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ABSTRACT

Background. Thiopurine S-Methyltransferase (TPMT)
catalyses the S-methylation of thiopurine drugs, such as 6-
mercaptopurine, 6-thioguanine and azathioprine, leading to
their inactivation. Individuals who carry TPMT allele
variants are more likely to experience life-threatening
toxicity when these drugs are given at a standard dose. Wild-
type phenotype TPMT*1 exhibits high level of catalytic
activity, while all variants manifest with a decreased
enzymatic  activity. Ethnic-related differences in the
distribution of TPMT variant alleles have been found. In
Mexico, limited information is available; so far only two
studies have been published and clear differences exist
between them. Material and methods. Allelic variants and
genotypes of the TPMT gene were determined in 240 Mexican
children with leukemia and solid tumors using DNA
extracted from peripheral blood. Polymorphisms G460A and
A719G were identified by PCR-RFLP and G238C by the
specific-allele PCR assay. The enzyme variants were detected
by allelic discrimination. Results. Homozygous wild-type
genotype TPMT*1/TPMT*1 was found in 173 patients
(72.1%); 67 cases (27.9%) were heterozygous: 18 with genotype
TPMT*1/TPMT*3B (7.5%), 17 TPMT*1/TPMT*3C (7.1%), 16
TPMT*1/TMPT*2 (6.7%), 14 TPMT*1/TPMT*3A (5.8%), and
2 (0.8%) were homozygous for two variants: TPMT*2/
TPMT*3B in both. The allele frequencies were TPMT*1 in
411 (85.62%), TPMT*3B in 20 (4.1%), TPMT*2 in 18 (3.75%),
TPMT*3C in 17 (3.55%) and TPMT*3A in 14 (2.9%).
Conclusions. A high frequency and diversity of variant
TPMT genotypes was found in this series with predominance
of the TPMT*3B allele.

Key words. Tiopurine S-Methyiltransferase (TPMT).
Genetic polymorphism. Cancer in Mexican children.

RESUMEN

Antecedentes. La Tiopurina S-Metiltransferasa (TPMT)
cataliza la S-metilacién de tiopurinas como la 6-mercaptopu-
rina, 6-tioguanina y azatioprina, llevando a su inactivacién.
Los individuos que heredan alelos variantes del gen TPMT tie-
nen mayor probabilidad de presentar toxicidad grave que pue-
de poner en riesgo la vida cuando estos farmacos se
administran a dosis estandar. El fenotipo silvestre TPMT*1
tiene alta actividad catalitica, mientras que todas las variantes
muestran disminucién de la actividad enzimaética. Se han en-
contrado diferencias en la distribucién de las variantes alélicas
del gen TPMT relacionadas con el origen étnico. En México la
informacién es limitada y hasta ahora se han publicado sélo
dos estudios que muestran claras diferencias entre si. Mate-
rial y métodos. Se determinaron las variantes alélicas y ge-
notipos del gen TPMT en 240 nifos mexicanos con leucemias
y tumores sélidos empleando ADN extraido de sangre periféri-
ca. Los polimorfismos G460A y A719G se identificaron por
PCR-RFLP y el G238C por PCR alelo especifica. Las varian-
tes de la enzima fueron identificadas por discriminacién aléli-
ca. Resultados. El genotipo homocigoto silvestre TPMT*1/
TPMT*1 se encontr6 en 173 pacientes (72.1%); 67 casos
(27.9%) fueron heterocigotos: 18 con genotipo TPMT*I1/
TPMT*3B (7.5%), 17 TPMT*1/TPMT*3C (7.1%), 16
TPMT*1/TMPT*2 (6.7%), 14 TPMT*1/TPMT*3A (5.8%) y
dos (0.8%) eran homocigotos para dos variantes: TPMT*2/
TPMT*3B ambos. Las frecuencias por alelo fueron TPMT*1
en 411 (85.62%), TPMT*3B en 20 (4.1%), TPMT*2 en 18
(3.75%), TPMT*3C en 17 (3.55%) y TPMT*3A en 14 (2.9%).
Conclusiones. En esta serie se encontré alta frecuencia y di-
versidad de genotipos variantes de TPMT, con predominio del
alelo TPMT*3B.

Palabras clave. Tiopurina S-Metiltransferasa (TPMT).
Polimorfismo génico. Cancer en nifos mexicanos.
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INTRODUCCION

Las enzimas que participan en el metabolismo de
farmacos son responsables de su activacién, inacti-
vacion o detoxificacién. Variaciones en la secuencia
de los genes que codifican estas enzimas, ya sea en
uno o ambos alelos, pueden modificar su actividad
catalitica y condicionar diferencias individuales en
la respuesta o en la toxicidad a diversos farmacos.

La Tiopurina S-Metiltransferasa (TPMT) es una
enzima citoplasmaética que cataliza la metilacién de
tiopurinas como la 6-Mercaptopurina (6-MP), Tio-
guanina (6-TG) y Azatioprina, y juega un importante
papel en la farmacologia clinica de estos anélogos de
purinas, que se utilizan como agentes antineoplasicos
e inmunosupresores. La actividad de la TPMT deter-
mina la cantidad del farmaco que es inactivada a me-
tabolitos metilados. Los nucleétidos de tioguaninas
(TGNs) son los metabolitos activos que se incorporan
al ADN y también los principales responsables del
efecto citotéxico de las tiopurinas.!-2

Existen dos reacciones importantes en la inacti-
vacién de tiopurinas in vivo: la oxidacion, catalizada
por la xantinooxidasa y la s-metilacién, catalizada por
la TPMT. Debido a la ausencia de xantinooxidasa en
las células hematopoyéticas, la metilacién por la
TPMT tiene un papel esencial en la inactivacién de
farmacos tiopurinicos dentro de estas células.

Se ha demostrado que el genotipo de la TPMT se co-
rrelaciona directamente con la actividad de la enzima y
ésta a su vez tiene una correlacién inversa con los ni-
veles de TGNs dentro de los eritrocitos y células leucé-
micas. Numerosos estudios han demostrado toxicidad
hematolégica grave que puede poner en riesgo la vida,
después de la administraciéon de dosis estandar de tio-
purinas a pacientes que portan variantes no funciona-
les de TPMT?"y el genotipo de TPMT predice el riesgo
de toxicidad y parece influir en el riesgo de segundas
neoplasias en pacientes pediatricos con leucemia aguda
linfobléstica que reciben 6-MP.18

El gen que codifica para la TPMT se encuentra en
el cromosoma 6p22.3 y sus alelos son heredados de
manera codominante. Este gen puede presentar poli-
morfismos de un solo nucleétido o SNP’s (single nu-
cleotide polymorphisms), dando lugar a variantes
alélicas, de las cuales hasta la fecha se han identifi-
cado 24 funcionalmente relevantes en regiones codi-
ficantes, y algunas otras del tipo VNTR (variable
number of tandem repeats) en la regiéon promotora
del gen.>1? El alelo TPMT*1 corresponde a la forma
silvestre, cuyo fenotipo es de alta actividad enzimati-
cay todas las variantes dan lugar a enzimas con me-
nor actividad. Los alelos TPMT*2, TPMT*3A,

TPMT*3B y TPMT*3C se encuentran en aproxima-
damente 95% de los individuos que muestran activi-
dad enzimatica baja o intermedia.*5

La variante TPMT*2 implica un cambio del nu-
cleétido guanina por citosina en la posicién 238 del
gen (G238C), que se traduce en la sustituciéon de
una alanina por una prolina en el codén 80
(Ala80Pro). La variante TPMT*3A contiene dos
cambios, G460A y A719G, que resultan en las susti-
tuciones de una alanina por treonina en el codén
154 (Alal54Thr) y de una tirosina por una cisteina
en el codén 240 (Tyr240Cys), respectivamente. En el
alelo TPMT*3B ocurre un cambio de guanina por
adenina en la posicion 460 (G460A) que resulta en el
cambio de alanina por treonina en el codén 154
(Alal54Thr) y en el caso del alelo TPMT*3C existe
un cambio A719G, que resulta en la sustitucién de
una tirosina por una cisteina en el codén 240
(Tyr240Cys).2% La figura 1 esquematiza los cambios
de nucleétidos que ocurren en cada variante.

Los individuos homocigotos para la forma silves-
tre muestran actividad alta de la enzima; los hetero-
cigotos, que portan un alelo silvestre y uno
variante, presentan actividad intermedia, y los ho-
mocigotos para dos variantes tienen actividad enzi-
matica muy baja o indetectable. En poblaciones
caucasicas, 80-90% de los individuos son homocigo-
tos silvestres, 5-10% heterocigotos y sé6lo 0.3% son
homocigotos para dos variantes.”%11-13 Estudios epi-
demiol6gicos han demostrado diferencias en las fre-
cuencias de las distintas variantes alélicas del
TPMT segun el origen étnico.

TPMT*1 silvestri
(Alta actividad enzimatica)

TPMT*2
(Baja actividad)
G238C
(Ala — Pro)
TPMT*3A
(Baja actividad)
G460A A719G
(Ala— Thr) (Tyr — Cys)
TPMT*3B
(Baja actividad)
G460A
Ala— Thr
TPMT*3C
(Baja actividad)
A719G
(Tyr— Cys)

Figura 1. Variantes alélicas de la Tiopurina Metil Transferasa, los po-
limorfismos de un solo nucledtido (SNP) y la posicion en la que presentan.
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En este estudio se determinaron las variantes alé-
licas y los genotipos del gen TPMT en ninos mexica-
nos con cancer.

MATERIAL Y METODOS

Para determinar las frecuencias alélicas y genoti-
pos del gen TPMT se utilizaron muestras de sangre
periférica de 240 pacientes pediatricos con neopla-
sias hematolégicas o tumores sé6lidos tratados en el
Servicio de Oncologia del Hospital Infantil de Méxi-
co Federico Gémez, que no hubieran recibido trans-
fusiones de hemoderivados en los tres meses previos
a la toma de la muestra. Los pacientes eran proce-
dentes de distintos estados de la Reptblica Mexica-
na, la mayoria de las zonas centro y suroeste, y
algunos de la costa este y de estados del norte del
pais. El estudio fue aprobado por las Comisiones de
Etica e Investigacion y se obtuvo el consentimiento
informado de los participantes.

EXTRACCION DE ADN

Las muestras de sangre periférica fueron colecta-
das en tubos con EDTA. La sangre fue tratada con
cloruro de amonio 1X, centrifugada a 2,500 rpm por
15 min, lavada con PBS, nuevamente centrifugada y
el botén celular fue resuspendido en 2 mL de PBS.
El ADN fue extraido usando el kit QIAamp DNA
blood midi kit (Duesseldorf, Germany) (Quiagen®)
y almacenado a -20 °C.

Genotipificacién del gen TPMT
Se analizaron el alelo silvestre TPMT*1 y las va-

riantes TPMT*1, TPMT*2, TPMT*3A, TPMT*3B y
TPMT *3C empleando pares de iniciadores que in-

cluyen secuencias intrénicas y exénicas para asegu-
rar la amplificacién del gen de TPMT y no de un
pseudogen.b El cuadro 1 detalla las secuencias de oli-
gonucleétidos utilizadas como iniciadores para cada
SNP. La amplificacién se realiz6 empleando un ter-
mociclador Mastercycler gradient (Eppendorf®, Ger-
many).

Los polimorfismos G460A y A719G se identifica-
ron por PCR-RFLP (restriction fragment length poly-
morphism) y el G238C mediante PCR de punto final
alelo especifica. Las variantes de la enzima fueron
identificadas por discriminacién alélica.

Deteccion de polimorfismo G238C

El ADN gendémico se amplificé con los oligonu-
cleétidos especificos para el polimorfismo G238C del
gen TPMT, dNTP’s 2.5 mM, buffer 1X (20 mM Tris-
HCI, 2 mM MgS04) y 0.5 U de Taq ADN polimerasa
(New England Biolabs, Beverley, MA, USA). Las
condiciones de amplificacién fueron: desnaturalizacion
inicial a 95 °C por 3 min; posteriormente 40 ciclos
a 94 °C por 40 seg, 50 °C por 40 seg y 72 °C por 40
seg, v extension final a 72 °C por 10 min. Se obtuvo
un producto de PCR de 256 pb (Figura 2A).

Deteccion de polimorfismo G460A

El ADN gendémico se amplificé con los oligonu-
cleétidos especificos para el polimorfismo G460A del
gen TPMT, dANTP’s 2.5 mM, MgCl, 3mM, buffer 1X
(20 mM Tris-HCI, 2 mM MgSO,) y 0.5 U de Taq
ADN polimerasa (New England Biolabs). Las condi-
ciones de amplificacién fueron: desnaturalizacién
inicial a 95 °C por 3 min, posteriormente 35 ciclos a
95 °C por 45 seg, 60 °C por 45 segy 72 °C por 90 seg
y extension final a 72 °C por 8 min. Se obtuvo un

Cuadro 1. Secuencias de los iniciadores empleados para la amplificacion de gen TPMT.®

SNP Iniciador Secuencia Producto de amplificacién (pb)
G238C P23s8wW 5 GTA TGA TTT TAT GCA GGT TTG 3’ 256
P238C 5" TAA ATA GGA ACC ATC GGA CAC 3’
G238C P238M 5 GTATGA TTT TAT GCA GGT TTC &' 256
P238C 5" TAA ATA GGA ACC ATC GGA CAC 3’
G460A P460F 5" ATA ACA GAG TGG GGA GGC TGC 3 365
P460R 5" CTA GAA CCC AGA AAAAGTATAG 3
A719G P719R 5 TGT TGG GAT TAC AGG TGT GAG CCAC ¥ 236
P719F 5" CAG GCT TTA GCATAATTT TCAATTCCTC 3
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A. Polimorfismo G238C

1 2 3 4 1 2

GG

B. Polimorfismo G460A

- J
_—

Restriccién con Mwo |

C. Polimorfismo A719G

1 2 3

<— 365pb

€— 267pb

<« 9%pb

Restriccion con Acci |

Figura 2. Identificacion de variantes alélicas de TPMT. A. Polimorfismo G238 por PCR de punto final alelo especifica: lineas 1y 2 paciente GC (he-
terocigoto), las dos bandas de 256 pb indican una prueba positiva para ambos alelos, lineas 3 y 4 paciente GG (homocigoto silvestre) la presencia del am-
plificado en la linea 3 indica una prueba positiva tinicamente para el alelo G y en el carril 4 no existe banda debido a que es una prueba negativa para la
variante C. B. Polimorfismo G460A por RFLP: linea 1 producto de PCR de punto final antes de la digestion, linea 2 paciente GG, linea 3 paciente GA.
La banda a 365 pb corresponde al producto de amplificacion, si no existe polimorfismo la enzima Mwo I corta el DNA en la posicién 460 generando frag-
mentos de 267 pb y 98pb; si existe cambio de G por A la enzima no corta y permanece el producto de 365 pb para el SNP G460A. C. Polimorfismo
A719G por RFLP: linea 1 producto de PCR de punto final antes de la digestion, linea 2 paciente AA, linea 3 paciente AG para el SNP A719G. La banda
236 pb corresponde al producto de amplificacion, si no existe polimorfismo la enzima Accl | no corta el ADN y permanece un producto de 236 pb; si hay un
cambio de A por G en la posicion 719, la enzima corta generando dos fragmentos de 150 pb y 86 pb.

producto de PCR de 365 pb. Después de la amplifica-
cion se realizé la digestion de 10 L del producto de
PCR con 5 U de la enzima de restriccion Mwo I
(New England Biolabs, Beverley, MA, USA) a 60 °C
por 2 h. En ausencia del polimorfismo G460A, la en-
zima corta el ADN en la posicién 460, generando dos
fragmentos, uno de 267 pb y otro de 98 pb. Cuando
el polimorfismo esta presente se elimina el sitio de
corte y el amplificado permanece de tamano original
(365 pb) (Figura 2B).

Deteccién de polimorfismo A719G

El ADN gendémico se amplificé con los oligonu-
cleétidos especificos para el polimorfismo A719G del
gen TPMT con dNTP’s 2.5 mM, buffer 1X (20 mM
Tris-HCI, 2 mM MgSO,) y 0.5 U de Taq ADN poli-
merasa (New England Biolabs). Las condiciones de
amplificacién fueron: desnaturalizacion inicial a 95
°C por 3 min, posteriormente 35 ciclos a 95 °C por
45 seg, 55 °C por 45 segy 72 °C por 45 seg y exten-
siéon final a 72 °C por 7 min. Se obtuvo un producto
de PCR de 236 pb. Después de la amplificacién, 10
wL del producto de PCR fueron digeridos con 5 U de
la enzima de restriccion Acc I (New England Biola-
bs) a 37 °C por 4 h. En presencia del polimorfismo
AT19G, se genera un sitio de restriccién que da ori-
gen a dos fragmentos, uno de 150 pb y otro de 86 pb.

Si no existe el polimorfismo, la enzima no corta el
ADN amplificado, quedando un producto del tamano
original (236 pb) (Figura 2C).

Todos los productos de PCR de punto final y res-
tricciones fueron visualizados mediante luz ultravio-
leta en un gel de agarosa al 2% tenido con bromuro
de etidio.

Controles

Para el alelo silvestre se utiliz6 el ADN de un in-
dividuo sano, que fue secuenciado para confirmar
que portaba genotipos silvestres.

Durante la estandarizacién de las técnicas de PCR
se identificaron muestras de pacientes positivos para
cada uno de los polimorfismos (G238C, G460A,
A719G) y éstas fueron utilizadas como controles en
la genotipificacién de todos los casos. En cada uno de
estos controles se confirmé la presencia del polimor-
fismo mediante secuenciacién automatica (Figura 3).

Analisis estadistico

Los datos se presentan en forma descriptiva, em-
pleando frecuencias simples y relativas.

Se utiliz6 la prueba de %2 para establecer si la po-
blacién analizada se encontraba en equilibrio genéti-
co de Hardy-Weinberg (EH-W) para el locus TPMT.
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a) TPMT SNP G460A
Silvestre

b) TPMT SNP A719G
Silvestre

c) TPMT SNP G238C
Silvestre

AAG G A GCAT T A GTT AT AT CT AC

4 4

A 1013

Figura 3. Imdgenes de
secuenciacion de ADN extrai-
do de sangre periférica de

muestras control para los poli-
morfismos del gen TPMT. Las

‘..

Variante Variante Variante
A GGA ACAT T A GTT AT GT CTASTC CAGGTTT CCAG

imdgenes superiores muestran
los alelos silvestres y las infe-
riores los alelos variantes.
a) Polimorfismo G460A, las
flechas sefialan el cambio de
base de G por A. b) Polimor-
fismo A719G, en donde se
observa el cambio de base A
por G. ¢) Polimorfismo G238C,
que indica el cambio de base G

por C.

Cuadro 2. Frecuencias genotipicas y alélicas de las variantes del gen de la TPMT en 240 pacientes pediatricos mexicanos con leucemias y tumores sélidos.

Genotipo Frecuencias n (%) Alelos Frecuencias n (%)
TPMT*1/TPMT*1 173(72) TPMT*1 411(85.62%)
TPMT*1/TPMT*2 16 (6.7) TMPT*2 18 (3.75%)
TPMT*1/TPMT*3A 14(5.8) TPMT*3A 14 (2.91%)
TPMT*1/TPM*3B 18 (7.5) TPMT*3B 20 (4.1%)
TPMT*1/TPMT*3C 17(7.1) TPMT*3C 17 (3.55%)
TPMT*2/TPMT*3B 2(0.8) - -

RESULTADOS

De los 240 pacientes analizados, 102 (42.5%) fue-
ron mujeres y 138 (567.5%) hombres, con un rango de
edad de 28 dias a 18 anos. Los diagnésticos fue-
ron leucemia linfoblastica aguda en 202 casos
(84.2%), leucemia mieloblastica aguda en 29 (12.1%)
y nueve (3.8%) tenian diferentes tumores sélidos.

El genotipo homocigoto silvestre TPMT*I1/
TPMT*1 se encontré en 173 pacientes (72.1%) y 67
(27.9%) presentaron alguna de las variantes aléli-
cas, 65 (27.08%) en forma de heterocigoto y dos pa-
cientes (0.8%) fueron homocigotos para dos
variantes.

De los 67 pacientes que portaban variantes aléli-
cas, 18 (7.5%) tuvieron genotipo TPMT*1/
TPMT*3B, 17 (7.1%) TPMT*1/TPMT*3C, 16 (6.7%)

TPMT*1/TPMT*2, 14 (5.8%) TPMT*1/TPMT*3A y
en los dos pacientes que fueron homocigotos para
dos variantes se encontr6 el genotipo TPMT*2/
TPMT*3B. Las frecuencias en los 480 alelos anali-
zados fueron: TPMT*1 en 411 (85.62%), TPMT*3B
en 20 (4.1%), TPMT*2 en 18 (3.75%), TPMT*3C en
17 (3.55%) y TPMT*3A en 14 alelos (2.9%). El cua-
dro 2 muestra las frecuencias por genotipo y por ale-
lo en los 240 pacientes estudiados.

Dentro del grupo de leucemias agudas linfoblasti-
cas, que incluyé a 202 de los 240 pacientes (84.2%),
los genotipos encontrados fueron: homocigoto silves-
tre TPMT*1/TPMT*1 en 146 (72.3%) heterocigoto
variante en 16 (7.9%) y un paciente (0.5%) fue homo-
cigoto para dos variantes. Las frecuencias alélicas de
estos 404 alelos fueron: TPMT*1 en 347 (85.89%),
TPMT*2 en 11 (2.72%), TPMT*3A en 13 (3.21%),

160
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Cuadro 3. Comparacion de las frecuencias de acuerdo con el tipo de diagnéstico.

Homocigoto silvestre Heterocigoto Homocigoto variante
Leucemia aguda linfoblastica, n = 202. 146 (72.3%) 55 (27.2%) 1 (0.5%)
Leucemia aguda mieloblastica, n = 29. 21 (72.4%) 8 (27.6%) 0
Tumores sélidos, n = 9. 6 (66.7%) 2 (22.2%) 1 (11.1%)
Cuadro 4. Frecuencias relativas de las variantes alélicas del gen TPMT en diferentes poblaciones.

Alelos Mexicanos Bolivianos'” Espafioles®*  Caucasicos Kenianos®  Chinos?

HIMFG* INCan? INP** 23 n=191 n=276 americanos' n=101 n=192

n =240 LLA  Sanos n =360 n =282

n=39 n=108

TPMT*1 85.62 87.2 9217 93.19 934 93.84 96.4 946 97.7
TPMT"2 3.75 2.7 09 0.28 0 nd 0.2 0
TPMT*3A 291 76 323 5.69 6.52 3.26 32 0
TPMT*3B 4.1 0 23 0.28 0 145 nd nd nd
TPMT*3C 354 25 14 0.56 0 1.45 0.2 54 23

HIMFG: Hospital Infantil de México Federico Gomez. INCan: Instituto Nacional de Cancerologia. INP: Instituto Nacional de Pediatria. *Pacientes pediatricos

con leucemias y tumores solidos. **Recién nacidos del Distrito Federal.

TPMT*3B en 17 (4.2%) y TPMT*3C en 16 (3.96%).
El cuadro 3 muestra las frecuencias por genotipo y
por alelo de acuerdo con el tipo de neoplasia.

Considerando dos tipos de alelos, Silvestre
(TPMT*1) y variante (no-TPMT%*1), la distribucién
genotipica obtenida en la poblacién analizada no se
aparta de la esperada de acuerdo con el equilibrio de
Hardy-Weinberg. Los valores esperados para
TPMT*1/ TPMT¥*1 fueron de 175.95, para TPMT*1/
no-TPMT*1 de 59.08 y no-TPMT*1/no-TPMT*1
< 4.95. Se obtuvo un valor de %2 de 2.4, con un nivel
de significancia de 3.84.

DISCUSION

El anélisis de los polimorfismos del gen TPMT es
importante en la evaluacion de pacientes que requie-
ren tiopurinas como parte del tratamiento y repre-
senta uno de los mejores ejemplos de la aplicacién
clinica que tienen los estudios de farmacogenética.
En algunos centros este anédlisis se realiza de mane-
ra rutinaria con el fin de individualizar las dosis de
estos medicamentos.

La variacién individual en la capacidad de S-meti-
lacion de la enzima TPMT, esta determinada por el
genotipo que resulta de los alelos paterno y materno
que cada individuo hereda (homocigoto silvestre, he-
terocigoto u homocigoto variante).# Estudios in vi-
tro han demostrado que cuando la variante TPMT*2

se presenta en forma heterocigota, la capacidad enzi-
matica de la TPMT disminuye 100 veces!2 y cuando
existe homocigocidad para la variante TPMT*3A,
hay una pérdida total de la actividad enzimética.”
La disminucién o pérdida de esta actividad da lugar
a un aumento en los metabolitos activos de tiopuri-
nas, incrementando la accién farmacolégica y los
efectos adversos de estos medicamentos.

Estan bien demostradas las diferencias en la fre-
cuencia de las variantes del gen entre grupos étni-
cos. En poblacién caucasica, el alelo TPMT*3A tiene
una frecuencia de 3.2-5.7%, el TPMT*3C se presenta
en 0.2-0.8% y el TPMT*2 en 0.2-0.5%, y la frecuen-
cia de la variante TPMT*3B no se ha evaluado en la
mayoria de las series que analizan a este tipo de po-
blacion. Estudios realizados en Latinoamérica mues-
tran una mayor frecuencia de alelo TPMT*3A en
sujetos de Argentina,'® Colombial® y Bolivia.l” En
Brasil las variantes TPMT*2 y TPMT*3C son las
mas comunes.!®1? En poblacién asiatica, la variante
TPMT *3C es la mas frecuente.?’ Kapoor en la India
analiz6 25 pacientes con LAL, encontrando 4.1% de
heterocigotos para el alelo TPMT*3C, ningln caso
portaba el alelo TPMT*3A y no identificaron homo-
cigotos variantes.?!

En México la informacién publicada sobre el tipo y
frecuencia de las variantes alélicas del gen de la enzi-
ma TPMT se limita a dos estudios. Taja-Chaveb pu-
blicé en 2008 el primer analisis de polimorfismos de
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este gen en poblacién mexicana,?? se estudiaron 39

pacientes adultos, 38 de ellos con LAL y uno con coli-
tis ulcerativa crénica, ademas de 108 voluntarios sa-
nos; las variantes fueron identificadas mediante
DHPLC (denaturating high performance liquid chro-
matography). De sus resultados, que se detallan en el
cuadro 4, resalta la mayor frecuencia del alelo
TPMT*3A, pero también la diversidad de alelos va-
riantes y el hallazgo de porcentajes dos a tres veces
mas altos para las variantes TPMT*2, *3A y *3C en
el grupo de pacientes con LAL, aunque hay que to-
mar en cuenta que el nimero de individuos en este ul-
timo grupo fue reducido. El segundo trabajo,
publicado por Gonzalez del Angel en 2009, se realizé
con ADN extraido de gotas de sangre seca colectadas
en papel filtro, obtenidas de 360 recién nacidos del
Distrito Federal, y sugiere que aproximadamente una
de cada 180 personas nacidas en la Ciudad de México
podria tener actividad enzimatica de TPMT baja o in-
detectable; en este estudio se encontré también predo-
minio de la variante TPMT*3A, con porcentajes
menores a 1% para las otras tres variantes.23

Se enfatiza en el hecho de que nuestro estudio re-
presenta un analisis descriptivo de base hospitalaria
que no pretende en este momento hacer ninguna co-
rrelacion clinica.

Se analiz6 a un grupo heterogéneo de neoplasias
malignas pediatricas, que en su mayoria son leuce-
mias agudas, y se decidi6 mostrar también los datos
de los tumores sélidos, ya que en una pequena
muestra aleatoria de nueve pacientes se encontr6 un
caso homocigoto para dos variantes de TPMT.

En esta serie se encontré una elevada frecuencia
de individuos portadores de alelos variantes, con ma-
yor frecuencia del alelo TPMT*3B y porcentajes al-
tos para las cuatro variantes analizadas. Lo
anterior contrasta con lo descrito en poblaciones
caucésicas, asiaticas o africanas, en las que existe
claro predominio de alguna variante y en ninguna
de ellas se reporta mayor frecuencia de la variante
TPMT*3B, aunque como se puede observar en el
cuadro 4, el alelo TPMT*3B no fue determinado
en muchas de las series que reportan las frecuen-
cias en distintos grupos étnicos.1417.22-26

La serie que mostré mayor semejanza con nuestros
hallazgos en lo que respecta a la frecuencia y diversi-
dad de variantes alélicas, corresponde al estudio reali-
zado en el Instituto Nacional de Cancerologia de
Meéxico. El INCan, al igual que el Hospital Infantil
de México, es un centro de referencia que recibe a
pacientes de todo el pais y eso puede explicar en parte
la diversidad de variantes. Es de notar que en el grupo
de voluntarios sanos, el alelo TPMT*3B se encontrd

en 2.3% de los casos, es el segundo en frecuencia, ésta
es una proporcion considerablemente mas alta a la en-
contrada en la mayoria de las series, que reportan por
lo general menos de 1% de esta variante. Ademés de
estas series mexicanas, hay dos estudios espafoles que
encontraron mas del 1% de este alelo; uno de ellos rea-
lizado en 44 pacientes con LAL en el que se encontra-
ron 9% de heterocigotos para el gen TPMT, dos casos
portaban el alelo TPMT*2 (4.5%) uno el TPMT*3B
(2.27%) y uno el TPMT*3C;?" en el otro estudio se
analizaron 276 espafoles identificando cuatro casos
(1.45%) del alelo TPMT*3B.2* Aunque son pocos los
estudios sobre frecuencias alélicas hasta ahora realiza-
dos en México, es posible que el alelo TPMT*3B sea
mas frecuente en poblacién mexicana que en otras po-
blaciones, de ser asi, seria interesante identificar si
esta diferencia se limita a algtin subgrupo étnico.

La poblacién mexicana es étnicamente heterogé-
nea, se compone de individuos de diferentes origenes
y aunque la mayor parte es mestiza, resultado de la
mezcla de indigenas y espanoles, también hay pobla-
cién caucasica, asiatica y afromexicana, cuya distri-
bucién se relaciona en parte con el lugar de origen.
Los pacientes que estudiamos proceden de diversos
estados del pais y esto puede explicar al menos par-
cialmente la elevada frecuencia encontrada para las
distintas variantes. Esta distribucién de alelos va-
riantes no sigue ningGn patrén de los reportados en
estudios previos; de hecho, no hubo claro predomi-
nio de ninguna variante y la diferencia entre algu-
nas de ellas fue de uno a dos casos. Sin embargo,
creemos que estos datos deben tomarse en cuenta
cuando se estudie el genotipo de la enzima TPMT en
pacientes mexicanos, y mas aun si se trata de un
centro de referencia nacional como el Hospital In-
fantil de México.

Es importante considerar también que la frecuen-
cia de genotipos variantes encontrada en este grupo
de pacientes pediatricos con cancer, de los cuales la
gran mayoria corresponde a leucemias agudas, hace
manifiesta la importancia de implementar esta prue-
ba diagnéstica, ya que los protocolos nacionales
mexicanos del Seguro Popular para el tratamiento
de cancer en ninos incluyen el uso de 6-mercaptopu-
rina, tanto para LAL como para LAM, ademas de
que estas leucemias juntas representan en México
mas de 40% de todas las neoplasias malignas de la
edad pediatrica.2830 A pesar de lo anterior, no exis-
ten en México centros que atiendan a nifos con can-
cer en donde se realice el analisis rutinario de los
polimorfismos del gen TPMT.

Ante la falta del recurso diagnéstico para deter-
minar el genotipo de TPMT, esté justificado ajustar
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la dosis de 6-MP cuando el paciente presenta toxici-
dad grados 3 o 4 atribuible a este medicamento. Sin
embargo, muchas veces no es posible asegurar que
la toxicidad se debe a la 6-MP, ya que los pacientes
reciben poliquimioterapia y no se puede tampoco
asumir que es debida a genotipos variantes del gen
TPMT. Una practica frecuente es disminuir en 25%
la dosis de més de un farmaco y esta reduccién no
elimina el riesgo de toxicidad grave a 6-MP en
pacientes TPMT-deficientes. Siempre que se haga
una reduccién en la dosis de 6-MP hay que tener
presente que esta acciéon puede dar lugar a bajas
concentraciones intracelulares de TGNs, condicio-
nando menor efectividad del firmaco y aumentando
el riesgo de recaidas, ademas de que el uso de dosis
subterapéuticas puede explicar al menos en parte el
desarrollo de resistencia a agentes antineoplasi-
cos.3132 Hay que considerar también que pueden ser
varios los factores que determinan toxicidad a
6MP, incluyendo la disminucién en la tasa de
excrecion, la interaccién del medicamento con otros
farmacos, o polimorfismos en distintas proteinas
que participan en su metabolismo o transporte.

La identificacién del genotipo de TPMT es un ele-
mento objetivo que permite definir las dosis de tiopu-
rinas de manera individualizada aun antes de iniciar
el tratamiento. Esto reduciria el riesgo de toxicidad
hematolégica grave y modificaria de forma favorable
la morbilidad y la supervivencia de los pacientes que
requieren estos farmacos.

Las técnicas de PCR-RFLP y PCR-alelo especifi-
ca son relativamente sencillas y no conllevan un
costo elevado. En muchos centros de paises desa-
rrollados, la bisqueda de polimorfismos génicos em-
pleando métodos basados en PCR ha caido en
desuso, debido a la introduccién de tecnologias
para la secuenciacién de ADN, pero es innegable
que las técnicas de PCR pueden ser facilmente im-
plementadas y ampliamente aplicadas a un bajo
costo en centros que cuenten con un laboratorio
basico de biologia molecular.
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