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detectables (Sloan i col.ls, 1978, Smith i col.ls, 1978).
Un altre estudi realitzat amb guanetidina no demostra una
disminucidé del seu metabolisme en els hidroxiladors pobres

de l'esparteina (Eichelbaum, 1982).

Fenacetina

Agquest analgésic, que gairebé ja no s'empra en ltactuali-
tat per causa de la seva toxicitat renal i hematologica,
es transforma per mecanismes oxidatius en paracetamol. Els
hidroxiladors pobres presenten una baixa formacié de para-
cetamol a partir de la fenacetina (Sloan i col.ls, 1978).
També s'ha demostrat que la incidéncia de metahemoglobi-
némia és molt més alta entre els metabolitzadors lents de
la debrisoquina (Kong i col.ls, 1982). Hi ha no obstant
una via alternativa d'hidroxilacié de la fenacetina que no
estad determinada pel mateix locus genétic. Els hidroxila-
dors pobres, que no poden metabolitzar aquest farmac per
la via habitual, ho fan en una quantitat important per

l'alternativa. Aixi, es produeix una quantitat important
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de 2-hidroxifenetidina, que és un metabdlit bastant toéxic
(Richie 1 col.ls, 1980). Es possible que molts dels efec-
tes adversos de la fenacetina estiguin relacionats amb una

disminucié de la capacitat per a metabolitzar-la.

Metiamida

Es tracta d'un antihistaminic H2 que es va deixar de
desenvolupar quan ja havia arribat a la fase III, per
causa de l'elevada incidéncia d'agranulocitosi que el

seu Us comportava. Aquest risc semblava estar influit

pel polimorfisme hidroxilador (Idle i col.ls, 1979). Es
possible que les reaccions atribuides a aquest farmac
siguin relacionades amb la dosi i en gran part degudes al
caracter metabolitzador de la debrisoquina i 1l'esparteina,
i que els hidroxiladors pobres presentin un risc superior

de patir-les (Richie i col.ls, 1980).
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Metoxiamfetamina

El metabolisme d'aquesta amfetamina té una variabilitat
interindividual molt important. Els individus que meta-
bolitzen poc aquest farmac sén a la vegada hidroxiladors
pobres de la debrisoquina (Kitchiin i col.ls, 1979). Els
autors d'aquest treball suggereixen que els metabolit-
zadors pobres sén susceptibles de presentar-ne uns efectes
més intensos i a més a més poden presentar ocasionalment
algunes reaccions adverses greus. Kitchiin i col.ls apun-
ten la possibilitat que aquests individus, a més del de-
fecte hidroxilador, tinguin una baixa capacitat de desac-
tivar certes psicotoxines que poden fer 1'individu més
susceptible de patir alguns quadres psiquiatrics. En
qualsevol cas, calen més investigacions sobre els possi-
bles polimorfismes que puguin afectar els nivells de
dopamina-beta~-hidroxilasa i de catecol-O-metiltransferasa,
enzims que a més a més podrien tenir relacié amb algunes

alteracions mentals (Weinshilboum, 1983).
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Fenformina

Aquest hipoglucemiant oral s'ha deixat d'emprar per causa
de l'elevat risc d'acidosi lactica, amb conseqiiéncies po-
tencialment greus, que el seu Us comportava. Sembla que la
fenformina és metabolitzada a hidroxifenformina pel mateix
citocrom P-450 que la debrisoquina, i que hi ha una estre-
ta corelacid en la capacitat de metabolitzar els dos far-
macs (Oates i col.ls, 1982). S'ha especulat amb la possi-
bilitat que aquesta reaccié greu a la fenformina només
s'hauria produit en metabolitzadors pobres. Aixi, volun-
taris que eren metabolitzadors pobres han presentat
nivells bastant alts de lactat després de la presa del
farmac (Idle i col.ls, 1981b, Oates i col.ls, 1983). Les
dades epidemiologiques sueques indiquen que no queda del
tot demostrat que l'acidosi sigui només una reaccié dels

hidroxiladors pobres (Wiholm, 1988).

Hi ha indicis de la possible implicacié del metabolisme
d'altres farmacs amb el fenotip de la debrisoquina, pero
que tenen una documentacidé molt insuficient que de moment

no permet treure cap conclusié. L'estudi fenotipic i el
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seguiment de les reaccions adverses poc usuals amb aspecte
d'estar produides per nivells massa elevats d'un farmac
(reaccions de tipus A) sén els mitjans que poden donar
dades més concloents respecte a la influéncia dels factors

genetics que poden modificar la resposta farmacologica.

El metabolisme hidroxilador podria tenir alguna influéncia
sobre la destoxificacié o fins i tot sobre la formacié de
substancies toxiques. En un apartat anterior s'ha revisat
la relacidé entre el fenotip acetilador de la isoniazida i
el risc de reaccions d'hepatotoxicitat. El treball d'Idle
i col.ls (198la) és peoner en el camp de les reaccions
d'hidroxilacidé. Aquests autors varen estudiar el fendtip
de la debrisoquina en una poblacié nigeriana de pacients
afectes d'hepatoma primari i altres malalts amb tumors
gastro-intestinals, comparant-los amb individus normals.

En aquest estudi es va observar que els individus amb
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quadres neoplastics pfesentaven una tendéncia signifi-
cativa a tenir una radé metabdlica superior, en comparacid
amb els normals. Malgrat aixo, és dificil treure conclu-
sions d'aquest fet, ja que no s'ha d'oblidar que un aug-
ment de la rad metabolica mesurada per nivells urinaris
també pot ser degut a un augment de l'excrecidé renal sense

més implicacions metabodliques.

1.4.2.3.5. Malaltia de Parkinson_i_oxidacié de_substancies

L'any 1817 Parkinson va descriure la fenomenologia clinica
d'una sindrome, que porta el seu nom (malaltia de Parkinson)
i que es caracteritza principalment per tremolor essencial,
rigidesa, hipocinésia, alteracié de reflexos posturals i, en
molts casos, depressidé o altres anomalies del comportament.
La fisiopatologia d'agquesta malaltia també es coneix des de
fa bastant de temps. La malaltia de Parkinson reflexa un
déficit dopaminérgic de les cél.lules de la substancia negra

i del cos estriat cerebrals (Marsden i col.ls, 1982). Per a
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explicar l'etiopatogénia de la malaltia de Parkinson s'han
proposat diverses teories que intenten identificar les cau-
ses que provoquen l'alteracié de la transmissié dopaminérgi-
ca caracteristica d'aquesta entitat. S'han proposat factors
genétics, la degeneracié neuronal propia de l'edat avancgada
(Calne i col.ls, 1983; Mc Geer i col.ls, 1977) i 1l'exposicid
a farmacs i substancies amb potencialitat neurotoxica
(Stephen i col.ls, 1984; Langston, 1987). Estudis realitzats
en bessons (Ward i col.ls, 1983) han demostrat una baixa
concordanga entre aquesta patologia i els factors gené-
tics. Sembla més probable que certs factors ambientals
(infeccions, medicaments i altres substancies) puguin

posar de manifest un estat latent de déficit dopamineéer-

gic propiciat per l'edat de 1'individu, que produeix un
envelliment neuronal lent i constant (Calne i col.ls,

1983; 1986). Les manifestacions cliniques apareixen quan
s'ha perdut aproximadament un 80% de la capacitat dopami-
nérgica cerebral, produint-se aixi un domini colinérgic

amb desequilibri entre el sistema de la dopamina i el de
l'acetilcolina. Malgrat que el parkinsonisme és més fre-
quent en pacients d'edat avang¢ada, cosa que sembla estar

en consonancia amb la teoria exposada anteriorment, no es
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pot oblidar que també pot aparéixer en l'edat mitjana de

la vida.

En els darrers anys s'ha prestat especial atencié a alguns
farmacs (neuroléptics) i productes quimics (pesticides,
herbicides) com a possibles causants de sindrome de
Parkinson (Stephen i col.ls, 1984; Bamrah i col.ls, 1987;
Langston, 1987; Chapman i col.ls, 1987), és a dir a la
presentacidé de tremolor, hipocinésia i rigidesa sense
degeneracidé neuronal. La majoria dels xenobiotics sdn
metabolitzats a l'organisme per tal de facilitar-ne 1la
seva eliminacié. Els individus amb una capacitat meta-
bolica disminuida podrien ser més susceptibles a patir
reaccions de neurotoxicitat per acumulacié de certes

substancies i farmacs.

Un estudi realitzat per Barbeau i col.ls (1985), en el
qual es va determinar el fenotip hidroxilador de la de-
brisoquina en 40 individus sans i 40 en pacients parkin-
sonians, va objectivar diferéncies de distribucidé de les
raons metabdliques entre les dues poblacions. Els malalts

parkinsonians presentaven una clara tendéncia a metabolit-
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zar la debrisoquina de manera més lenta que la poblacidé de
control, sobretot a expenses d'un alt percentatge de meta-

bolitzadors intermedis.

No obstant, posteriorment els propis investigadors varen
observar que aquestes diferéncies eren degudes al consum
més elevat de farmacs antihistaminics en el grup de ma-
lalts parkinsonians, i que aquests farmacs havien inter-
ferit en la determinacié del fenotip (Poirier i col.ls,
1987). En un altre estudi realitzat per Steventon i col.ls
(1988), en el qual es va valorar la capacitat metabolica
microsomal (hidroxilacié de la debrisoquina, sulfoxidacié
de la carbocisteina, conjugacié del paracetamol) en ma-
lalts parkinsonians i en els seus respectius controls, no
es varen trobar diferéncies en el metabolisme de la debri-
soquina; en canvi, si que hi va haver diferéncies signifi-
catives en el de la carbocisteina i el del paracetamol,
que eren metabolitzats de manera més lenta pels pacients

parkinsonians.

S'han descrit interaccions entre la determinacié del feno-

tip hidroxilador de la debrisoquina i 1'us de farmacs que
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poden ser emprats amb freqiiéncia pels malalts parkinso-
nians abans del diagnostic i durant el curs de la seva
malaltia. Els neuroléptics poden afavorir el desenvolupa-
ment de parkinsonisme i, tanmateix, tenen efectes inhibi-
toris sobre el metabolisme de la debrisoquina (Syvdlahti i
col.ls, 1986). El1l mateix fenomen es pot observar amb els
farmacs antihistaminics, els quals, a més de ser sospito-
sos de produir alteracions extrapiramidals, poden interfe-
rir en la determinacié del fenotip hidroxilador (Poirier i
col.ls, 1987). També hi ha indicis que la levodopa inhi-
beix el sistema metabdlic microsomal quan s'administra
junt amb inhibidors de la dopa-descarboxilasa (Vesell i

col.ls, 1971).

l'esparteina

Apart de les possibles variacions descrites en els apar-

tats anteriors, hi ha variacions del metabolisme de causa
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genética en les quals els enzims responsables de la bio-
transformacié sén uns citocroms P-450 diferents dels que
actuen sobre la debrisoquina i l'esparteina. Aixd sembla
evident pel que fa al metabolisme de la fenitoina i de la
mefenitoina. El mateix es podria dir sobre l'antipirina,
que sembla ser metabolitzada de manera compartida per tres
vies diferentes, la 3 i la 4-hidroxilacié i la desmetilacié
(Danhof i col.ls, 1979):; cadascuna d'aquestes vies sembla
estar en relacidé amb un citocrom microsomal diferent (Inaba

i col.ls, 1980).

Estudis realitzats en grups de poblacié sana han donat
distribucions trimodals de la velocitat del metabolisme de
l'antipirina (Kellerman i col.ls, 1976). Sembla ser, a més
a més, que els tres isoenzims hepatics responsables
d'aquesta biotransformacidé estan determinats per tres gens
independents (Vesell i Penno, 1983). També s'ha de tenir
en compte que el metabolisme de l'antipirina esta subjecte
a variacions degudes a factors ambientals (Vesell i Penno,
1983; Blain i col.ls, 1982; Penno i col.ls, 1981; Penno i

Vesell, 1983).
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Es evident que existeix una certa relacidé entre el metabo-
lisme de l'antipirina i el de la debrisoquina, perqué com-
parteixen la 4-hidroxilacié, perod cal tenir en compte que
la biotransformacié de l'antipirina depén a més a més
d'altres vies metaboliques (Bertilsson i col.ls, 1980;

Danhof i col.ls, 1981).

Altres farmacs que no sén biotransformats per la mateixa
via hidroxilativa que la de la debrisoquina/esparteina
perd la metabolitzacié dels quals ha presentat polimor-
fisme sén l'amobarbital (Kalow i col.ls, 1982; Riley i
col.ls, 1978), la tolbutamida (Scott i Poffenberger, 1979;
Idle i col.ls, 1979) i la carboximetilcisteina (Warning i
col.ls, 1982; Mitchell i col.ls, 1984; Panayi i col.ls,

1983).

Quan es realitzen estudis fermacocinétics de nous farmacs,
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per a establir la dosi oOptima i altres parametres que
afecten el maneig clinic del farmac, pot ser molt util co-
néixer si aquests sén metabolitzats per vies de les quals
se sap que estan sotmeses a polimorfisme genétic
(Eichelbaum, 1982; Idle, 1983). Aixi, també la fase d'es-
tabliment de l'eficacia mitjangant assaigs clinics es pot
veure beneficiada si es té en compte la possible variabi-
litat interindividual de causa genética que pot fer els
grups d'estudi més comparables pel que fa als requeriments
de dosi. També pot ser util establir les possibles dife-
réncies racials degudes a la variabilitat metabolica, que
pot fer que una determinada comunitat no necessiti les
mateixes dosis d'un nou farmac en comparacié amb les con-
dicions optimes de tractament que s'hagin establert en una
poblacié diferent. Finalment, la inclusié dels estudis de
farmacogenética en la investigacié de les reaccions adver-
ses pot ajudar en molts casos a entendre millor la natura-
lesa i el possible mecanisme de l'efecte indesitjable exa-
minat. S'ha de tenir en compte que moltes reaccions adver-
ses de causa genética es podrien evitar mitjancant 1'admi-
nistracié de dosis més baixes, o bé buscant alternatives

terapéutiques o administrant tractaments combinats.



2. OBJECTIUS
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Els estudis de farmacogenética fets al nostre medi sén
molt escassos. S'han publicat dades sobre algunes séries
que han donat resultats de vegades discordants (March,
1966; Saucedo i col.ls, 1985; Ladero i col.ls, 1979;
Redondo i col.ls, 1980; Ahumada i col.ls, 1983; Martinez
Jorda, 1980). Aquestes diferéncies podrien ser degudes a
diverses raons: (1) els estudis fets fins ara no han in-
clos un nombre suficientment ampli d'individus, (2) els
criteris de seleccid no sempre han estat els mateixos, o
bé (3) la técnica analitica no sempre ha estat la mateixa.
En realitat les proporcions d'acetiladors rapids van des
d'un 15% a un 43%, fet que probablement es deu a les dife-

réncies metodoldgiques esmentades.

La informacié referent al fenotip hidroxilador encara és

més limitada (Benitez, 1988).

Per altra banda, apart de les dificultats d'interpretacié
dels pocs treballs descriptius realitzats fins ara, el
fenotip metabolitzador ha estat poc estudiat en relacidé amb

determinades patologies possiblement iatrogéniques.
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Per aquests motius, hem seleccionat els seglients objectius

del present treball:

a)

b)

c)

d)

Establir els percentatges dels fenotips acetilador
rapid i acetilador lent del metabolisme de la isonia-
zida en una poblacié seleccionada en funcié de carac-
teristiques que no tenen relacié aparent amb el consum
de medicaments ni amb patologies que tinguin una asso-
ciacidé =-positiva o negativa- amb els diferents polimor-

fismes genétics.

De manera analoga, establir els percentatges dels feno-
tips hidroxilador extens i hidroxilador pobre de la

debrisoquina.

Estudiar la influéncia de factors com l'edat, el sexe,
el lloc de procedéncia i el consum de tabac, café i
alcohol sobre els resultats de la determinacié del
fenotip acetilador de la isoniazida i del fenotip

hidroxilador de la debrisoquina.

En particular, estudiar la possible associacié entre el
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risc de parkinsonisme i el fenotip hidroxilador de 1la

debrisoquina.



3. MATERIAL I METODES
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3.1. CONSIDERACIONS GENERALS

L'estudi de poblacions de voluntaris sans és una de les
maneres de conéixer la prevalenga i la distribucié dels
diferents fenotips que pot manifestar un determinat ca-
racter genétic. La manera més habitual de determinar els
fenotip d'un polimorfisme de metabolisme d'un farmac és
estudiar la relacié de les concentracions urinaries o
plasmatiques d'aquest farmac i les del seu metabodlit o
metabolits principals. Aquesta relacié déna una idea in-
directa de la depuracié intrinseca de la via metabolica
estudiada. Aquest parametre, anomenat radé metabolica,
esta menys subjecte a variacions que altres parametres,
com per exemple l'area sota la corba (AUC), i és més sen-

zill de mesurar que la depuracié intrinseca.

Habitualment un sol gen controla la manifestacié d'un
polimorfisme. No obstant, l'expressié d'aquest gen s'ha
d'entendre en relacidé amb un entorn de factors ambien-
tals 1 en relacid amb altres gens que poden afectar el

resultat final (vegeu la figura 1). Dins del que s'entén
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cromosoma

nucli

citoplasma

teixit

organisme

ambient

Figura 1.~ Cal entendre l'expresgsid d'un gen en relacid a un entorn
de factors ambientals i d'altres gens. (Segons Weiss, a Strickberger
MW. Genética. Omega. Barcelona, 1974).
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com a "ambient", es poden considerar l'edat, el sexe, el
pes i altres determinants que s'han de diferenciar de 1la
resta de factors ambientals als quals tantes referéncies
s'han fet en les publicacions sobre farmacogenética. Es
important fer aquesta diferenciacié, ja que els que més
poden emmascarar l'expressié d'un gen no sén precisament
els factors esmentats en primer lloc ~-que es poden con-
trolar amb certa facilitat-, siné tota una série de fac-
tors fisics i quimics que conformen l1l'entorn de 1l'individu

entés com a un ésser biologic.

Si s'imagina la transmissié d'un polimorfisme amb un model
senzill de tipus monogénic amb dos al.lels per a un mateix
locus, es poden fer les segllents consideracions quan es

diu que la transmissié és autosomica recessiva.

En la poblacid sotmesa a aquest polimorfisme es poden tro-
bar tres fenotips que representarien els tres genotips
possibles per a aquell caracter genétic. Aquests tres
genotips resulten de la combinacidé dels dos al.lels, un

dominant (R) i l'altre recessiu (r). La combinacié RR

-homozigot de 1'al.lel dominant- déna lloc a un fenotip
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corresponent al caracter dominant, igual que la combina-
cié Rr -heterozigot-. Només la combinacié rr -homozigot
de 1'al.lel recessiu- déna lloc al genotip del caracter

recessiu.

Aixd és el que succeeix amb els polimorfismes de la iso-
niazida i de la debrisoquina. Quan es mesura la capacitat
de metabolitzacid d'aquests farmacs en una poblacidé deter-
minada, s'obté una distribucié bimodal. No obstant, la po-
blacié esta constituida per tres fenotips, entre els quals
els individus heterozigots (Rr) manifesten el caracter do-
minant. Amb técniques que tinguin una precisidé suficient
es poden indentificar els individus heterozigots, que es
situen en una posicidé intermédia, més a prop de la pobla-
cié d'homozigots acetiladors o hidroxiladors rapids. Mal-
grat aixd, no s'han identificat diferéncies amb trascen-
déncia clinica entre els homozigots (RR)‘i els heterozi-

gots (Rr) de metabolisme rapid i/o normal (complet).
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3.2. DETERMINACIO DEL FENOTIP ACETILADOR DE LA ISONIAZIDA

3.2.1._ POBLACIO ESTUDIADA

S'ha determinat el caracter acetilador en una mostra de
126 individus (65 homes i 61 dones). La majoria d'ells
eren estudiants de Medicina de la Universitat Autonoma de
Barcelona i pacients sotmesos a profilaxi antituberculosa
que iniciaven el tractament (primera dosi: 5-10 mg/kg al
dia, 300 mg com a maxim). La mitjana d'edat dels mateixos
era de 19,6 + 6,9 anys (de 3 a 46 anys). Es va recollir
informacié sobre la ingesta d'alcohol, café i sobre 1l'ha-
bit de fumar, a més d'antecedents patologics i farmacolo-
gics en els dos mesos anteriors a la determinacié del
fenotip. Es varen excloure els individus que ja estaven
prenent isoniazida, per causa de la possible autoinduccié
que pot exercir el farmac sobre el seu propi metabolisme.
A més a més, es varen descartar els candidats 1 pacients
amb altres factors que poguessin modificar el metabolisme
de la isoniazida (ingesta de farmacs, patologia renal i

alteracions hepatiques).
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La presa de 300 mg d'isoniazida es va realitzar després de
buidar la bufeta urinaria. A les 4 hores de la ingesta es
va recollir una aliquota d'orina que va ser emmagatzemada

a —20¢=C.

3.2.2._TECNICA_ANALITICA

Mitjancant una técnica de cromatografia liquida (Perkin-
Elmer series-2) es va determinar, per duplicat, la pro-
porcié d'isoniazida (INH) i d'acetilisoniazida (AcINH)
cohtinguda en l'orina (Price Evans i col.ls, 1960). La
técnica cromatografica utilitzada ve ser la seglient (Eidus

i col.ls, 1971):

a) Extraccid:

1. Es prenen 0,5 ml de solucié patré (INH 6 mM + AcINH 5,7

mM en H,0).
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2. S'hi afegeixen 4 ml de ClH 0,1 M.

3. S'hi afegeixen 50 ul d'anhidrid propionic.

4. Es deixa reposar la barreja durant uns 10 minuts.

5. Es realitza l'extraccidé mitjangant un filtre Sep-Pak

(Millipore-Waters) C18, o de caracteristiques similars,

i es recull 1'dltim ml. Se n'injecten 40 ul.

b) Condicions cromatografiques:

1. Fase mobil: 26% d'acetonitril + 74% de tampéd.

Tampd: Dodecil sulfat 2 mM + tampd fosfat 10 mM, de

2. Columna: Supelco C18 15 cm/5 pu.

3. Flux: 2 ml/min.

4. Temperatura: 30¢°C.



117

5. Deteccié: espectrofotométrica, amb una longitud d'ona

de 270 nm.

c) Calcul de la radé de metabolisme acetilador (RM):

Amb les dades obtingudes s'aplica la segiient equacié:

AUC AcINH mostra AUC INH estandard AcINH

AUC INH mostra AUC AcINH estandard INH

3.2.3._ASSIGNACIO DELS_FENOTIPS

Es varen considerar acetiladors rapids (fenotips AA i Aa)
els individus que presentaven una raé metabodlica superior
a 1,43 i lents (fenotip aa) els que no superaven aguest
valor. Els individus amb una radé metabolica compresa entre
1,03 i 1,43 serien heterozigots (Aa). No obstant, segons
les dades disponibles obtingudes en els nombrosos estudis

que s'han realitzat fins ara sobre el polimorfisme de
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l'acetilacidé, aquest grup no presenta diferéncies relle-

vants respecte a l'homozigot AA.

a) Absorcidé.- Es pot trobar un pic maxim de concentracié

1-2 hores després de la seva administracié oral (Rob-
son i Sullivan, 1963). Té una biodisponibilitat del 90%
(Weber i Hein, 1979). Els acetiladors rapids poden
tenir una concentracié inicial més baixa, per causa

d'un possible efecte de primer pas.

b) Distribucid.- La unié a les proteines plasmatiques és

quasi nul.la (Boxenbaum i col.ls, 1975). El1 volum de
distribucidé és de 0,6 1/kg (Jenne i col.ls, 1961;

Ellard i col.ls, 1973, Boxenbaum i Riegelman, 1976).

¢c) Metabolisme.- Els principals metabolits sén 1l'acetil-

isoniazida (30-40%), la diacetilhidrazina (5-25%) 1
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l'acetilhidrazina (2-3%) (Timbrell i col.ls, 1977). A
més dels esmentats, hi ha altres productes de metabo-
litzacié (Boxenbaum i Riegelman, 1976; Ellard i Gammon,
1976). S'ha de tenir en compte que les proporcions en
qué es formen aquestes substancies depenen del fenotip

acetilador.

d) Excrecid.- Es majoritariament renal i no sembla estar

massa influida pel fenotip acetilador (Weber i Hein,
1979). La isoniazida s'excreta en forma inalterada en
un 10% en els acetiladors rapids i en un 30% en els
lents (Barclay i col.ls, 1953; Timbrell i col.ls,

1977) .

3.3. DETERMINACIO DEL_ FENOTIP HIDROXILADOR DE LA

DEBRISOQUINA

Es varen incloure 156 estudiants de Medicina de la Uni-
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versitat Autonoma de Barcelona i altres procedents d'una
mostra aleatoria del cens de poblacié de la ciutat (76
homes, 79 dones i 1 desconegut). L'edat mitjana dels vo-
luntaris era de 24,6 + 5,5 (de 18 a 56). Com en la deter-
minacidé del fenotip acetilador, es varen recollir dades
com l'edat, sexe, ingesta d'alcohol, café i habit de fu-
mar. També es varen recollir els antecedents farmacologics
i patoldogics dels dos derrers mesos. Es varen excloure,
com en l'estudi anterior, els individus que estaven pre-
nent algun farmac o que patien alteracions renals o hepa-

tiques.

Es va administrar una dosi tunica de 10 mg de debrisoquina
(Declinax® Roche). Aquesta dosi és tan sols una quarta
part de la minima necessaria per produir un efecte antihi-
pertensiu eficag¢. Malgrat aixd, i per tal d'evitar la re-
mota possibilitat d'una hipotensié postural transitoria,
el farmac es va administrar abans d'anar a dormir, previ
buidament de la bufeta urinaria. L'orina es va recollir a

les 8 hores de la presa i es va refrigerar a =-20°C.



121

3.3.2. TECNICA ANALITICA

Les mostres es varen processar, per duplicat, mitjangant
cromatografia de gasos (Perkin-Elmer, Sigma 3B) segons la
técnica d'Ellard i col.ls (1977) per determinar la propor-
cié de debrisoquina (D) i 4-hidroxidebrisoquina (OH-D)
(Mahgoub i col.ls, 1977). El procés analitic és el

seguent:

a) Extraccid:

1. Es pren 1 ml de mostra.

2. S'hi afegeixen 0,5 ml de solucié saturada de COzHNa.

3. S'hi afegeixen 0,5 ml de metanol.

4. S'hi afegeixen 5 ug de guanoxa com a patré intern.

5. S'hi afegeixen 0,5 ml d'acetilacetona.
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11.

12.

13.

14.

15.
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S'incuba durant 16 h al bany maria a 50°2C.

S'hi afegeixen 5 ml de dietil éter.

S'agita amb voértex durant 15 seg i es centrifuga

durant 5 nin.

Es descarta la fase aquosa.

St'afegeixen 250 ul de ClH 4M.

Es descarta 1l'éter.

Stafegeixen 350 ul de NaOH 4M + 200 pl de ciclohexa.

S'agita amb vortex durant 15 seg i es centrifuga

durant 5 min.

Es recull el ciclohexa (sobrenadant).

S'asseca i es redilueix amb 10-20 pl de ciclohexa.
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16. S'injecten 3 ul.

17. Amb les mateixes condicions es construeix una escala

que conté concentracions de D i OH-D d4'l, 5, 15 i 30

mg/ml, per triplicat.

b) Condicions cromatografiques:

1. Gas portador: nitrogen, a un flux de 19 ml/min.

2, Columna: 1,8 metres x 1/4 amb fase ov.225., Particula

Gas-Chrom Q 100/120.

3. Temperatures: Columna a 2302C, detector a 270¢C,

injector a 270¢C.

4. Detector: nitrogen-fésfor.
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c) Calcul de la rad de metabolisme hidroxilador (RM):

% de la dosi D a orina 1 D

% de la dosi OH-D en orina 0,92 OH-D

3.3.3._ASSIGNACIO DELS_FENOTIPS

Es varen classificar com a hidroxiladors pobres o parcials
els individus que tenien una radé metabolica (D/OH-D) supe-
rior a 12,6. Per sota d'aquest valor els voluntaris es po-
den considerar hidroxiladors normals o complets; no obs-
tant, igual qﬁe en el cas de la isoniazida, també es poden
definir els individus que tenen una capacitat hidroxila-
dora intermédia, que respondrien a un fenotip heterozi-

got.
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a) Absorcidé.- La debrisoquina administrada per via oral

s'absorbeix rapidament i quasi en la seva totalitat.

b) Distribucié.~ Pot ser que el més destacable en aquest

apartat sigui el fet que aquest farmac es pot acumular

en les plaquetes (Silas i col.ls, 1978).

c) Metabolisme.~ Es realitza per hidroxilacié. Esta sotmes

a polimorfisme. El principal metabélit és la 4-hidroxi-
debrisoquina, que constitueix aproximadament un 70-80%
de tots els metabolits (Idle i col.ls, 1979). També
s'ha de tenir en compte el caracter saturable d'aquesta

via (Silas i col.ls, 1978).

d) Excrecid.- Es fonamentalment renal. La recuperacid en

orina és aproximadament d'un 70% entre debrisoquina

inalterada i metabdlits ( Allen i col.ls, 1975).



126

3.4. DETERMINACIO DEL FENOTIP HIDROXILADOR DE IA

DEBRISOQUINA T IA FENITOINA EN MATAITS PARKINSONIANS

L'objectiu d'aquest apartat va ser estudiar la possible
associacidé de la malaltia de Parkinson amb el fenotip

hidroxilador de la debrisoquina (Barbeau i col.ls, 1985).

3.4.1. POBLACIO ESTUDIADA

Aquest estudi es va realitzar amb la col.laboracié de tres
serveis de Neurologia de grans hospital de Barcelona. S'hi
varen incloure 19 homes i 35 dones amb diagnostic recent
de sindrome de Parkinson. Aquest diagnostic era indepen-
dent de la sospita etioldgica (iatrogénica o toxica) del
quadre. El diagnostic de parkinsonisme es basava en la
preséncia d'un minim de dos dels seglients tres simptomes

cardinals: tremolor, rigidesa i acinésia.

La mitjana d'edat va ser de 65 anys i el marge era de 43 a

82 anys. A més de les dades basiques d'edat, sexe, i his-
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toria de la malaltia, es va realitzar una anamnesi farma-
cologica detallada per tal d'identificar medicaments que
poguessin influir sobre la via metabdlica en estudi. L'es-
tudi de la via hidroxiladora es va realitzar mitjangant 1la
determinacié de la radé metabolica de la debrisoquina en
orina i la determinacié de la rad metabolica de 1la

fenitoina en plasma.

3.4.2.1. Debrisoguina

Vegeu l'apartat 2.4.2.

3.5. METODES ESTADISTICS

Les distribucions obtingudes de la determinacié del feno-
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tip acetilador de la isoniazida en voluntaris sans i del
fenotip hidroxilador de la debrisoquina en voluntaris sans
i en malalts parkinsonians, han estat descrites mitjancgant
parametres de centralitzacié (mitjana, mediana, moda, an-
timoda), de dispersidé (desviacidé tipica o estandard, mar-
ge -maxim i minim-, biaix), i de localitzacidé (quartils),
tant per a les distribucions dels conjunts de poblacions
estudiades com per a les seves respectives subpoblacions.
Quan aguestes variables es presenten en forma de cate-
gories, es descriu el percentatge de cadascuna d'elles. En
el cas de les subpoblacions d'hidroxiladors lents es des-
criuen tots els casos degut al baix nombre d'individus que
pertanyen a la mateixa (7 voluntaris sans, 2 malalts par-
kinsonians). Per tal de valorar l'aproximacié a una dis-
tribucidé normal de les distribucions de variables conti-
nues com l'edat i el logaritme de la rad metabolica de les
diferents mostres de poblacié, s'ha aplicat el test de
normalitat de Kolmogorov-Smirnoff, i s'ha representat gra-

ficament amb el calcul de probits acumulats.

La distribucidé calculada amb probits déna la imatge visual

de si un conjunt de dades presenta una distribucié normal
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(que correspon a una recta) o no. Per representar-ho es
calculen les probabilitats acumulades en funcié de la des-
viacié tipica o estandard (D.E.). Per exemple, la probabi-
litat del 50% correspon a una desviacié tipica de zero, i
el probit sera zero. En molts casos a cada valor de prodbit
s'hi sumen 5 unitats per evitar l'aparicié de valors nega-

tius.

Per tal d'avaluar les possibles associacions entre les va-
riables (edat, sexe, consum de tabac, café, i alcochol, i
logaritme de 1& rad metabolica) agrupades de manera cate-
gorica, s'ha realitzat el test exacte de Fisher i a més,
per a les variables continues, s'ha aplicat una prova de

corelacidé de Pearson.

Aquestes mateixes proves estadistiques s'han emprat per a
valorar una possible asociacié entre el fenotip hidroxila-
dor dels individus parkinsonians i el consum d'antipsico-
tics, antidepressius, antihistaminics i levodopa més in-
hibidors de la dopa descarboxilasa en aquesta mostra de

poblacid.
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Finalment, per tal de comparar les dues poblacions estu-
diades amb la debrisoquina (voluntaris sans i malalts
parkinsonians), s'ha aplicat un test exacte de Fisher i

la comparacié de mitjanes mitjangant la prova de la U de
Mann Whitney entre les diferents variables de les esmentades

mostres de poblaciéd.



4. RESULTATS
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4.1. MOSTRA DE POBLACIGO. ACETILADORS DE LA ISONIAZIDA

INH

La mostra de poblacidé estudiada es composa de 126 indivi-
dus, amb una mitjana d'edat de 19,6 + 6,9 anys (x * D.E.),
un maxim de 46 anys 1 un minim de 3. E1 75% té una edat
igual o inferior a 23,5 anys. Un 51,6% (65) sén homes i un
48,4% (61) dones (vegeu la taula 2 i la figura 2). Un
30,8% dels individus sén fumadors. E1l consum mitja de
tabac és de 14,4 * 8,2 cigarrets al dia, amb un maxim de
40 i un minim d'l (vegeu la taula 3). Existeix una asso-
ciacidé entre 1l'edat i els habits toxics (tabac, café, i
alcohol) (vegeu la taula 4), amb una important corelacié
positiva per a cadascun d'aquests habits (p < 0,001 en
tots) (vegeu les figures 3, 4, 5 i 6). De la mostra
analitzada, un 37,5% consumeix café, consum que arriba a
un maxim de 6 tasses al dia, essent 2 tasses al dia el va-
lor més freqliient. E1 consum mitja és de 2,3 * 1,4 tasses
al dia (vegeu la taula 5). Pel que fa al consum d'alcohol,
un 20% de la mostra en consumeix en quantitats que oscil-
len entre els 8 i els 500 g per setmana, amb una mitjana

de 135 * 13,9 g per setmana (vegeu la taula 6).
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Taula 2.- Distribucidé d'edats de la mostra de poblacidé en

s

qué

s'ha determinat el fenotip acetilador de la isoniazida.

mitjana = D.E. 19,6 * 6,9

mediana 20

moda 23

minim = 3; maxim

biaix 0,42

< 20 anys > 20 anys
49,6% 50,4%

Quartils 25% 50% 75%

14 20 23,5
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B - omes
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Taula 3.- Consum de tabac (nombre de cigarrets al dia) en la
mostra de poblacidé en qué s'ha determinat el fenotip

acetilador de la isoniazida.

mitjana * D.E. 14,4 £ 8,2

mediana 15

moda 20

ninim = 1; maxim = 40

biaix 0,64

no fumadors fumadors

69,2% 30,8%

Quartils 25% 50% 75%

10 15 20
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Taula 4.- Encreuament de variables demografiques i fenotip

acetilador en la mostra de poblacidé en qué s'ha determinat el

fenotip acetilador de la isoniazida (valor de p).

edat sexe tabac cafe alcohol fenotip
edat - 0,5;ns 2,8x10° 2,9x10°® 3,5x10%  0,6;ns
sexe - 0,3:ns 0,15;ns 0,23;:ns 0,15;ns
tabac - 1,1x10°® 2,4x10°% 0,02
cafeé - 1,2x10°  0,06:ns
alcohol - 0,18;ns

fenotip
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-

0-9 10-19 20-29 30-39 40-49
edat

B \o fumen (69.2%)

Fumen (30.8%)

Figura 3.- Relacid entre 1'habit tabdquic i 1l'edat en la mostra de
poblacié en qué s'ha determinat el fenotip acetilador de la isonia-

zida.
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5

50

0-9 10-19 20-29 30-39 40-49
edat

B \o on prenen (62.5%) en prenen (37.5%)

Figura 4.- Relacid entre el consum de café i l'edat en la mostra de
poblacid en qué s'ha determinat el fenotip acetilador de la isonia-
zida.
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m

0-9 10-19 20-29 30-39 40-49
edat

B No en prenen (80%) en prenen (20%)

Figura 5.- Relacid entre el consum d'alcohol i l'edat en la mostra de
poblacié en qué s'ha determinat el fenotip acetilador de la isoniazida.
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Figura 6.- Relacidé de l'edat amb els hdbits tdxics en la mostra de poblacid en qué s'ha determinat el
fenotip acetilador de la isoniazida. No s'inclou el grup de 40 a 49 anys perqué tenia molt pocs efec-
tius (només un individu). :

oF1
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Taula 5.- Consum de café (nombre de tasses al dia) en 1la

mostra de poblacidé en qué s'ha determinat el fenotip

acetilador de la isoniazida.

nmitjana * D.E. 2,3 + 1,3

mediana 2

moda 2

minim = 1; maxim = 6

biaix 1,2

no en prenen en prenen

62,5% 37,5%

Quartils 25% 50% 75%
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Taula 6.- Consum d'alcohol (g per setmana) en la mostra de

poblacidé en qué s'ha determinat el fenotip acetilador de la

isoniazida.
mitjana * D.E. 135,5 + 133,9
mediana 56
moda 40
minim = 8; maxim = 500
biaix 1,15
no en prenen en prenen
80% 20%
Quartils 25% 50% 75%
30 56 225
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Un cop determinada la relacid entre l'acetilisoniazida
(AcINH) i la isoniazida (INH) (vegeu la taula 7), el lo-
garitme de la relacid AcINH/INH es distribueix de manera
clarament bimodal (vegeu la figura 7), amb una antimoda

en el valor de log AcINH/INH de 0,15, que correspon a una
rad metabolica d'un valor d'l,43. Aquest punt de tall de
la distribucié de la mostra d'acetiladors també es pot
objectivar en la representacid de probits acumulats de la
mateixa (vegeu la figura 8). Si s'aplica a aquesta distri-
bucidé el test de normalitat de Kolmogorov-Smirnoff, es pot
constatar que no s'ajusta a la distribucié normal (p =
0,001). Segons aixd, i com ja s'ha descrit en altres tre-
balls, aquesta antimoda de la distribucidé determina dues
subpoblacions diferenciades: acetiladors lents, amb raons
metaboliques AcCINH/INH inferiors a 1,43, i acetiladors

rapids, amb valors superiors a l'esmentat.

Segons aquest criteri, un 65,1% (82) dels individus de la
nostra mostra es poden qualificar com a acetiladors lents
i un 34,9% (44) com a rapids. En el punt d'unidé de les

dues distribucions es pot definir una tercera subpoblacié

que en la literatura es defineix com a acetiladors inter-
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Taula 7.- Log AcINH/INH en la mostra de poblacié en qué s'ha

determinat el fenotip acetilador de la isoniazida.

mitjana * D.E. -0,04 = 0,04
mediana -0,21
moda -0,29
minim = -0,85; maxim = 0,91
biaix 0,48
lents rapids
65,1% 34,9%
lents intermedis rapids
64,3% 0,8% 34,9%
Quartils 25% 50% 75%
-0,36 -0,21 0,41




