 0.228

ITPA: inosine triphosphate pyrophosphatase; RIC: rango intercuartil.

atribuyeron varios factores epigenéticos asociados con
NUDT15 a la ocurrencia de eventos adversos. En nuestro
estudio, encontramos mutaciones de ITPA en el 25.2% de
los pacientes, pero no encontramos asociacion entre las
mutaciones ITPAy la leucopenia. Por lo tanto, hacer pruebas
para polimorfismos ITPA, previo al comienzo de terapia con
tiopurinas en poblaciones asiaticas, como la nuestra, podria
no ser de ayuda en la clinica para predecir leucopenia.

La fortaleza de nuestro estudio reside en el hecho de que
reporta sobre el polimorfismo en ITPA (C.94C>A) en pacien-
tes con Ell en el sur de Asia. Una limitacion importante del
estudio es el corto seguimiento de los pacientes tratados
con tiopurinas. Es necesario un seguimiento largo para moni-
torear los efectos secundarios de las tiopurinas, dado que
la leucopenia podria suceder en una etapa posterior de la
enfermedad. Dado que la azatioprina se convierte biologica-
mente en 6-MP y la relacidn de dosis entre estas 2 es lineal,
hemos incluido al Unico paciente en quien se utilizd 6-MP.

Ademas, los analisis de polimorfismos son relevantes para
ambos farmacos. Para asegurarnos de que la inclusion de
dicho paciente no tuviera impacto en el analisis relativo a la
dosis, utilizamos la dosis equivalente de azatioprina (tabla
2) para dicho analisis.

En conclusion, las mutaciones ITPA fueron observadas
en el 25.2% de la poblacion india estudiada, y no existid
asociacion significativa entre los eventos adversos y el poli-
morfismo en ITPA. La presencia de un polimorfismo en ITPA
no fue predictor para leucopenia. Sugerimos que no existe
necesidad de hacer pruebas de rutina para ITPA en pacientes
indios previo a comenzar terapia con tiopurina.

Consideraciones éticas

Todos los pacientes dieron su consentimiento informado para
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participar en la presente investigacion. El trabajo cumple
con las regulaciones actuales de la investigacion bioética. El
estudio fue realizado posterior a la aprobacion del comité
institucional de ética. Los autores declaran que el articulo
no contiene informacion personal que permita la identifica-
cion de los pacientes.
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