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1. ARTRITIS REUMATOIDE : CONSIDERACIONES ETIOPATOGENICAS.

1.1 CONCEPTO DE ARTRITIS REUMATOIDE.

Es una enfermedad inflamatoria crdénica gue conduce a una
poliartropatia simétrica con dafioc en el cartilago articular ¥y
zonas Gseas de la proximidad. Esta enfermedad afecta a un namero
variable de articulaciones a las que en Gltimo término lleva a
la destruccién. Ademds presenta a lo large de su evolucidn un

grado variable de afectacién extraarticular.

Se trata de una enfermedad comiin, de causa desconocida, aun-
que su descripcién es relativamente reciente, ya que empezd a

saberse de ella a partir del siglo XVII,

1.2 EPIDEMIOLOGIA.

La artritis reumatoide es una enfermedad de distribucidn
mundial, sin limites geogrdficos. No hay drea geografica o grupo

étnico que esté completamente libre de ella.

Es mids frecuente en el sexo femenino. Su maxima incidencia
se da entre los 40 y 60 afios. En las mujeres la edad de presenta-
cién mas frecuente se sitda entre 45 y 54 ahos, posteriormente
la incidencia se estabiliza, mientras que continta aumentando en
los varones conforme lo hace su edad Spector et al., 1990;

Lawrence 1977).



Sin embargo estos datos no han sido confirmados por un
estudio mas reciente llevado a cabo en la Clinica Mayo, que ha
puesto de manifiesto la existencia de un incremento similar en
ambos sexos de la incidencia de la enfermedad en relacidn con la

edad (Linus et al, 1980).

Los datos sobre si la aparicién de nuevos casos a partir de
los 60 afios de edad es mAs o menos frecuente que en edades
inferiores no son concluyentes., Parece apreciarse una tendencia
a la disminucién de la frecuencia de la enfermedad y de sus
complicaciones mds graves, especialmente en el sexo femenino

(Linus A et al.l1983). No obstante la enfermedad afecta al 1 por

ciento de la poblacidén mundial.

£n 1.958 la American Rheumatism Association (ARA) establecid
11 criterios diagnésticos para establecer la existencia segura,
probable o posible de la enfermedad. Aunque se elaboraron con una
finalidad epidemioldégica y no para hacer un diagnéstico indivi-
dual, se estuvieron utilizando durante 30 aftos (Mitchell et al

1982).

En 1.988 la ARA revisd éstos antiguos criterios (Arnett FC
et al., 1988), para establecer otros siete con los cuales si es
posible hacer un diagndéstico individualizadec de la enfermedad
(Tabla 1). Para ello es necesario que al menos los cuatro
primeros criterios hayan estado presentes durante 6 o mds sema-

nas. La especificidad que se alcanza es de un 89% y entre un 91-



94% de sensibilidad a la hora de estableecer el diagnéstice de

A.R.({ Harris 1990).

TABI A 1

Criterios diagnésticos de artritis reumatoide (*)

1. Rigidez matutina de al menos una hora de duracién.
2. Artritis (**) de 3 o m&s articulaciones

3. Artritis de articulaciones de las manos

4, Artritis simétrica

5. Nédulos reumatoides

6. Positividad para factor reumatoide en suero

7. Alteraciones radiograficas tipicas en manos y

muiiecas.

(*) Arnett et al., 1987.

(**) Artritis se define como tumefaccién de tejidos blandos
o derrame articular observado por un médico.

Se considera que existe artritis reumatoide si al menos se
cumplen 4 de los siete criterios. Los cirterios 1 a 4 deben haber

estado presentes durante al menos 6 semanas.



1.3 FACTORES ETIOPATOGENICOS .

La causa de la enfermedad es desconocida, aunque se han
propuesto diversos factores que podrian estar relacionados con

su etiopatogenia:

1. Factores hormonales (sSexoQ)
2. Factores ambientales
virus y otros agentes externos ( Clima -habitat-
alimentacién.)
3. Factores étnicos

4, Factores genéticos

1.3.1, Sexo v factores hormonales

Se cree que los factores hormonales juegan un papel impor-
tante en la etiologia y curso de la enfermedad, que muestra un
marcado predominio femenino, en una proporcidn que oscila de 2:1

a 4:1.

Las hormonas sexuales femeninas, y especificamente los
estrégenos, ejercen diversos efectos sobre 1los mecanismos inmuni-
tarios, especialmente sobre los linfocitos T (Ahmed SA et al,

1985) .

El embarazo suele inducir una remisién de la enfermedad, que
suele exacerbarse después del parto ( Persellin et al., 1977;

Spector et al., 1990). No se conocen l0s mecanismos gue se €5CON-



den tras el efecto del embarazo sobre la enfermedad. gg pa
intentado relacionar la supresién de la actividad de la enfeype-—
dad con una alfa 2 glucoproteina identificada en el suero de las
enfermas, aungue no se conoce con exactitud cuédl es el pape 1
biolégico de éstas proteinas in vivo {Thomson et al., 1980; Ungar

A et al. 1983).

En Rochester, Minnesota, se observd un descensc en la inci-—
dencia de A.R. a partir del afio 1.960, y este descenso fue
achacado al empleo de anticonceptivos crales, y de estrédgencs
tras la menopausia (Linos A et al. 1980). Sin embargo, estudios
posteriores efectuados sobre esta misma poblacidn por un grupo
de la Clinica Mayo no pudieron confirmar ningun efecto protectoxr
de los anticonceptivos orales frente al riesgo de padecer A.R.

(Linos A et al.1983)

Es posible que los anticonceptivos orales no prevengan la
enfermedad pero modifiquen bastante su cursc, de tal manera que
no aparezca COmO un procesco grave y permanente, y si como un

desorden leve o transitorio (Spector y Hochberg, 1989).

Si tanto el embarazo como el usoc de pildoras anticonceptivas
actian modificando de alguna manera la enfermedad, ¢ disponemos

de una explicacién biolégica?.

Se ha comprobado que ambas circunstancias , uso de anticon—
ceptivos orales y embarazo, producen una elevacion marcada de

factores inmunosupresores en seres humanos, de lo gque €5 un



relfejo la elevacién de alfa 2 glicoproteina (Ungar et al., jg9g3.
’

Von Schoultz y Stigbraund, 1982).

Es posible pués que estos factores actien modificande 1a
actividad del sistema y de la respuesta inmunitarios en un
sentido favorable y duradero en lo que atafie a la evolucidn de

la enfermedad.

1.3.2. Agentes infeccioscos vy factores ambientales.

Durante mucho tiempo se ha pensado que algin tipo de virus
o bacteria podria estar implicado en el desencadenamieto de la
A.R.. Esta relacidén fue sugerida por la mayor incidencia de la
enfermedad en sujetos en contacto con determinados animales

domésticos (Gottlieb et al. 1974)

Posteriormente se ha creido identificar diferentes agentes
infecciosos (o sus marcadores especificos) en las articulaciones
de pacientes con A.R.. De entre ellos, han sido objeto de espe-
cial y sucesivo interés mycoplasma, clostridia, proteus, virus

de Ebstein-Barr y determinados retrovirus.

El interés de la teoria infecciosa ha aumentado cuando se
ha sabido gque hay agentes pat6genos relacionados con una
artropatia de larga duracién (crénica) en lugar de producir una
artropatia aguda. Algunos de estos agentes son bacterias
(Borrelia, Yersinia) y otros son virus (virus de la rubeola ¥y

Parvovirus), capaces de producir una artritis crénica, €SPe-



cialmente en sujetos portadores de HLA-DR4 ((Klonda et al, 1986;

Wwhite et al.1985).

A titulo de ejemplo conviene comentar lo relativo al virus
de Ebstein Barr (VEB). Los argumentos esgrimidos son epidemiolo-
gicos pero también especificamente etioldégicos. El virus tiene
una glicoproteina de superficie (gp 110) cuya secuencia de
aminoacidos glu-leu-arg-ala-ala o glu-arg-arg-ala-ala es similar
a la del antigeno HLA-DW4 y son reconocidos por los mismos
anticuerpos (Roudier et al. 1989; Harris 1990). Parvovirus y VEB
podrian tener un mecanismo considerado como toxicogénico. Los
enfermos con A.R. son portadores faringeos de VEB con mayor
frecuencia que el grupo control. Tienen tambien un nimero mayor
de celulas B circulantes infectadas por el virus y una disminu-
cion de la respuesta inmune dependiente de celulas T citotoxicas

e inducida por VEB (Stastny P 1980).

En resumen la hipétesis de que uno o mds agentes infecciosos
virales o bacterianos pudieran actuar como agentes desencadenan-

tes en un huésped genéticamente susceptible es muy atractiva.

Cabe la posibilidad de gque una pequeia alteracién en la
respuesta de las celulas T ante una infeccidn viral o bacteriana
o la formacién de un neoantigeno al integrarse el genoma viral
en el huésped sea suficiente para desencadenar la enfermedad (Ha-

rris et al., 1989).

1.3.3. Factores é&tnicos.




Se han encontrado con frecuencia variable en diversas
poblaciones unos marcadores de susceptibilidad para el padeci-~
miento de A.R. . Estos marcadores no son sino diversos antigenos
del sistema mayor de histocompatibilidad (HLA). Los antigenos
involucrados, bien que en poblaciones diferentes, han sido los

HLA~DR4 y, en menor medida, HLA-DRI.

Numerosos estudios han apoyado esta asoclacidén en sujetos
de diferente origen étnico. El 60 por ciento de los enfermos de
raza blanca poseen HLA-DR4 por tan solo el 26 % de la poblacidn
general. Algo similar ocurre con los japoneses {(Nakali et al.
1981) , negros norteamericanos (Mody et al 1989) y africanos
(Stastny 1980; Karr et al. 1980), indios (Stastny 1980), venezo-
lanos (Pérez-Rojas et al 1980), mejicanos (Stastny 19380; Ueno
et al. 1981) e indios Chipena (Harvey et al. 1983). Pero no se
ha podido establecer esta asociacidn en otras poblaciones, como
por ejemplo judios de Israel (Schiff et al 1982), Arabes (Lattar
et al.1990) y algunas comunidades indigenas de los EE.UU.

(Willkens et al. 1982).

8in embargo, en algunas poblaciones en las que no se ha
encontrado relacién con HLA-DR4, si se ha detectado relacidn con
el antigeno HLA-DR1 (Schiff et al. 1982). Esto sucede entre la

poblacién de Indios Asidticos y Judios de Israel.

1.3.4. Factores genéticos, El compleio mayor de histocompatibili-

dad.



La causa de la enfermedad es desconocida pero los factores
genéticos son responsables en un 30% de la susceptibiljdad a

padecer la enfermedad.

El reconocimiento de la existencia de esta susceptibilidad
heredada a padecer artritis reumatoide y de que un elementoc que
determina esta susceptibilidad sea un gen cercano al complejo
mayor de histocompatibilidad MHC ha sido uno de los mayores
avances en los esfuerzos por comprender la etiologia de ésta

enfermedad (Moreno y S&nchez 1991; William et al. 1990).

El complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) en Llos
mamiferos es la regién genética que determina la estructura de
aquellas moléculas de superficie celular responsables en gran

medida de las reacciones de rechazo de transplantes.
En el hombre, dicho complejo de histocompatibilidad estéa

constituido por el grupo de genes HLA localizados en el braza

corto del cromosoma 6 (Roitt et al. 1981).

a) Herencia de los genes MHC

Cada individuo hereda un cromosoma 6 materno y otro paterno,
es decir, de cada uno de los padres se deriva un genotipo haploi-

de HLA (Halotipo) (Roitt et al. 1991).

10



b) QOrdenamiento de los genes MHC

El mapa de los genes MHC-HLA humano estd en regiones neta-
mente diferenciadas, y cada una de ellas produce polipéptidos de
una determinada clase. Las moléculas de clase I y II son las que

intervienen en el reconocimiento inmunitario.

La regién D a su vez se subdivide en tres zonas génicas
principales: HLA DP, DQ y DR. (Moreno y Sanchez 1991; Guillemot

1988) .

Los genes que codifican los heterodimeros alfa y beta de las

moaléculas de clase II son @

Para las moléculas DR : HLA DRB1 / DRB3 / DRAL
Para las moléculas DQ : DQ Bl / DQ Al

Para las moléculas DP : DP B / DP A

Las bases inmunogenéticas que confieren la susceptibilidad
individual para padecer A.R. se encuentran en relacidn con el
locus D, que es el que controla la expresidén de los determinantes

de la clase II del MHC.

c) Especificidades HLA antigénicas conocidas actualmente vy
desequilibrio de unidn.

En cada locus génico de la poblacién humana se pueden detec-—

tar muchas especificidades diferentes. Puesto que cualguier

11



antigeno de la regién A puede aparecer junto a cualquier antigeno
B,C o D , el nimerc de haplotipos presentes en los seres humanos
es muy grande y con dos cromosomas no idénticos la cantidad de

genotipos posibles es enorme,

No obstante éste sistema consta de 7 series de antigenos
agrupados en dos clases :
clase I (HLA A.B.C.)
clase Il (HLA DR,DQ,DP y para las especificidades ain
no definidas suficientemente DW) (Moreno y Sanchez 1591; Roitt

et al.1991).

El desequilibrio de unidn es un aspecto importante en la
genética del sistema HLA. Consiste en que dos antigenos,cada uno
de una serie diferente, aparecen juntos en la poblacidén con mayor
frecuencia genética de lo que cabria esperar §i su combinacidn

fuera puramente aleatoria (Nakai et al 1981).

Este fenémeno es importante cuando se considera la asocia-
cién con enfermedad, ya gque algunos antigenos pueden estar
asociados con una enfermedad simplemente porque estdn en desequi-
librio de ligamiento con otro antigeno gue establece la asocia-
cién primaria con la enfermedad de gque se trate (Moreno vy

gdnchez 1991; Reitt et al. 1991; Mody et al 1989).

d) Estructura de los antigenos MHC

12



L.

Por tratarse de moléculas involucradas en el reconocimiento
célula/célula, la mayoria de los antigenos MHC celulares se
encuentran en la membrana celular. La mayoria son glucoproteinas

transmembrana.

Los antigenos de clase II son heterodimercs y constan de
dos cadenas distintas de polipéptidos, denominadas alfa y beta
v unidas entre si mediante enlaces no covalentes. Ambas cadenas

atraviesan la membrana plasmidtica.

La cadena mAs corta, la beta, contiene los sitios aloantigé-
nicos, aunque algunas moléculas de clase II tienen cadenas alfa
con cierto polimorfismo estructural. Las dos cadenas poseen

unidades de carbohidratos (Roitt et al 1991).

e) Funciones de los antigenos del MHC

Estos antigenos son esenciales para las reacciones de
reconocimiento inmunitario. Los diferentes antigenos MHC son

reconocidos por tipos diferentes de células.

Antigenos HLA relacionades con Artritis Reumatoide, peculiarida-

des estructurales vy diferencias raciales,-

Hace aproximadamente unos quince ahos se detects una alta
frecuencia de una molécula de tipo II, concretamente el tipo DW4,

an pacientes con Artritis Reumatoide (Stastny 1978).

13



En trabajos sucesivos se asocid el riesgo de padecer 1la
enfermedad con los genes que codifican la especificidad serolégi-

ca DR4 (McCusker et al., 1988; Cooke et al., 1983).

Poco después se observé que es el HLA-DR4 el que muestra la
asociacién mas estrecha con la enfermedad (Moreno y Sénchez

1991: Lechler et al., 1990;.

La frecuencia de HLA DR4 en pacientes con A.R. es de un 60-
70%, mientras que el grupo control presenta una frecuencia de 27-
35%. Las personas HLA-DR4 + tienen un riesgo de desarrollar
artritis reumatoide cinco a siete veces superior que los que no

son positivos para éste antigeno (Gran et al 1983; Harris 1990).

La frecuencia con que se presenta este antigeno muestra una -
gran variabilidad racial, como se ha sefialado en apartados

anteriores.

El antigenc HLADR1 también muestra una cierta ascciacidn con

la presentacién de la enfermedad (Schiff et al., 1982).

La susceptibilidad genética para padecer la enfermedad se
ha asociado con los antigenos HLA DR4 y DRI dependiendo del

origen étnico de la poblacién ( Harris 1990; Spector et al 1990).

Un mecanismo por el que los antigenos HLA DR4 y HLA DRl

pueden compartir la susceptibilidad para presentar artritis

reumatoide descansa en el concepto de “"Epitope compartide” o la

14



hipétesis de la equivalencia conformacional derivada de un
estudio detallado de la estrutura molecular de las particulas
clase IT MHC (Gregersen et al. 1987; Harris 1990; Spector et al

1990).

El antigeno HLADR4 tiene varios subtipos: DW4. DW10, DW13,
DW14 vy DW15 (Jaraquemada et al. 1984; Harris 1990; Spector et

al. 1990).

Gracias a la secuenciacién del DNA del gen que codifica las
moleculas de clase II se han obtenido las diferentes secuencias
de aminoacidos de las cadenas alfa y beta de las diferentes
moleculas HLA, y la diferente disposicién de los aminoécidos
influird sobre la interaccién entre la celula presentadora de
antigenc (CPA) y el antigeno y el receptor de la celula T helpex

(Roudier et al. 1989; Gregersen et al. 1988).

La secuencia especifica de aminoédcidos encontrada en la
tercera regién hipervariable de las cadenas beta es la que

confiere la susceptibilidad asociada a artritis reumatolide

(Merriman et al., 1989).

El epitope compartido desde el aminodcido en posicidén 70
hasta el que se encuentra en posicién 74 y que favorece la
susceptibilidad a presentar A.R. €S glutamina—leucina—arginina—
alanina-alanina © glutamina—arginina—arginina~alanina—alanina
(Spector et al. 1990; Harris 1990; Watanabe et al 1989). LOS

subtipos DWd y DWl14 del antigeno HLA DR4 son independientes de

15



las otras formas en cuanto a su relacién con el riesgo de apari-
cién de artritis reumatoide y tienen la secuencia de aminodcidos

mencionada en la tercera regién hipervariable de las cadenas beta

( Harris 1990).

16



2. POLIMORFISMO GENETICO: CONCEPTO

Puede definirse de diversas formas, todas €llas coincidentes
en el fondo y en gran medida intercambiables ( Arias et al.,

1991):

1.- Presencia en el mismo habitat de dos o mas formas
discontinuas de un gen, en proporciones tales que las formas mas
raras no pueden ser mantenidas por sucesivas mutaciones .,

2.- Rasgo mendeliano que existe en la poblacién en al menos
dos fenotipos (y posiblemente en al menos dos genotipos), sin que
ninguno de ellos esté presente en menos de 1 o el 2 por ciento
de los individuos.

3.- Presencia en la misma poblacién de dos o mids alelos en

un locus, cada uno con una frecuencia apreciable

Los genes polimérficos pueden ser estructurales o afectar
a moléculas con accién enzimdtica. En este ultimo caso los
sustratos pueden ser endogenos (endobidticos) o exbgenos
(xenobi6ticos). Un xenobidtico es toda aquella sustancia que
penetra en el organismo y que no puede ser utilizada como
elemento estructural ni para la obtencidn de energia, aunque si
pueda influir sobre el funcionamiento de los sistemas metaboli-—
cos. La mayor parte de los farmacos son xenobidéticos, asi como
los contaminantes ambientales de todo origen que estan penetrando

continuamente en el organismo.

17



Cuando un polimorfismo genético afecta a una moléenula
enzimdtica involucrada en el metabolismo de xenobi6ticos determi-
nard el grado de respuesta a sus sustratos especificos. Si son
medicamentos, variard la respuesta o la toxicidad de los mismos.
Si son xenobiéticos ambientales, su accién lesiva podrd variar
dependiendo de que hayan de enfrentarse a una forma activa o

inactiva de su enzima especifico.

Los individuos que tienen un metabolismo deficiente en
relacién a un cierto sustrato son metabolizadores lentos o
portadores del fenotipo PM { del inglés "poor metabolizer” ). Los
sujetos portadores de la forma funcionante del enzima se clagiti-
can como metabolizadores rApidos o portadores del fenotipo EM

("extensive metabolizers").

En la actualidad se conocen al menos cuatro polimorfismos
enzimadticos que afectan a sustratos exdgenos (xenobidticos) y que
estdn bien caracterizados. Tres de ellos son de tipo estructural,
y afectan a la ordenacidén o el numero de amincacidos de la
molecula enzimdtica. El otro es un polimorfismo de regulacidn gue
afecta a la capacidad de induccién de la enzima arilhidrocarbu-
rohidroxilasa (CYPLAl), involucrada en la activacién de numaerosos
carcinégenos presentes en el humo del tabaco y presuntamente
relacionado con el riesgo de desarrollar céancer de pulman en

sujetos fumadores (Caporaso et al., 1991).

Dos de los tres polimorfismos estructurales afectan &

isoenzimas del sistema P-450 y el otro a la actividad de una
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enzima de fase 2, la N-acetil transferasa polimorfica (vér mas
adelante). Aunque los tres polimorfismos son completament+e
independientes entre si, comparten el mismo tipo de herencia
mendeliana simple o autosémica. El alelo que comporta la capaci-
dad de sintetizar la forma activa del enzima es dominante, ¥ el
(o los) alelo(s) incapaz de sintetizar moléculas funcionalmente
activas es recesivo. Por lo tanto los "metabolizadores rdpidos™"
pueden ser homo © heterocigotos para el alelo dominante mientras
que los "metabolizadores lentos” han de ser homocigotos obligados

para el alelo recesivo.

La PFarmacogenética estudia la influencia que tienen las
caracteristicas genéticamente determinada sobre el metabol ismo
y, en general, sobre la actuacién de los farmacos. Podemos
ampliar el campo de su interés a todos los =xenobidticos. Los
polimorfismos enzimaticos que hemos definido constituyen el
aspecto mas importante de la farmacogenética, y si utilizamos el
concepto amplio que acabamos de proponer, no cabe duda de que
tales polimorfismos han de influirx de forma importante sobre los
efectos patégenos de los xenobidticos que utilizan enzimas

polimérficos en su transito por el organismo.

Un xenobiético sometido a un peolimorfismo enzimdtico ¥
nocivo para el organismo puede actuaxr <coOmo carcindégeno, COmo
desencadenante de una reaccidn inmunitaria inadecuada, <C€ONOQ
genotdéxico o simplemente CoOmMo téxico celular. Si es el proplio
xenobidtico el responsable de la actuacidn nociva, es evidente

que los metabolizadores répidos estardn mejor equipados Ppara
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neutralizarlo que los lentos. §i por el contrario @s el metaboli-
to generado a través de la via polimdrfica el que ejerce la
accién patégena, serdn los metabolizadores lentos los que tengan
ventaja genética contra esa agresion en concreto. Ambas situacio-

nes se dan en la realidad.

De lo que se acaba de sefalar se deduce que son muchas,
potencialmente, las enfermedades humanas que pueden guardar
relacién con algun polimorfismo enzimatico. De eontre ellas
destacan los tumores malignos, las enfermedades auto o disinmu-
nes, las reacciones toéxicas idiosincraticas a medicamentos e
incluso las alteraciones genéticas producidas durante el desarro-

llo embrionario.

Este estudio se centra en la posible relacién entre dos
polimorfismos enzimdticos, el oxidativo de tipo debrisoguina/es-
parteina y el acetilador, y una enfermedad autoinmune, la artri-
tis reumatoide. En los puntos siguientes se profundiza en los
conocimientos actuales sobre las caracteristicas de ambos poli-

morfismos.
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3, SISTEMA OXIDATIVO MICROSOMAL CITOCROMO P-450

3.1, Aspectos generales

El sistema citocromo P-450 es un complejo de enzimas o
isoenzimas responsables del metabolismo oxidativo de numerosas
sustancias exdgenas y enddgenas, entre estas Gltimas prostaglan-

dinas, acidos grasos y esteroides.

piferentes reacciones son catalizadas por este sistema P-450
pero la mds importante es la mono-gxigenacidén de sustratos,
Las enzimas que catalizan dichas reacciones se denominan monooxi-

genasas u oxidasas de funcidn mixta.

su funcién es la oxidacién de un compuesto, mediante la
transferencia de un &tomo de oxigeno (cobtenido a partir de
oxigeno molecular, que sufre una divisioén interaccionando con un
par de electrones transportados por dos Aatomos de hidrdgeno),
mientras que el otro &tomo de oxigeno, producto de la divisién

del oxigeno molecular, se utiliza para la formacién de agua

(Vessey 1990).

Este conjunto de enzimas © iscenzimas se encuentra locali-
zado en las membranas del reticulo endoplasmico de numerosos

tipos celulares, pero sobre todo de las células hepaticas (Brosen

1990).
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Cada isoenzima del sistema citocromo P-450 estd formade por
una proteina y un grupo hem que actda como grupo prostético. Se
trata por tanto de hemoproteinas cuyos PM varian entre 48.000 y
56,000 Kd. Las diferentes formas de P-450 son isoenzimas <on

distinta secuencia de sus aminodcidos (Vessey 1990).

Los citocromos P-450 son hemoproteinas que participan en la
cadena transportadora de electrones en los microsomas hepaticos,
aceptando electrones cedidos por el NADP, aunque también pueden
proceder del NAD, y donando un Atomo de oxigeno posteriormente

al sustrato.

2 H + P450 - 0, —--> P450 - 0,7 + 2 W

R - CH, + 2 H + P450 - 0,7 ---> RCH,OH + H,= + P450

Cada isocenzima P-450 tiene la capacidad de incorporar un
dtomo de oxigeno molecular a un sustrato O grupo de sustratos
especifico. Las reacciones de oxidacién forman parte de las
reacciones de fase I. Los productos que han sido oxidados pueden
ser metabolizados en reacciones posteriores de conjugacidn,

denominadas también reacciones de fase II (Brosen 1950 .

3.2 Localizacion.

Fl sistema microsomal multienzimatico citocromo p-450 s#e
localiza de forma principal, aunque no exclusiva, en el roticuloe

endopldsmico de las células hepaticas (Vessey 1990y, Tambridn e
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han encontrado representantes de este sistema en otros dérganos

y tejidos: rindn, corteza suprarrenal, etc.
In el ser humano el namero total de isoenzimas del sistema
p-450 es superior a 20, y con sus isoformas puede llegar a

200({Nelson y Strobel 1987).

3.3 Ciclo catalitico del citocromo P-450.

Las etapas de la hidroxilacién de un sustrato y las reaccio-
nes de oxidacién-reduccién son las siguientes (Vessey 1990):

1.- Interaccién del sustrato con el citocromo P-450.2.- El
complejo c¢itocromo P-450 + sustrato formadeo, es reducido al
aceptar un electrén procedente de la citocromo P-450 reductasa.
(El hierro de citocromo se reduce pasando a la forma ferrosa).

3.- La forma citocromo P-450 + sustrato reducido puede
captar oxigeno, dando lugar a oxicitocromo P-450. Si en condi-
ciones experimentales se une a mondxido de carbono se origina la
forma caracteristica, cuyo pico maximo de absorcidn 6ptica se
fija en 450 nm, del que deriva el nombre de P-450.

4.- En una cuarta etapa, el oxicitocromo puede ligar un
sequndo electrén, dando lugar a peroxicitocromo P-450.

5.- Tras dos etapas intermedias el ciclo es completado. 5e
descompone el oxigeno activado, se forma un sustrato oxidado ¥y

se recupera el citocromo P-450 en su forma oxidada inicial.
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3.4 Iscenzimas del citocromo P-4510.

Se conocen numercsas isoenzimas del citocromo P-450. Formnan-
do parte de su estructura cada isoenzima consta de una proteina
y de un grupo heme. Todas las isoenzimas llevan a cabo reaccio-
nes de oxidacién. La secuencia de aminodcidos préxima al grupo
hem guardan mucha similitud entre las diferentes isocenzimas. Por
el contrario, los aminodcidos restantes o mas alejados del grupo

hem difieren considerablemente de un tipo a otro de iscenzimas.

Las diferencias encontradas en las secuencias de aminoadcidos
de los lugares activos son los que dan a las iscenzimas su dife-
rente especificidad para sus funciones de oxidacién (en la
mayoria de los casos en el interior del reticulo endoplasmico)

sobre sus sustratos especificos(Nebert y Gonzalez 1987).

Fl sistema P-450 es una superfamilia de isoenzimas. Las
isoenzimas que tienen una similitud estructural en su secuemncia
de aminodcidos constituyen una familia. Cada familia se denomina
con las letras CYP y el nimero de orden correspondiente . Se
conocen 30 familias en la Naturaleza; de ellas, diez son propias

de los mamiferos (CYP 1,2,3,4,7,11,17,19,21 vy 27y,

Los genes que codifican la sintesis de las iscenzimas del
sistema P-450 proceden todos de un antecesor comin que existid
hace 1.500 millones de afios(Brosen 1990;Nebert y Gonzalez 1987;
Nelson y Strobel 1987) y que por mutaciones y duplicacicones

sucesjivas fue originando diferentes formas isoenzimaticas.
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Las familias 1,2,3 y 4 se encargan fundamentalmente del
metabolismo de xonobidéticos, mientras que las otras estén involu-
cradas en el procesamiento de sustancias endbgenas. Cada familia
puede incluir a su vez diversas subfamilias; las isoenzimas que
pertenecen a una misma subfamilia han de tener una similaridad
estructural superior al 55 %. Una descripcion detenida de las
familias CYP 1 a 4 y de las especificidades de sus isoenzimas
queda fuera de esta introduccién (ver Gonzalez 1992). La presen-
cia de familias dedicadas al metabolismo de xenobidticos se
explica por la aparicién sucesiva en el mundo vegetal de toxinas
capaces de dafiar a sus predadores animales, que a su vez selec-—-
cionaron las mutaciones protectoras capaces de neutralizar estos
téxicos. Las diferencias inter-especies de su especificidad se
deben a las distintas agresiones ambientales a las que cada
especie se ha ido viendo expuesta a lo largo de su evolucidn

(Gonzdlez 1992).

La isoenzima CYP2D6 de la subfamilia CYP2D, cuya presencia
se ha detectado sobre todo en higado, pero también en rinén e
intestino, esta dotada de polimorfismo, segln se ha definido
anteriormente. Uno de los dos aspectos de que consta esta Tesis
se basa en la existencia de esta isoenzima Yy de su presunta
relacién con diversas enfermedades "espontaneas”, por lo que a
continuacién se desarrollan en profundidad los conccimientes

actuales sobre la misma.
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4. POLIMORFISMO OXIDATIVO DE TIPO DEBRISOQUINA-ESPARTEINA

4.1 Primeros descubrimientos:

En 1977 Mahgoub et al. estudiaron un grupo de 94 sujetos
sanos, a quienes administraron 10 mg de debrisogquina (DBQ). La
determinacidén en la orina de las 8 horas siguientes de debriso-
quina y de su metabolitc 4-OH-DBQ mostrd que 3 individuos apenas
mostraban indicios del metabolito en la orina, mientras que los
dem4ds parecian oxidar eficazmente el medicamento. Dado que el
estudio se realizé en grupos familiares, pudieron sugerir que se
hallaban ante un polimorfismo genético y que los metabolizadores
ineficaces de DBQ eran homocigotos para un alelo recesivo. La
demostracién de este hecho fue proporcionada tres afios més tarde

por el mismo grupo (Price-Evans et al, 1980).

Quedé asi establecida la existencia de un seqgundo polimor-
fismo genético (el primero identificado fue el acetilador). Los
metabolizadores lentos de debrisogquina representan menos del 10

$ de la poblacién y son homocigotos para un alelo recesivo.

Debrisoquina es un antihipertensivo bloqueante adrenérgico
comercializado por Roche bajo el nombre de “Declinax". No esta
disponible en Espana pero si en Gran Bretafa. Su utilizacidn como
antihipertensivo es préacticamente nula en el momento actual y el
interés de esta molécula se centra, fundamentalmente, en ser el
primer sustrato que sigue esta via polimérfica que se identifico.

De no ser por esta circunstancia, hace tiempo que habria sido
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retirada del mercado, en el que se mantiene probablemente por una
concesién del fabricante hacia los muchos laboratorios que la

utilizan para estudios como el que se presenta en esta tesis,

En 1979, un grupco aleman de investigadores detectd una
deficiencia en la N-oxidacién de esparteina en un pequenc porcen-
taje de mujeres que recibian este farmaco como oxitécico {Eichel-
baum et al, 1979). Pronto se llegdé a la conclusién de que ambos
farmacos seguian la misma via oxidativa polimérfica (Eichelbaum,
1982) . Desde entonces han sido numerosos los medicamentos que se
han sumado a esta lista (Tabla 2 ), aungque en muchos <asos no
utilizan s6lo esta via metab6élica, sino que pueden utilizar otras
alternativamente, cuando la enzima encargada de esta reaccioén no

es operativa o no existe.

4,2 Distribucién en Qoblaciones:

Hay numerosos estudios en poblaciones distintas que muestran
que el porcentaje de metabolizadores lentos de debrisoquina es
siempre inferior al 10 %. Los realizados en poblaciones europeas
han sido objeto recientemente de un estudio conjunto (Alvan
1990). En Espafia el porcentaje de metabolizadores lentos de
debrisoquina se sitia alrededor del 6 % (Benitez et al, 1988).
En otros grupos étnicos el porcentaje de metabolizadores lentos
parece ser aln menor. Al menos eso es lo seflalado en una pobla-
cién negra nigeriana (Iyun et al., 1986), en chinos (Lou et al.,
1987), en japoneses (Ishizaki et al., 1987; Horai et al., 1990)

y en general en la mayor parte de los grupos no catcdslcos
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estudiados (Clark 1985, Horai 1988). La importancia de estas
diferencias étnicas reside, desde el punto de vista de investiga-
ciones como la aqui presentada, en la necesidad de seleccionar
grupos controles del mismo origen étnico que los de estudio, algo
que debe tenerse en cuenta en sociedades multirraciales, como la

norteamericana y menor grado la briténica.

4.3 Bases genético-moleculares:

La isocenzima del sistema microsomal P-450 responsable del
polimorfismo de tipo debrisoquina-esparteina ha sufrido muchos
avatares en su denominacién: P-4S0BI (Gut et al., 1.986);
P450IID1 (Nebert et al. 1.987), P~450dbl ( Gonzalez et al., 1988;
Brosen 1990) v finalmente P-450IID6. En el momento actual parece
imponerse la tendencia de usar la misma denominacién (CYP2D6)
tanto para el gen como para su producto proteico, aunque no es

incorrecto seguir denominado a este Gltimo P-4501ID6.

El gen que codifica la sintesis de la isoenzima CYP2D6 esta
ubicado en el brazo largo del cromosoma 22 , en estrecha proximi-
dad al gen del grupc sanguineo Pl (Eichelbaum et al., 1987) y al

oncogen SIS (Skoda et al., 1988).

Este gen (CYP2D6) ha sido secuenciado (Kimura et al., 1989).
Contiene 9 exones y B8 intrones y estd acompanado por otras dos
estructuras genéticas de secuencia muy similar, denominadas
respectivamente CYP2D7 Yy CYP2D8, que aparentemente tienen las

suficientes modificaciones en su secuencia {especialmente la
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segunda) para ser incapaces de elaborar el mensaje para la sinte-
sis de la enzima. El gen CYP2D6 muestra numerosas modificaciones
en su secuencia, pero la mayoria de ellas no implican un funcio-
namiento deficiente (Tyndale et al., 1988). Sin embargo, cuando
alguna mutacién interesa el punto estratégico, en el que reside
la capacidad funcional, se origina un alelo mutante no funcionan-
te {Skoda et al., 1988; Gonzalez et al., 1988; Kagimoto et al.,
1990). Este punto estratégico podria haber sido identificado en
la transicién entre el intrén 3 y el exon 4 del gen {(Gough et
al., 1990) . La antigua (i1987!) polémica acerca de si no se
producia proteina enzimdtica o si se originaba una molécula no
funcionante parece pues zanjada a favor de la primera teoria

(Dayer et al., 1987; Osikowska-Evers et al., 1987).

El conocimiento de las mutaciones que acarrean la ineficacia
del gen y la aplicacién de técnicas reaccidén en cadena de polime-
rasa {PCR) y polimorfismo de longitud de fragmentos de restric-
cién (RFLP) han permitido desarrollar métodos para identificar
genéticamente a los sujetos metabolizadores lentos (Heim & Meyer,
1991), no sin cierta peolémica acerca de la wvalidez y de la
paternidad de las técnicas (Daly et al., 1990; Heim & Meyer

1991).

En esencia, el estado actual de nuestros conocimientos es
el siguiente: Mediante la técnica de RFLP utilizando la enzima
de restriccién Xbal se identificaron dos fragmentos correspon-
diente al locus genético P4501ID6 que tenian respectivamente 11,5

y 44 kilobases (kb}, y otros fragmentos de 29 kb que la réenica
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empleada no podia dilucidar si eran idénticos o diferentes enrre
si. Los sujetos con genotipo 44/44, 11,5/11,5 y 44/11,5 eran
metabolizadores lentos, pero estos tres genotipos s6lo represen—
taban al 25 % de los metabolizadores lentos, mientras gque el 75
% restante quedaba englobado, junteo con los metabolizadores rapi-

dos, dentro del genotipo 29/29 (Skoda et al., 1988).

En este punto se aifadid a la técnica de RFLP la de PCR (Heim
& Meyer, 1990), que permitid diferenciar dentro de los fragmentos
de 29 kb al menos cuatro variedades. La variedad mds frecuente
o wt ("wild type”) es la que comporta la capacidad de sintesis
de moléculas enzimadticas funcionalmente activas. Los alelos
mutantes 29A y 29B carecen de esta capacidad. El alelo 29C es
poco frecuente, pero es capaz de codificar la sintesis de una
molécula enzimdtica funcionalmente activa. Los sujetos homocigo-
tos para el alelo 29wt o heterocigotos para este alelo v
cualquiera de los mutantes 29A, 29B, 44 u 11,5 {mutacidén D) son
metabolizadores rapidos, pero aguellos con combinaciones diversas
de cualquiera de los 4 alelos mutantes citados son metabolizado-
res lentos. Los sujetos heterocigotos WT/29C se comportan como
metabolizadores rapidos homocigotos. Mediante el empleo sucesivo
de ambas técnicas es pesible identificar genotipicamente a todos
los metabolizadores rédpidos, ya sean homo o heterocigotos pdra
el alelo 29wt, y al 90,6 % de los metabolizadores lentos (Broly
et al., 1991). En un estudio reciente sobre la poblacién sueca
este porcentaje de identificacién se ha elevado hasta el 99 %
(Dahl et al., 1992). Sin embargo, es précticamente seguro (ue

existe al menos otro alelo mutante asociado al genotipe lento y
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que la proporcién relativa de estas mutaciones Nno es la misma en
todas las poblaciones. Hay datos que indican que, en algunos
casos (sujetos de origen chino), el fragmento de 44 kb posee atn
cierto grado de capacidad funcional, lo cual indica que havy
cierta heterogeneidad dentro de é1 (Yue et al, 1990). Probable—
mente es la existencia de esta variante alélica parcialmente
activa la que explica la aparente paradoja de que en las
poblaciones orientales apenas haya PM y sin embargo la tasa
metabélica media sea significativamente inferior a la de los EM
de grupos de raza blanca (Kalow 1991). Concretamente este estudio
cita los primeros 377 miembros del grupo de controles sanos

presentado en esta tesis (Benitez et al. 1988).

La mutacién 29A se debe a la delecidébn de un nucleétido en
el exén 5. La 29B es consecuencia de siete mutaciones puntuales.
La mutacién 11,5 (mutacién D) se debe a la delecién del gen
CYP2D6 completo y la mutacidén 44 es la asociacién del alelo 29B
(en sujetos caucasicos, al menos) con otro gen extra hasta el

momento no filiado (Heim & Meyer, 1990}.

De forma paralela se ha investigado sobre las propiedades
estructurales que han de tener las moléculas para poder actuar
como sustratos de esta isoenzima. Se ha elaborado un patrén
tridimensional al que se ajustan estos sustratos (Islam et al.,
1991). Es posible que pequefias mutaciones que afecten a un solo
aminodcido de la molécula enzimdtica alteren la capacidad oxida—
o no para

tiva de la isoenzima para un sustrato bufuralol) per

otro (debrisoquina) (Matsunaga et al., 1990).
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4,4 Aspectos técnicos:

El método clésico para clasificar a 1los sujetos que
constituyen una poblacién de estudio como metabolizadores rapidos
o lentos se ha basado desde los trabajos iniciales y ya citados
de Mahgoub et al.(1977) y de Eichelbaum (1979) en la administra-
cién de un sustrato, debrisoquina y esparteina respectivamente,
y en la determinacidén en la orina de las horas siguientes de la
excrecién del férmaco administrado y de su metabolito originado
precisamente a través de la via P450IID6. De la proporcidn entre
ambas fraceiones se obtenfia una cifra, denominada indice
metabélico o "metabolic ratio” (MR). Mediante andlisis matemdtico
de los valores para MR en grupos amplios de poblacién se inferia
el valor de la "antimoda", que es aguel gue marca el punto de
menos acumulacién de casos y que separa las dos poblaciones, la
de metabolizadores répidos y la de metabolizadores lentos.
Posteriormente se ha utilizado el dextrometorfano como sustrato,
con resultados equiparables y la ventaja de que estd facilmente
disponible y carece practicamente del riesgo de efectos adversos

(Hildebrand et al., 1989).

Ccuando, como se ha hecho en el estudioc aqui presentado, se
utiliza debrisoquina como sustrato, el valor de la antimoda mas
universalmente admitido desde que fue propuesto por Price-Evans
en 1980, es el de 12,6 (Log 10 1,1). Tan generalizada es St
utilizacién que un investigador en este campo ha comparado a esta
constante con la velocidad de la luz, dada su inmutapbilidad. Sin

embargo, ha sido cuestionada (Henthorn et al., 1989).
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Los métodos basados en la administracion de un sustrato
tienen varios inconvenientes. El més importante desde un punto
de vista doctrinal es que no permiten diferenciar a los meta-
bolizadores rapidos homo~ de los heterocigotos. 5e ha propuesto,
cuando se utiliza debrisoquina como sustrato, que los metaboliza—
dores rapidos homocigotos tienen valores para MR inferiores a 1,
mientras que los heterocigotos estarian por encima de easte
limite, v légicamente por debajo de 12,6. Sin embargo este limite
es arbitrario, no se ajusta a la ley de Hardy-Weimberg y algunos
autores han considerado que debe ser rechazado (Evans et al.,
1989). Los 1dltimos hallazgos en relacidn con el genotipo
oxidativo de debrisoquina y la identificacidén de EM homo- v
heterocigotos han dado cierta validez a esta aproximacion

empirica, como se comentard mids adelante (discusién).

El segundo factor que resta fiabilidad y exactitud a las
técnicas de fenotipado basadas en la administracidn de un sustra-
to es la existencia de productos que interacciocnan con la enzima.
Estas interacciones son de dos tipos: potenciadoras (inductoras)

y bloqueantes.

La induccién enzimdtica es un fendmeno muy frecuente en el
sistema microsomal P-450. Las sustancias inductoras suelen sex
las mismas que utilizan la isocenzima inducida. La iscenzima
P4501ID6 es muy poco o nada inducible por diversos inductores
habituales (Eichelbaum et al., 1986; Schellens et al., 1989 ;
Kallio J et al., 1988), aunque hay algunas discordancias al

respecto (Zhou et al., 1991). En todo caso, si existiera algun
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inductor eficaz, éste sdlo actuaria en metabolizadores réapidos,
que son los dnicos capaces de sistetizar la molécula enzimatica,
por lo que en la préictica no podrian transformar un metaholizador

lento en répido.

El bloqueo enzimidtico si representa un Jgrave problema
practico. Los numerosos sustratos de la 1isoenzima P450I1ID6
ejercen una inhibicién competitiva con los sustratos utilizados
para la determinacién del fenotipo, de modo que tal determinacidn
se ve falseada si se realiza en sujetos que estén bajo tratamien-

to con alguno de tales farmacos.

Esta cuestidén estéd sobradamente demostrada en numerogisimos
estudios que muestran marcadas elevaciones de MR en sujetos en
tratamiento con neurolépticos (Syvdlahti et al., 1986; Gram et
al., 1989 Spina et al., 1991; Fischer et al, 1992, Spina et al,
1992), antidepresivos (Derenne et al, 1989; Crewe et al., 1992y,
y una amplia gama de moléculas, tanto xeno como endobidticos

(Inaba et al., 1985; Fonne-Pfister y Meyer, 1388).

Algunas de estas moléculas inhibidoras no son sustratos de
la isoenzima P450IID6, pero se fijan a sus sitios activos y la
inactivan de forma persistente. Es el caso de quinidina (Brosen
et al., 1987) y en menor grado de cimetidina (Philip et al, 1989)
y cloroquina {Inaba et al., 1985). La importancia de las interac-
ciones de tipo inhibidor sobre la actuacidén de la isoenzima
P450TIDG ha sido comentada recientemente (Caporaso & Shaw, 1331},

y uno de los errores de interpretacién mds importantes que se han
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cometido por este motivo fue el gue puso en relacidn el rissgo
de padecer enfermedad de Parkinson con la posesién del fenotipo
oxidativo lento de debrisoquina (Barbeau, 1985), cuando esce
hallazgo era motivado por la inhibici6n enzimética ejercida porxr
un antihistaminico administrado a los enfermos. No obstante, como
se comentara después, este falso hallazgo ha tenido cierta
repercusién posterior y puede, finalmente, haber algo de cierto

en la existencia de la relacién sehalada.

La edad y el sexo no ejercen un efecto significativo sobre
la eficacia oxidativa de debrisoquina (Steiner et al.,1985;
Siegmund et al., 1990; Vincent-Viry et al, 1991). Este hecho es
importante, porque permite utilizar como controles a sujetos
jévenes y sanos, gue no toman medicacién ninguna, aunque el grupo
de estudio esté formado por personas de mas edad. No es aconseja-—
ble realizar estudios de distribucién del polimorfismo oxidativo
de debrisoquina en sujetos con enfermedades que puedan alterax
el metabolismo del sustrato, especialmente hepéticas o renales,
pero ain asi parece que la presencia de hepatopatia no muy
avanzada no afecta significativamente a la actividad de esta

isoenzima (Larrey et al., 1989).

Se discute si la actividad de la isoenzima P4501ID6 varia
a lo largo del dia, de acuerdo con un ritmo circadiano {Lee ,
1988; Shaw et al,, 1990). Mientras se esclarece esta cuestion

parece recomendable realizar todas las pruebas a la misma hora

del dia.
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Todas estas cuestiones perderdn importancia en el momento
en el que se generalice el empleo de métodos de genotipado
basados en los conocimientos resumidos en el punto 3 de este
capitulo. Estas técnicas serén las (nicas gue se utilizaran en
un futurc inmediatc, porque permiten separar metabolizadoress
lentos homo de heterocigotos e identificar individualmente los
diferentes alelos mutantes, no precisan de la administracién de
un sustrato, que siempre implica cierto riesgo, y la posibilidad
de una recogida defectuosa de la orina, Yy estan libres de
interacciones medicamentosas, ambientales o de efectos dependien—
tes de la edad, el sexo, la hora del dia o cualesquiera que
quieran plantear los criticos. De hecho, todos los estudios con
técnicas de fenotipado que muestren alguna relacion entre este
polimorfismo y el riesgo de padecer alguna enfermedad habréin de
ser contrastados con nuevos estudios que utilicen técnicas de

genotipado e identificacidn alélica.

4.5 Polimorfismo oxidativo de debrisoquina v enfermedades "espon-—

taneas"

Un rasgo genéticamente determinado, como es el que estanos
estudiando, puede guardar relacién con el riesgo de padecex

nunerosas enfermedades a través de unc o mas de los siguisntes

mecanismos:

a) Porque entre el gen que codifica la sintesis de la
enzima y un gen relacionado con el riesgo de padecer La enferme—

dad existe una vecindad suficiente como para establecer un dese —
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quilibrio de ligamiento. Se sabe gue el gen polimérfico CYP2D6
estd situado en el brazo largo del cromosoma 22 (Eichelbaum et
al., 1987) v en la proximidad del oncogén c-sys (Skoda et al.,

1988).

b) Porque algin xenobidtico involucrade en la patogenia de
la enfermedad sea procesado por la enzima polimérfica. De este
modo los metabolizadores lentos deberian procesar el sustrato por
otras vias, o tratar de eliminarlo inmodificado, mientras que los
rédpidos lo metabolizarian eficazmente por la via P-450IID6. Este
mecanismo es perfectamente conocido en lo referente a las reac-
ciones adversas por muchos farmacos que siguen esta via polimér-
fica, perc en lo referente a enfermedades de aparicidn espontanea
y etiologia no filiada apenas hay datos y los argumentos son

fundamentalmente hipotéticos.

Existen dos posibilidades. La primera es gue el presunto
xenobiético sea el agente nocivo y por lo tanto que la oxidacidn
eficiente lo inactive y reduzca el riesgo de padecer la enferme-
dad. En este caso los metabolizadores répidos estarian protegidos
contra el agente nocivo y la enfermedad seria mds rara en elleos.
La sequnda opcién es que el metabolito producido a través de la
via polimérfica sea el agente lesivo y en este caso la posesidn
de una elevada capacidad oxidativa incrementaria el riesgo de

sufrir la enfermedad.

iQué enfermedades guardan mayor relacidén con agentes xeno-

bidticos?. Desde luego muchos tumores malignes, en los que la

37



actuacién de carcindégenos ambientales es indudable. Sin embargo,
hasta hace poco no se habia identificado ningln carcindgeno que
utilizara la via P-450IID6 para su procesamiento y presunta
activacién. Hoy sabemos que al menos hay uno, el NNK (4-(metil-
nitrosamino)~-1-(3-piridil)-l-butancna, presente en el humo del
tabaco y que sique, al menos parcialmente, esta via (Penman et
al., 1993). No obstante, la mayoria de los hidrocarburos aromatci-
cos carcinégenos del humo del tabaco son procesados por la aril-
hidrocarburo~hidroxilasa (P450IA1), que también muestra una forma

de polimorfismo inductive, no estructural (Caporaso et al.,

1991b).

Ademds de los tumores, aquellas enfermedades en las que se
supone que existe un mecanismo disinmune que puede ser puesto en
marcha por xenobidticos son también candidatas a guardar relacidn
con rasgos polimérficos. Las reacciones adversas a farmacos no
serian sino un subgrupo de estos procesos en los que el xenobid-
tico desencadenante es conocido. La hipotética intervencidn de
agentes ambientales en el desencadenamiento de muchas enfermeda-
des ha sido propuesta en colagenosis y enfermedades auto ©
disinmunes, enfermedades neurodegenerativas y procesos de base
metab&élica, entre otros. En los parrafos que siguen se desarro-
1lan los conocimientos existentes a este respecto en lo referente
al polimorfismo oxidativo de DBQ, que estAn en la base de la

justificacién de este trabajo.

4,5,1. Neoplasias
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El interés por la posible relacién surgidé en 1981, cuando
Idle et al. publicaron un estudio sobre 1la distribucién del
fenotipo oxidativo de DBQ en un grupo de 59 pacientes nigerianos
de raza negra portadores de tumores diversos, especialmente
digestivos. Todos los enfermos salvo uno eran EM, un exceso que
alcanzaba significacién estadistica al compararlo con los contro-
les. Este trabajo es muy criticable desde el punte de vista
metodolsgico por la cortedad y heterogeneidad de la serie, vy
ademds sus conclusiones no son aplicables a otras zonas del mundo
(la etiopatogenia del hepatoma, por ejemplo, es totalmente
distinta), pero sirvié para abrir una linea de investigacidén muy
interesante en la que se han obtenido avances importantes que se

resumen a continuacidén.

4,5,1.1. Céncer de veijiga: En un estudio se ha detectado una
mayor capacidad oxidativa en pacientes con urotelioma vesical que
estuvieron sometidos a exposicidn profesional a carcinégenos,
pero sin diferencias en la distribucién del fenotipo (Benitez et
al. 1990). Tales diferencias fueron sugeridas, pero no firmemente
establecidas, por Cartwright et al., 1984). En otro estudio se
sefiald gue los sujetos con urotelioma invasor o de alta agresivi-
dad eran metabolizadores mé&s répidos que los demds y que los
controles (Kaisary et al., 1987), pero intencionadamente se
excluyeron aquellos enfermos con antecedentes de exposicidn
profesional. En enfermos de urotelioma de origen japonés no
expuestos a riesgo profesional no se detectd diferencia alguna
en su capacidad oxidativa de DBQ con respecto a los controles

(Horai et al.,1988).
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4.5.1.2. Cancer de pulmén: Los resultados de los estudios publj._
cados son contradictorios. Algunos no detectan ninguna diferencig
respecto a controles y otros seflalan un exceso de metabolizadores
rapidos, especialmente en los tipos epidermoide y microcitico
(Benitez et al., 1991), que son los mas estrechamente relaciona-
dos con el consumo de tabaco. La discusién en profundidad de esta
cuestidén queda fuera de los objetivos de esta introduccidn, poxr
lo que se remite al lector interesado a una revision reciente
(Caporaso et al., 1991b), aunque hay que advertir que estos
autores son "parte interesada" en la discusidn. Es interesante
resefiar, sin embargo, gue un carcindgeno presente en el humo del
tabaco, denominado NNK (4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-
butanona) sigue la via oxidativa P450IID6, y es activade por ella

(Penman et al., 1993).

4.5.1.3. Cancer de mama: Hay tres estudios sobre la distribucidn
de este fenotipo y los tres coinciden en mostrar un ligero exceso
de metabolizadoras lentas, del orden de un 5 % mas gue en la
poblacién general (Pontin et al., 19930; Ladero et al, 199la;

Huober et al. 1991).

4.5.1.4. Otros tumores : acerca del céncer de colon y recto s610
hay un estudio, que no detecta relacidn alguna (Ladero et al.,
1991b). La relacién del polimorfismo oxidativo de debrisoquina
con el céncer gastrico ha sido estudiada por un solo grupo con
resultados poco consistentes, que sugieren gque hay un exceso de
metabolizadores lentos en los enfermos con tumor de tipOo

intestinal (Roots et al., 1987). Los mismos autores comunican
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hallazgos equiparables, pero también de dudosa significacién’ en
tumores malignos de laringe y faringe. Un estudio sobre linfomas
malignos (Hodgkin y no-Hodgkin) tampoco detecto diferencia alguna

con los controles (Philip et al. 1987a).

4,5.2 Enfermedades neurol6gicas y psiquiatricas

4.5.2.1. Enfermedad de Parkinson

La analogia estructural entre el insecticida Paraquat y el
ion l-metil-4-fenil-piridinio (MPP"), el metabolito de la 1~
metil-4-fenil-1,2,3,6-tetradidropiridina (MPTP), responsable de
su neurotoxicidad sobre la sustancia nigra (Jiménez-Jimenez y
Ladero 1990}, junto con la demostracién de una estrecha correla-
cién positiva entre los iIndices de venta de pesticidas y la
prevalencia de enfermedad de Parkinson en varias zonas del
Canadd, sugirié a Barbeau y cols (1986) que podia existir una
relacién entre los pesticidas y esta enfermedad . Como muchos
pesticidas son metabolizados por el sistema P450, este mismo
grupo determiné el polimorfismo oxidativo de debrisoquina en una
serie de enfermos de Parkinson, utilizando a sus cdnyuges COmMO
controles (Barbeau et al 1985, Poirier et al., 1987); su conclu-~
sién final fue gue los sujetos con fenotipo lento inician la
enfermedad a una edad mads temprana gque los metabolizadores
rapidos. Como ocurria con el cancer de pulmén, los estudios
posteriores son contradictorios (Ladero et al., 1989} la respues-
ta definitiva se obtendrd cuando haya suficientes estudios con

técnicas de genotipificacién, come recientemente han sefialado
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Steiger et al. (1992) en una exhaustiva revision de los trabajog
publicados hasta la fecha. De momento, los dos Unicos estudigs
sobre genotipificacién publicados detectan una frecuencia mss
elevada del genotipo wt/CYP2D6B en pacientes que en controles

sanos. (Armstrong et al., 1992; Smith et al., 1992).

4.5.2.2. Otras enfermedades neuroldgicas y psiquidtricas

El grupo de Steventon, rozando en ocasiones la doble y hasta
la triple publicacién, ha sefialado que la distribucién del
polimorfismo oxidativo de debrisoquina es similar en pacientes
con enfermedad de Alzheimer (Steventon et al.,1990) y con enfer-
medad de la neurona motora (Steventon et al.,1988) y en controles
sanos. Nuestro grupo ha confirmado estos hallazgos preliminares
en una serie mids amplia de pacientes con demencia de tipo Alzhei-
mer (Benitez et al. 1993} y en un grupo de 18 enfermos con
enfermedad de la motoneurona {datos no publicados). Tampoco un
estudio realizado en China ha detectado diferencias en la enfer-

medad de Alzheimer (Liu et al., 1992).

En su grupo de 769 controles sanos de origen sueco, Bertils-
son et al. (1989) pudieron comprobar que los 51 individuos PM
mostraban tasas mas bajas en la escala de psicastenia y mas
elevada en la de respuestas extremas que los EM. Llerena et al.
(1989) se vieron sorprendidos cuando tres de los seis voluntarios
sanos que aceptaron participar en un ensayo clinico en fase I

resultaron ser PM, un porcentaje demasiadco alto comc para 50T

casual. Estos mismos investigadores, mientras realizaban &su
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estudio inicial en controles sanos, procedentes en SU mayoria de
un colectivo hastante cerrado y poco variable (estudiantes dge
Medicina de una sola Facultad) comprobarcn cémo el porcentaije de
PM iba disminuyendo conforme aumentaba la casuistica, como si 1gg
EM precisaran una mayor garantia de seguridad antes de someterse
a la prueba (comunicacién personal). Es posible que la isoenzima
P450IID6 esté involucrada en el metabolismo de algin mediador
cerebral y gue los PM tengan rasgos psicoldgicos que, siendo
normales, les impulsen a asumir mas riesgo gue los EM. Sin
embargo, ni los numerosos estudios de fenotipacidn llevados a
cabo en pacientes psiquidtricos sometidos a terapéuticas con
triciclicos o neurolépticos (ver seccidn 4.6) ni un estudio de
genotipacién realizado es pacientes esquizofrénicos (Vallada et
al. 1992) muestran diferencias en relacifén con los grupos de

control.
4.5.2.3. Enfermedades "disinmunes" y del colageno

En la introduccién de este capitulo se ha sefalado la
posibilidad teérica de que xenobidticos presentes en el medio
puedan actuar desencadenando la reaccidén inmunitaria anormal que
conduce al desarrollo de este tipo de enfermedades, incidiendo
sobre una predisposicién genética doble; por un ladoc una estruc-
tura del sistema inmunitario que permite o facilita respuestas
inmunes anormales contra autoantigenos y por otra una configura-
cién del sistema de metabolizacidn de =xenobidticos gue permita
la aparicién de metabolitos capaces de generar tales autoantige-

nos, presumiblemente actuando como haptenos.
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La experiencia publicada acerca del polimorfismc oxidativo
de DBQ es escasa. S6lo conocemes un estudio sobre el lupus
©1itematoso diseminado "esponté&neo” (Baer et al., 1986}, que
detecta un exceso (21 % frente a 8 % en controles) de PM en un
gxupo de 42 pacientes portadores de esta enfermedad. El grupo es
demasiado pegquefio como para poder descartar un error beta signi-
£ icativo y es necesario contrastarlo con estudios mas amplios,

P referentemente con métodos de genotipado.

Un segundo estudio en 84 enfermos con esclerodermia no
mostrd diferencias en la distribucién del fenotipo oxidativo de
D BQ, aungue si un exceso de metabolizadores lentos de mefenitoina
( un polimorfismo independiente) y de N-hidroxiladores répidos de
2 apsona, aunque en este caso no se ha confirmado gue exista

polimorfismo genético (May et al. 1990).

No conocemos ningiin estudio previoc al gque agquil se presenta
s obre la distribucién del polimorfismo oxidativo de DBQ en la

S rtritis reumatoide.

Un aspecto diferente, a priori muy interesante perc que
parece haber despertado poco interés es la constatacidn de que
emn la variedad de hepatitis crénica autoinmune caracterizada por
1 a presencia de autoanticuerpos anti-LKM,, el antigeno contra el
gue se dirigen estos anticuerpos es precisamente la molécula de
1a isoenzima P4501ID6 (Zanger et al., 1988). No obstante se
clesconoce sSi este trastorno Jjuega un papel patogénico en la

enfermedad o si, como parece mas probable, es un epifenémeno més
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originado por el disturbio inmunolégico que se produce en 1a
misma. Un significado parecido tiene el hallazgo de que los
anticuerpos anti-LKM,, gue se detectan en un tipo de hepatitis
crénica inducida por acido tienfilico, estdn dirigidos contra 1a
isoenzima P450 encargada del metabolismo de esta sustancia, que
parece ser la misma involucrada en el polimorfismo oxidativo de

mefenitoina (Beaune et al., 1987).

4.6 Consecuencias farmacolégicas del polimoxfismo oxidativo de

tipo debrisoquina/esparteina

Este polimorfismo es el de mayor importancia préactica en
este sentido, porque la mayor parte de los fdrmacos involucrados
en &1 tienen una amplia utilizacién y porque esta isoenzima del
sistema P-450 es susceptible de inhibicidén © bloqueo por sus
propios sustratos y por otras moléculas, especialmente quinidina
(Brosen et al, 1987, Caporaso & Shaw 1991) y en menor grado
cloroquina (Inaba et al 1985) y cimetidina (Philip et al, 1989).
No obstante la relacién de este aspecto con el tema de esta Tesis
es s6lo marginal, y no lo desarrollaremos en profundidad. Existen
excelentes revisiones al respecto gque pueden ser consultadas por
las personas interesadas ( Brosen y Gram 1983, Brosen 1990,
Eichelbaum y Gross 1990). Por lo tanto sdlo se analizardn los

aspectos mas novedosos o llamativos.

En la Tabla 2 figuran los medicamentos que han sido identi~
ficados hasta el momento como usuarios de esta via metabdlica.

Se ha disenado un modelo molecular genérico al que deben
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adaptarse las moléculas para seguir esta via metabdlica (Islam

et al, 1991).

1.

TABLA 2

Medicamentos gue siquen oxidacién polimérfica tipo DBO

Triciclicos
Nortriptilina
Desimipramina
Clomipramina
Imipramina

Amitriptilina

Neurolépticos
Perfenacina
Tioridacina
Haloperidol

Clozapina

Otros faArmacos
Dextrometorfano
Codeina

Metoxianfetamina

Antiarritmicos 3. Beta-blog.
Esparteina Metoprolol
N-Propilajmalina Bufuralol
Propafenona Timolol
Flecainida Propranolol
Encainida

Inhibidores recaptacién serotonina
Paroxetina
Fluoxetina

Fluvoxamina

Debrisoquina
Perhexilina

Fenformina
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En la mayoria de los casos, los PM tienen tendencia a sufrir
mas efectos secundarios, debido a que los niveles plasmaticos
alcanzados a igualdad de dosis son més elevados, © a que la vida
media del fArmaco se prolonga. La impeortancia préctica de esta
tendencia varia para cada farmaco en funcidén de su margen tera-
péutico y de la existencia de otras vias metabdlicas o de elimi-
nacién alternativas. Resulté ser grave para los pacientes que
recibian los dos medicamentos en los que primero se identificd
el polimorfismo, debrisoquina y esparteina. Los PM tratados con
ellos sufrian hipotensién ortostédtica (Mahgoub et al. 1977)* y
ruptura uterina (Newton et al., 1966), respectivamente, con
bastante frecuencia. Las consecuencias para los EM consisten en
una menor eficacia terapetitica si el fédrmaco es metabolizado
rdpidamente. No se considera necesario determinaxr el fenotipo
oxidativo en todos los enfermos gque vayan a tomar algun farmaco
que siga esta via, pero si se dispone de la técnica, si es
aconsejable hacerlo en aquellos que vayan a ser tratados con
triciclicos, neurolépticos y antiarritmicos involucrados en este
polimorfismo (Brosen, 1990). El casoc de los nuevos antidepresivos
inhibidores de la recaptacién de serotonina es también interesan-
te, ya que estd empezando a comprobarse gue existen diferencias
de accién en funcién del fenotipo (Crewe et al., 13592). La
perhexilina, un antiarritmico de introduccién relativamente
reciente, alcanza fécilmente niveles plasmaticos tdxicos en PM
de DBQ , de modo que el 50 % de los casos de neuropatia periféri-
ca inducidos por este fadrmaco se dan en sujetos con este fenotipo
(Shah et al., 1982). No obstante, no se debe responsabilizar

automadticamente al fenotipo lento de los efectos secundarios
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provocados por los medicamentos que siguen esta via: las reaccio-
nes disténicas inducidas por neurolépticos no parecen mis fre-

cuentes en metabolizadores lentos (Spina et al., 1991).

Un caso especial es el de la codeina. E1 10 % de la sustan-
cia es transformada en morfina por la isocenzima CYP2D6 y el restag
origina metabolitos inactivos. La codeina también lo es. Por lo
tanto, la codeina es ineficaz en los PM de DBQ, ya que no generan

el dnico metabolito activo ( Dayer et al., 1988).

Otra cuestidn a tener en cuenta es la de las interacciones
medicamentosas. Cuando un EM recibe simultaneamente dos sustrato
de la isoenzima © un sustrato con un inhibidor, los niveles
plasmidticos de los sustratos pueden subir peligrosamente. La
administracién de un triciclico, por ejemplo, a un sujeto tratado
con alguno de estos farmacos inhibidores o con un neuroléptico
que compite con el triciclico, implica un mayor riesgo de efectos
secundarios (Eichelbaum & Gross, 1990). En lo que se refiere a
la codeina, las consecuencias son las opuestas, ya dJue la
inhibicién de su transformacién en morfina la priva de su efecto
analgésico; como la asociacién de codeina c¢on triciclicos es
relativamente frecuente en el tratamiento del dolor de enfermos
terminales, no debe perderse de vista esta circunstancia que
explicaria la aparente ineficacia de este farmaco en estd

situacién (Dayer et al., 1988)

Un Gltimo aspecto es la posible trascendencia de este

sistema polimérfico sobre la metabolizacién de sus sustratos en
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la etapa de la morfogénesis fetal. La prescripcidn de fenotiaci-
nas durante el embarazo se asocia a una tasa elevada de malforma-
ciones, pero por el momento se desconoce la eficacia metabdlica

de este sistema en las fases intrauterinas del desarrollo (Jacqz-

Aigrain 1989).
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5. POLIMORFISMO ACETILADOR

5.1.Conceptos bisicos:

Las oxidaciones que se han revisado en el capitulo anterior
son, junto con las reacciones de reduccién e hidrdlisis, un grupo
de mecanismos en virtud de los cuales el higado y otros teididos
modifican moléculas de xenobiéticos dejando al descublerto grupos
muy reactivos que de inmediato han de reaccionar con otras
moléculas para generar compuestos estables. Este conjunto de
reacciones se denominan biotransformaciones de Fase I cuando
intervienen en el metabolismo de xenobidticos Yy tienen cono

objetivo facilitar su eliminacién del organismo (Vessey 1990,

Esos metabolitos intermedios altamente reactivos pueden ser
muy peligrosos si se combinan con elementos estructurales o
enzimdticos de la célula. Por ello existen otras enzimas que
inmediatamente los unen a un radical que estabiliza la molécula
vy la hace mas polar (hidrosoluble), facilitando de este modo su
excrecién posterior. Estas reacciones de conjugacidn son las
biotransformaciones de Fase II. La m&s utilizada por el organismo
es la glucuronizacién, pero tambié&n son habituales las conjuga-
ciones con radicales acetato, metilo, sulfato, glutation, etC.

(Vessey 1990).

l.as reacciones de acetilacién, en concreto, son utilizadas
por xenobidéticos que tienen un radical amino (~NH,} en su molécu-

la, especialmente aminas aromdticas (arilaminas) e hidracinas
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(Weber 1987). Algunas sustancias, como PAS (Jenne 1365) y papp
(La Du 1971) se acetilan con una velocidad similar en todos )4
individuos, de forma que las frecuencias de las distintas taggg
de conjugacién se distribuyen de forma unimodal. Se trata de g
denominada acetilacién monomérfica. Por el contrario, otrawm
muchas sustancias muestran grandes diferencias interindividuales
en la velocidad con la que son acetiladas, de modo que la distrj-
bucién de frecuencias de las tasas de acetilacidn de un grupo
amplio de individuos se refleja en una grdfica bimodal. Es la
denominada acetilacién polimérfica (Price-Evans 1964) o polimor-

fismo acetilador.

5.2 Bases genético-moleculares

Este polimoxrfismo es totalmente independiente del oxidativo
de debrisoquina, pero comparte unos mecanismos genéticos pr&cti-
camente idénticos. Se trata de un tipo de herencia mendeliana
simple. El alelo dominante es el (inico que confiere la capacidad
de sintesis de una molécula enzimdtica funcionalmente activa, de
modo que los sujetos homo o heterocigotos para el alelo dominant+
son acetiladores eficientes (acetiladores rapidos), en tanto que
los homocigotos para el alelo ( o los alelos) recesivo(s) Son

acetiladores lentos (Price-Evans 1960).

$in embargo, al contraric de lo gue ocurre con el polimor-
fismo oxidativo de debrisoquina, los acetiladores lentos consel-
van ain cierta capacidad de acetilacién de sustratos. EStO parece

debido a que existen otras acetiltransferasas, las respon&mblwi
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de la acetilacién monomdérfica antes citada, gque son capaces
también de procesar estos sustratos, aungue con menor eficacia.
De este modo, un acetilador répido lo es porque dispone de una
doble actividad enzimatica, la monomdérfica y la polimdrfica,
mientras que un acetilador lento s6lo poseeria la actividad

monomdérfica.

No deja de ser sorprendente que, siendo el peolimorfismo
acetilador conocido desde hace més de 30 afios, no se haya profun-
dizado en sus mecanismos moleculares tanto como en el polimorfis-
mo oxidativo de debrisoquina, descubierto bastantes afios después.
Hasta hace poco se discutia incluso si los acetiladores lentos
lo son porque carecen de molécula proteica con actividad
enzimédtica o porque tienen una forma molecular ineficaz (Patter-
son et al., 1980; Hein et al., 1982). Lo que es evidente es que
la actividad enzimadtica se concentra fundamentalmente en el
citoplasma de los hepatocitos (Weber 1987) pero estéd presente

también en el intestino delgado (Jennel965).

Tan 610 en los tres Gltimos afios se han empezado a esclare-
cer los fundamentos genémicos de este polimorfismo. Blum et al.
(1990) han clonado y secuenciado tres genes humanos a los gue han
denominado respectivamente NAT1, NAT2 Y NATP. Los genes NATI y
NAT? se localizan en el cromosoma 8, mientras que el gen NATP no
ha sido localizado todavia. La secuencia del gen NAT2Z se corres-
ponde estrechamente con la secuencia de aminodcidos de la N-
acetil-transferasa polimdérfica humana, lo que indica que casi con

toda sequridad es el gen que codifica la sintesis de esta enzima.
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La secuencia del gen NATI se corresponde con un producto proteiceo
que probablemente represente a la enzima N-acetil-transferasa
monomérfica. Por Gltimo, segin estos autores, el gen NATP ag un
pseudogen inactivo. Los genes NATI y NATZ comparten el 87 % de
gu secuencia de nucledtidos y codifican sendas protelnas de 290

aminodcidos que son idénticas en un 81 %,

Por su parte, Deguchi et al (1990), en un trabajo realizado
practicamente al mismo tiempo que el anterior, aislaron tres
variantes alélicas del gen de la acetil-transferasa polimérfica
(por lo tanto, presumiblemente, del gen NAT2), y han identif icacdio
en seres humanos 5 de las 6 posibles combinaciones de estos
alelos. Al mismo tiempo, y mediante una técnica de scbrecarga
oral c¢on isoniacida clasificaron a estos mismos sujetos een
acetiladores rdpidos, intermedios y lentos (ver més adelante).
Los individuos homocigotos para el gen (alelo) 1 (genotipo I en
la clasificacién propuesta por los autores) eran acetiladores
rdpidos, con dos excepciones. Los sujetos heterocigotos para =1
alelo 1 con los alelos 2 o 3 (genotipos II y III, respectivamen-—
te) eran acetiladores intermedios. Finalmente los sujetos hetaro-
cigotos para los alelos 2 y 3 y los homocigotos para el alelo 3
(genotipos IV y V respectivamente) eran acetiladores lentos . NG
se identificé ningin sujeto homocigoto para el alelo 2. PO Lo
tanto, el alelo 1, de 5,5 kb, es el dotado de la capacidad de
codificar la sintesis de la molécula enzimAdtica activa.

Un nuevo paso en el camino hacia el esclarecimiento total

de estos mecanismos, fue el dado por Graf et al. (1992), qulenes
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sefialan la existencia de un alelo funcionante ("Wild type") y de
tres alelos mutantes no funcionantes (M1, M2 y M3) y realizan un
estudio en un grupo de 81 voluntarios sanos de origen europeo,
en el que demuestran que la determinacién del genotipo identifica
correctamente a todos los acetiladores répidos y a 33 de los 35

acetiladores lentos.

La tltima clasificacién de los alelos variantes del gen NAT2
es la propuesta por Grant (1993), que distingue dos alelos
funcionantes asociados al fenotipo rédpido, denominados Rl y R2,
v seis alelos no funcionantes, ligados al caracter de acrtilador
lento, denominados S1A, S1B, S1C, 82, S3 y S4. Los alelos S1B,
$2 y S3 son, respectivamente, los anteriormente conocidos como
M1, M2 y M3. Los otros son de nueva descripcién. Los alelos Rl

v S1A son los més frecuentes en la raza blanca.

5.3 Distribucidén en poblaciones

Hay una gran variabilidad en la distribucién de este poli-
morfismo en los diversos grupos étnicos. Entre los esquimales hay
un predominio casi absoluto de acetiladores rapidos (ya sean homo
o heterocigotos), porcentaje que desciende ligeramente entre
chinos y japoneses. En los grupos de raza blanca tiene a haber
un ligero predominio de acetiladores lentos, que por ejemplo
representan el 57 % en la poblacidén espafiola (Ladero et al,
1979), y este predominio tiende a incrementarse en la mayoria de
las poblaciones de raza negra. Practicamente en todos los paises

o Aareas geogradficas del mundo se han realizado estudios de
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distribucién del polimorfismo acetilador en las poblaciones
correspondientes, por lo que obviamos reproducir centenares de
citas. Este extremo ha sido objeto de varias revisiones (Clark
1985; La Du 1971; Ellard 1976). Se ha llamado la atencidn sobre
la estrecha correlacidén ( r= 0,88, p < 0,001) entre la frecuencia
del alelo lento (g) v la latitud geogréfica en el hemisferio
norte en el Area del Pacifico. El significado de este hecho se

desconoce (Price-Evans, 1976).

La gran frecuencia del fenotipo lento, muy superior a la de
los metabolizadores lentos de debrisoquina, indica que la pose-
sién de este fenotipo no implica una desventaja genética, sino
mids bien al contrario, al menos en algunos grupos étnicos en los
que es predominante. Probablemente el hecho de que los acetilado-
res lentos posean una capacidad significativa de acetilacidn,
debido a que tienen actividad de NAT monomérfica, les proteija de
la accién nociva de xenobidticos que se inactivan por esta via.
No obstante, como veremos mads adelante, la posesidén del fenotipo
acetilador lento comporta mids inconvenientes que ventajas tanto
en lo referente a efectos secundarios de farmacos como en el

riesgo de padecer determinadas enfermedades gspontaneas.

5.4 Aspectos técnicos:

Tedricamente, cabe determinar el fenotipo acetilador admi-
nistrando cualquiera de los sustratos de la NAT pelimérfica y
midiendo en sangre, en orina, o en ambas, la proporcién entre la

sustancia original y su metabolito acetilado. Los estudios
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iniciales se realizaron con isoniacida (Price-Evans 1960;, cpue
no se ha abandonado en algunos laboratorios, pero la mayor parte
de los estudios se han llevade a cabo con sulfametacina, que es
facil de determinar con un método espectrofotométrico clisieco
(Varley 1962). La dapsona y la salazopirina también han sidon
empleadas en algunos estudios (ver Weber, 1987). La administra-
cién de farmacos implica un riesgo, aunque minimo, de reacciones
adversas, por lo gue el método descrito por Grant et al (1984)
que emplea cafeina, ofrece mas seguridad a cambio de una mayor
dificultad, ya que exige la identificacién de un metabolito menor
de la cafeina, el AFMU, y el empleo de técnicas cromatograficas

mas complejas y caras.

La discriminacién entre acetiladores rapidos homocigotos y
heterocigotos mediante técnicas basadas en la administracidn de
un sustrato no es segura, aungue el empleo de dosis elevadas ( "de
saturacién") de ese sustrato permiten una aproximacidn a este
objetivo (Lee y Lee 1982 y Deguchi et al.,1990). La puesta a
punto de las técnicas de identificacidn alélica que se han citado
anteriormente permitird, como en el caso del polimorfismo oxida-
tivo de DBQ, clasificar con seguridad a los sujetos como acetila-
dores répidos homo o heterocigoticos y acetiladores lentos, Y
ademds permitird conocer qué alelos mutantes portan los pertene-

cientes a estas dos Ultimas categorias.

5.5 Factores modificadores:
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5.5.1 Edad: La edad no parece modificar de forma significativa
la capacidad de acetilacién polimérfica (Farah et al 1977,
Pontiroli et al. 1985, Philip et al 1987, Ladero et al. 1983).
Sin embargo la maduracién de la actividad enzimdtica no esta
presente desde el nacimiento, por lo gue la determinacién del
fenotipo no es fiable en los primeros anos de la vida (Pariente-
Khayat et al., 1991). Algunos estudios han detectado, en sujetos
mayores, un incremento de la tasa de acetilacidn (Laderc et al.
1989, Siegmund et al., 1990), probablemente como consecuencia de
modificaciones farmacocinéticas del sustrato relacionadas con el
envejecimiento, pero no en grado suficiente como para modificar

el fenotipo y convertir a un acetilador lento en rapido.

5,5.2 Sexo: Ninguno de los estudios realizados en seres humanos
han mostrado diferencias en la distribucidén del polimorfismo
acetilador en relaciém con el sexo (Laderc et al 1983, Ladero et
al., 1989, Siegmund et al., 1991, Philip et al. 1987, Poulsen &

Nilsson 1985).

5.5.3 Peso corporal: El hallazgo de una correlacién positiva
significativa entre el peso corporal y la tasa de acetilacidén en
acetiladores rapidos (Chapron et al., 1982) no se ha visto
confirmado posteriormente por un estudio que incluia un numerc
mucho més elevado de sujetos (Philip et al, 1987). TampocCo pareee
compaginarse esta presunta diferencia con la practica igualdad
en la tasa de acetilacién que hemos encontrado en nuestros

controles de ambos sexos, tanto lentos como rapidos (Laderc et

al, 1979).
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5.5.4 Factores hormonales: Ya se ha seflalado que el sexo no
influye sobre la distribucién del fenotipo acetilador. Sin
embargo hay datos experimentales en la rata gue sugieren que 1o0s
estrégenos incrementan la capacidad de acetilacidn (Zidek &
Janku, 1979). Por otra parte, la administracidén de dosis elevadas
de cortisona a conejos (DuSouich & Courteau 1981; Reeves et al.,
1989) v a seres humanos (Sarma et al., 1980) si parece incremen-
tar la capacidad de acetilaci6én, probablemente por estimulo de

la sintesis de la molécula enzimdtica.

5.5.5 Enfermedades preexistentes: La insuficiencia hepética
avanzada altera la capacidad de acetilacién polimérfica y puede
hacer que un genotipo rdpido se comporte como un fenotipo lento
(Levi et al., 1968). La insuficiencia renal avanzada puede
también modificar el fenotipo por afectar en grade distinto a la
eliminacién del sustrato libre y del acetilado (Hall 1981; Du
Souich et al., 1979), por lo gue no es fiable la determinacidn
del fenotipo acetilador con métodos basados en la administracién
de sustratos con cifras de creatinina superiores a 2 mg/dl. Una
observacién un tanto anecdética es gue el estado nutricional no

afecta a la capacidad de acetilacidn polimérfica (Shastri, 1982).

5.5.6 Interacciones medicamentosas: Como norma general, 1los
diferentes sustratos de la N-acetil transferasa polimdrfica
compiten entre si para la utilizacién de la enzima. Es importante
tener esto en cuenta cuando se quiere determinar el polimorfismo
acetilador en individuos que estan recibiendo alguno de tales

farmacos: sulfamidas,procainamida, hidralacina, etc., Yya qgue
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puede clasificarse erréneamente como acetilador lente a un sujeto
que en realidad es répido (Albengres et al., 1977; Schneck ot
al., 1979; Aubry et al., 1980). El consumo de alcohol en 1as
horas previas a la determinacién del fenotipo acetilador puede
incrementar ligeramente la tasa de acetilacidén, ya que en su
metabolismo produce acetato, que es el sustrato utilizado por ia
N-acetiltransferasa para llevar a cabo su reaccién especifica
(Olsen & Morland, 1978). Sin embargo, no parecen existir suastan-
cias capaces de bloguear no competitivamente la enzima, tal y
como ocurria con la isoenzima P450IID6; al menos asi se ha
comprobado con cimetidina (Wright et al,, 1984). La NAT polimér-

fica tampoco es inducible (Ladero et al., 1980).

5.6 Polimorfismo acetilador vy rgacciones adversas a farmacos:

Este es un aspecto que sélo de forma marginal afecta al tema
de este trabajo, por lo gue no se hara especial hincapié en el
(ver revisiones de Ladero 1981, 1984 y 1992, Weber 1887;. Las
reacciones de tipo ldpico inducida por hidralacina son practica-—
mente exclusivas de los sujetos acetiladores lentos {Strandberyg
1976; Batchelor 1980; Mansilla-Tinoco 1982) y las inducidas por
procainamida mucho mas frecuentes en los poseedores de este mismo
fenotipo (Woosley et al, 1978). En ambos casos el motivo parecs
ser que la fraccién del farmaco que no se acetila, y que &5 Uy
superior en acetiladores lentos, sigue otras vias metabdlicas que
conducen a la produccién de sustancias capaces de reacclonar con
macromoléculas celulares y de originar necautoantigenos contoa

los que se desencadena la reaccién inmunitaria de tipo lipleo.
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La hepatitis por isoniacida no es mds frecuente en acetila-
dores rapidos, tal y como se sefialé en un principio (Mitchell ar
al., 1976) como numerosos estudios sobre grupos muy amplios de
sujetos tratados con este fdrmaco han venido a demostrar (Weber

1987; Price-Evans 1989).

Los efectos secundarios de las sulfamidas que sufren acetj-
lacién polimérfica pueden dividirse en dos categorias. Por un
lado, aguellos que dependen de niveles sanguineos elevados el
medicamento, y que ldgicamente son mas frecuentes en acetiladoras
lentos (Price-Evans, 1989). Estos efectos son frecuentes y, &n
general poco importantes ( nduseas, vértigos, hemolisis leve,
metahemoglobinemia). En segundo lugar existen reacciones idiosin-
craticas, mucho mas graves e infrecuentes (agranulocitosis,
reacciones cuténeas graves), cuya aparicién no guarda relacidn
con los niveles plasmiticos de la sustancla pero que también son
mas frecuentes en acetiladores lentos (Rieder et al., 1991); en
este caso la relacién con el polimorfismo acetilador se debe a
que los metabolites que criginan estas reacciones, cuyo mecanlsno
es inmunitario, se generan por vias oxidativas alternativas a la

acetilacién deficiente (Pirmohamed et al., 1991).

5.7 Polimorfismo acetilador y enfermedades respontaneas’

En la Tabla 3, resumida y modificada de Price-Evans (1984 ),

figuran las principales enfermedades en las que se ha estudiade

la distribucién del polimorfismo acetilador. En la mayor parte

de los casos no se han hallado diferencias con respecto a Lovs
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controles; en otros se han obtenido conclusiones precipitadas a
partir de grupos de pacientes demasiado pequefios O sin controles
adecuados, y en algunos, por fin, se ha identificadc una relacion
bastante firme entre polimorfismo acetilador y riesgo de padecer
una determinada enfermedad. Se comentan a continuacién los
aspectos mis interesantes de este amplio campo, que sigue abierto
a la investigacién especialmente ahora que las modernas técnicas
de genotipacién van a permitir confirmar o desmentir los datos

hasta ahora existentes,

5.7.1. Enfermedades neoplasicas:

El clncer de vejiga por exposicién laboral a carcindgenos
es més frecuente en acetiladores lentos (Laderoet al.,1985;
Woodhouse et al., 1982). Esto es asi, probablemente, porque los
carcinégenos implicados son arilaminas que sufren acetilacidn
polimérfica, reaccién que las inactiva como carcindgenos
vesicales. La activacién tiene lugar por vias oxidativas que

funcionan mas activamente en acetiladores lentos.

No se ha encontrado relacién entre el polimorfismo acetila-
dor y el riesgo de otras neoplasias, COmO el cancer de pulmdn
(Ladero et al., 19%1ic), el cancer de mama (Ladero et al., 1987&)
o el cadncer de colon (Ladero et al.,1991d). Esta cuestidn se

analiza en profundidad en una reciente revisidn (Caporasc et al.,

1991b) .
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TABL A 3

Enfermedades en las gue se ha estudiado la distribucién del
polimorfismo acetiladoxr (*)

1.

Tumores malignos

3.

Céncer
Cancer
Cancer
Cancer
CaAncer

Ciancer

Enfermedades disipmunes

de
de
de
de
de

de

vejiga
mama
pulmén
celon
estomago

laringe y cavum

2.

4.

L T,

Enfermedades neuropsiquicas

Enfermedad de Parkinson
Demencia de tipo Alzheimer
Enfermedad de la motoneurona
Esclerosis miltiple
Esquizofrenia

Depresidn

Trastornos metabolicos

(*)

Lupus eritematoso

Artritis reumatoide

Diabetes de tipo 1

Psoriasis

Colitis ulcerosa

Enfermedad de Crohn

Enfermedad de Basedow

Porfiria cuténea tarda
Sindrome de Gilbert
Diabetes de tipo 2

Polineuropatia diabética

5. Otras enfermedades

Tuberculosis
Lepra
Cardiopatia isquémica

Mastopatia fibroguistica

Esta relacién no es exhaustiva
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5.7.2 Enfermedades auto- o disinmunes:

A pesar de lo que podria esperarse ante el mayor riesgo de
reacciones lupoides por determinados fédrmacos en acetiladores
lentos, y de los resultados de estudios pioneros, el lupus
eritematosc "esencial", tanto sistémico como cutédneo, no es Mas

frecuente en acetiladores lentos (Ladero et al., 1988).

Sin embargo, la diabetes mellitus de tipo I si parece algo
més frecuente en acetiladores rédpidos, de acuerdo con un metaana-
lisis (Price-Evans 1989) en el que, sin embargo, se incluye un
estudio de nuestro grupo que no concuerda con los resultados

obtenidos en otras poblaciones (lLadero et al., 1982).

La enfermedad inflamatoria intestinal crénica ha sido objeto
de bastantes estudios, dado el uso terapéutico que en ella se
hace de la salazopirina y por las mismas razones que se indican
mds adelante para la artritis reumatoide. En la mayoria de ellos
se detecta una ligera tendencia a un exceso de acetiladores
lentos, aungue un metaandlisis formal es imposible por la hetero-
geneidad de los grupos de estudio y la ausencia de grupos de

control adecuados (revisado por Price-Evans, 1989}).

5.7.3. Artritis reumatoide (A.R.):

Este proceso entra plenamente dentro del apartado anterior,
pero dado que es el objetivo de esta Tesis Doctoral, se analiza

por separado. El interés por la relacidn entre esta enfermedad
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y el polimorfismo acetilador viene de antiguo y se debe a que la
salazopirina, un profdrmaco que se desdobla en la luz intestinal
en sus dos componentes -~ Acido 5-amino salicilico y sulfapiridina
- (Ireland & Jewell, 1990) fue disefiada inicialmente para el
tratamiento de la artritis reumatoide (Svartz, 1942), y a que su
nitad sulfamidica sufre acetilacién polimérfica (Schrdder ¥y
Price-Evans, 1972). Posteriormente la salazopirina ha encontrado
su principal aplicacién terapéutica en el tratamiento de la
enfermedad inflamatoria intestinal crénica (Watkinson, 1986),
pero ha seguido empledndose como fArmaco de segunda linea en el
tratamiento de la artritis reumatoide ( de Villa et al., 1991).
Por lo tanto, la mayor parte de los estudios realizados sobre
distribucién del polimorfismo acetilador en la artritis reumatoi-
de tenian como cbjetivo principal analizar la repercusidn del
polimorfismo acetilador sobre la eficacia y tolerancia del
farmaco, y s6lo de manera secundaria se referian a posibles
diferencias en su distribucién con respecto a la poblacidn

general,

5.7.3.1. Distribucién del polimorfismc acetilador en la artritis

reumatoide:

El primer estudio publicado (Oka & Seppala, 1978) sugirid
ya un exceso de acetiladores rapides en un grupo de 39 pacientes
con A.R., va que lo eran el 59 % de los enfermos frente a un 45
% de los controles. No se hace estudio por sexos ni se indica si
habia lapones entre los sujetos de estudic (en este grupo étnico

hay un marcade predominio de acetiladores rapidos).
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En ese mismo afio (Lawson et al., 1978) se publicé un estudio
sobre 25 enfermos, de los que sélo el 28 % eran acetiladores
rapidos, frente al 36 % de los 25 controles. Este mismo ligero
exceso de acetiladores lentos fue comunicado al afio siguiente
(Ehrlich et al., 1979) en un estudio realizado en los EE.UU.
sobre 25 enfermos, de los cuales 19 eran acetiladores lentos.
Este estudio no aporta grupo control, pero la frecuencia de
acetiladores lentos en norteamericanos blancos es del 55 %. De
todos modos no se seflala la raza de los enfermos, y es sabido que
en la raza negra la frecuencia de acetiladores lentos es aln

mayor.

El primer estudio sobre un grupo relativamente amplio de
enfermos fue el realizado en Suecia (Leden et al., 198l) sobre
61 enfermos, de los cuales el 59 % eran acetiladores lentos,
Tampoco se aporta grupo control ni referencia especifica a la
distribucién de este polimorfismo en la poblacidn sueca. Tampoco
lo aporta un pequefio estudio sobre 13 enfermos (Kelly & Grif-

fiths, 1981), de los que 8 eran acetiladores rapidos.

Ehrenfeld et al. (1983) determinaron el fenotipo acetilador
en 47 enfermos de origen judio y en 47 controles afectos de
colitis ulcerosa, procurandc que cada paciente tuviera un control
de su mismo origen étnico, dada la diversidad racial de la
poblacién israeli (ashkenazis y sefardies, fundamentalmente).
59,6 % de los enfermos con A.R. y 44,7 % de los afectos de
colitis ulcerosa quedaron clasificados como acetiladores lentos.

Este estudio es critcable por dos motivos. En primer lugar,

65



clasifica a 4 enfermos de A.R. como "acetiladores intermedios”,
categoria que no existe y que denota una técnica inadecuada, ¥y
en segundo lugar utiliza como controles a enfermos de una
proceso, la colitis ulcerosa, que podria guardar relacién con el

polimorfismo acetilador.

El siguiente estudio por orden de publicacidn (Crook et al.,
1983) se efectud sobre 54 enfermos britanicos {presumiblemente
blancos), el 63 % de los cuales eran acetiladores lentos. La
determinacién del fenotipo se realizé con isoniacida mientras los
enfermos recibian dapsona, y no se aclara en el articulo si este
dltimo farmaco fue suspendido temporalmente antes de determinar
el fenotipo. Esta cuestién es importante, pues ambos farmacos
compiten para la NAT polimérfica y su administracidén conjunta
pudo llevar a clasificar errfneamente como acetilador lento a
sujetos con genotipo rapido. En este articulo se sefiala la
distribucién del fenotipo por sexos: 8 de 22 varones (36 %) y 12
de 32 mujeres (38 %) eran acetiladores rapidos. No se aportaba

grupo control especifico.

La serie més amplia estudiada hasta el momento (Pullar et
al., 1985) se basé en 149 pacientes, de los cuales 83 (55,7 %)
eran acetiladores rapidos. Se trata de un estudio parcialmente
retrospectivo vy disefiado fundamentalmente para valorax la efica~
cia y tolerancia de salazopirina, lo que puede introducir un
sesgo, yva gue no todos los enfermos con A.R. pueden recibir este
farmaco (alergia a sulfamidas) o son buenos candidatos (formas

particularmente graves que requieren tratamientos més agresivos).
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No se incluydé grupo control ni se hizo un andlisis por Sexos de
la distribucién del polimorfismo. Pese a todo, este estudio
sugiere la existencia de un exceso de acetiladores rapidos en la

A.R.

Amos et al. (1986) detectaron un 57,8 % de acetiladores
lentos entre los 108 enfermos en quienes determinaron el polimor-
fismo acetilador. Aunque tampoco aportan grupe control, este
porcentaje es muy similar al existente en la poblacién britéanica
de raza blanca. Por el contrario, un nuevo estudio sueco sobre
59 enfermos de A.R. (Dahlgvist & Mjorndal, 1987) detectd un
exceso significativo (p<0,05) de acetiladores lentos (76,3 %) en
el grupo de casos en comparacién con los controles (54,5 %). Un
tercer estudio publicado ese mismo afio (Taggart et al., 1987)
identificé como acetiladores lentos a 19 enfermos de un grupo de
30 (63,3 %). El1l ultimo estudio publicado hasta el momento
(Chalmers et al.,1990) realizado en 45 enfermos gue mostraban
mala respuesta a tratamiento con AINEs, comunica los resultades
de la determinacién del fenotipo acetilador en 37 de ellos, de

los cuales 19 (51,3 %) eran acetiladores réapidos.

En resumen, se conoce el fenotipo acetilador en un total de
599 enfermos de A.R.. Sin embargo, la gran heterogeneidad étnica
de los grupos estudiados, la ausencia de controles adecuados en
la mayoria de los estudios, los diferentes criterios de seleccidn
de los enfermos en funcién de la gravedad de su enfermedad, y el
hecho de gque los protocolos de estudio estuvieran orientados

principalmente a comprobar la eficacia y tolerancia de salazopi-
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rina y/o dapsona, no permite obtener ninguna conclusién firme ep
cuanto a la distribucién del fenotipo acetilador en la artritis
reumatoide, aungue, como ha senalado Price-Evans, quepa inferiyp
una cierta tendencia hacia un exceso de acetiladores rapidos en

esta enfermedad (Price-Evans, 1989).

5.7.3.2. Artritis reumatoide, fenotipo acetilador y eficacia y

tolerancia de salazopirina.

La eficacia terapéutica de salazopirina en la artritis
reumatoide guarda escasa o nula relacidén con el polimorfismo
acetilador, como han sefialado diversos autores (Pullar et al.,
1985; Bax et al., 1986; Taggart et al., 1987; Chalmers et al.,
1990). Esto no es sorprendente si se tiene en cuenta que la
fraccién activa terapéuticamente de la salazopirina es el 5~ASA,
al menos en lo referente a la enfermedad inflamatoria intestinal
crénica (Watkinson, 1986). Dado que esta fraccion de la salazopil-
rina no se absorbe de manera significativa, es dificil explicar
cémo podria actuar a nivel articular en la artritis reumatoide,
pero también es poce probable que sea la sulfapiridina la respon-

sable de esta accidén, ya que ninguna otra sulfamida la pcsee.

En lo referente a los efectos secundarios de la salazopiri-
na, estd claramente demostrado que son mas frecuentes ¢ intensos

en acetiladores lentos (ver apartado 5.6 de este mismo capirula).
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5,7.3.3. Polimorfismo acetilador y peculiaridades clinico~avnlu-

tivas de la artritis reumatoide.

Algunos de los estudios citados anteriormente han hecho
hincapié en la posible relacién de algunas peculiaridades clini-
cas de la artritis reumatoide y un fenotipo acetilador determina-
do. Ehrlich et al. (1979) comprobaron que 4 de sus 6 enfermos con
fenotipo ré&pido presentaban formas particularmente agresivas de
la enfermedad. Una base mds firme parece tener el marcado predo-
minic de acetiladores lentos (78 %) en los 24 enfermos con
sindrome de $jdgren incluidos en su estudio por Leden et al,
(1981). Sin embargo, Ehrenfeld et al. (1983) no confirmaron este
extremo. En otros dos estudios (Amos et al., 1986; Chalmers et
al., 1990), no detectan diferencias en la gravedad clinica ni las

peculiaridades evolutivas en funcién del polimorfismo acetlilador.
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CAPITULO i

OBJETIVOS
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1. Estudiar la distribucién de dos polimorfismos enzimatj -
cos, acetilador y oxidativo de Debrisoquina/esparteina, en
un grupo representativo de enfermos con artritis reumatoide
y en los correspondientes grupos de sujetos controles

3ano0s .

2. Analizar la posible relacién de estos polimorfismos con
el riesgc de desarrollar artritis reumatoide y con diversas
caracteristicas epidemiolégicas y clinicas de la enferme-

dad.
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CAPITULO Il

PACIENTES, MATERIAL Y METODOS
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1. Pacientes

Este estudio se ha llevado a cabo en enfermos diagnosticados s
de artritis reumatoide de acuerdo con los criterios de la Ameri -
can Rheumatism Association revisados en 1988 (Arnett et al. ,
1988), que figuran en la Tabla 1. Todos los enfermos habian sicic
egtudiados en el Servicio de Reumatologia del Hospital Universi .
tario de San Carlos (Madrid) y estaban bajo control clinicies
periédico en ese Servicio., Todos ellos estaban recibiendo
habian sido tratados con al menos un farmaco considerado como cle»
segunda linea (de Villa et al., 1991), principalmente sales e

oro y metotrexate. Los criterios de inclusidn se especifican en

la Tabla 4.

Todos los enfermos fueron informados verbalmente ant s
testigo de la naturaleza, objetivos y metddica del estudica,
solicitdndoles a continuacién que participaran libremente en &1l .
El estudio estaba aprobado por el Comité de Etica y Ensayos

Clinicos del Hospital.

Ochenta enfermos dieron su consentimiento informado y fueran
incluidos en el estudio. Ventidés eran varones y 58 mujeres. Ses
recogieron los siguientes datos Edad, edad a la gue fue
diagnosticada la enfermedad, enfermedades concomitantes b

antecedentes de alergia a medicamentos y datos analiticos

radiolégicos relevantes.
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La edad media de los 80 enfermos en el momento de su inclu-
sién en el estudio era de 60,9 afios, D.E. 9,7, limite inferior
22 afios, limite superior 82, distribucién nc diferente de la
normal (test de Kolmogorov-Smirnov). Esta mismas cifras eran de
59,3 afios (D.E. 9,6) y 65,3 afios (D.E. 8,7) en los pacientes

varones y mujeres, respectivamente (p<0,05).

El fenotipo acetilador fue realizado en 69 enfermcs (22
varones, 47 mujeres). En los 11 restantes no se lLlevéd a cabo este
procedimiento porque estaban en tratamiento con medicamentos
capaces de interferir con la técnica analitica empleada en este
estudio (sulfonilureas o tiacidas, fundamentalmente) o por

sospecha, aunque fuera remota, de hipersensibilidad a sulfamidas.

El grupo de controles de polimorfismo acetilador estaba
constituido por 96 sujetos presuntamente sanos (42 varones, 54
mujeres), de edad media 63,4 afios, D.E. 8,4, , limite inferior
45 afios, limite superior 83 afios, distribucién no diferente de
la normal (test de Kolmogorov-Smirnov), que no estaban recibiendo

ninguna medicacion.

El fenotipo oxidativo de debrisoquina se determiné en 78
enfermos (23 varones, 55 mujeres). En los dos restantes no se
realizé este procedimiento porque estaban recibiendo nifedipina,

farmaco que puede interferir con el metabolismo de debrisoquina.

El grupo de controles del polimorfismo oxidativo de debriso-

quina estaba constituido por 835 sujetos presuntamente sanos (391
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varones, 446 mujeres) de edad media 26,3 anos, D.E. 9,6, limitpe
inferior 14 afios, limite superior 83 afios, distribucidn diferente
de la normal (test de Kelmogorov-Smirnov) que no estaban racq.

biendo ninguna medicacién.




TABLA

TABILA 4

Criterios de inclusién de enfermos en el estudio

Diagnostico de A.R. segiin los criterios de la ARA,

No padecer enfermedad grave o presuntamente relacionada
con alguno de los polimorfismos objeto de estudio
Consentimiento informado para participar en el estudio,
Estado general aceptable con performance status segun
escala de Karnofsky superior a 60.

Funcién hepética conservada.

Funcién renal conservada (creatinina plasmatica < 1,4
mg/dly.

No estar recibiendo farmacos capaces de interferir con
las técnicas utilizadas en el estudio (diferentes en

cada polimorfismo)
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2., Método -

2.1, Polimorfismo oxidativo de debrisoguina

2.1.1. Recogida de muestra.-

Se administrd a cada paciente 1 comprimido de sulfato de
debrisoquina equivalente a 10 mg. de debrisoquina (Declinax *,
Roche), a las 22 horas y al menos dos horas después de una cena
ligera. Se reccgid la orina de las 8 horas sigulentes a la toma.
La orina se recogié en frigorifico a 4° C hasta la manana si-
guiente, trasladada al laboratorio y medida. Una vez registrado

el volumen total se recogieron muestras de 20 ml que se guardaran

congeladas a - 20° C hasta el momento de la determinacidn.

2.1.2. Descripcion de la técnica.-

1 fenotipo oxidativo se determind por una técnica de extraccién por
gter para cromatografia de gases con detector de ionizacion de liama de
hidrogeno seguiendo la técnica de Lennard y cols. (1.977) con algunas
modificaciones (Cobaleda, 1989). Todas las muestras se analizaron por

duplicado, utilizéndose reactivos de laboratorios Merck. E1 procedimiento es

como sigue:

En una primera fase se toma 1 ml de orina y se pone en un tubo de vidrio

de 15 ml con tapdn de rosca y cubretapa interna de teflon. Sucesivamente se

afaden:
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A) 0,5 m1 de una solucidn de HCO3Ma saturado.

B) Metanol 0,5 ml.

C) 75 microlitros de guanoxan {Pfizer), que se aflade con microjeringa
de vidrio de 100 microlitros (es muy importante la exactitud de ésta medida,
ya que es el estandar interno).

D) 0,5 ml de acetilacetona (Merck 800023)

La mezcla asi obtenida se agita con un vértex durante 15 segundos, y se
introduce en un bafio de agua con agitacién a 50° C durante 16 horas. £n esta
fase se preparan las muestras para que durante el tiempo de incubacion la
acetilacetona reaccione con un radical que poseen la debrisoquina, la 4-
hidroxidebrisoquina y el guanoxan, para fermar un derivado pirimidinico, el
cual es soluble en solventes organicos y puede detectarse por cromatografia

de gases.

Tras dicho periodo de incubacion los mencicnados compuestos deben ser
extraidos para separarlos de los residuos organicos, para 1o cual se hace lo

siguiente.:

A) Afadir 6 mL de dietiléter (Merck 921) con dosificader o nipeta de
vidrio,

B) Agitar enérgicamente durante 5 minutos con agitador de volteo marca
Heidolph modelo Reax 2 con velocidad de giro de 60 rpm durante 8§ minutos.

) Extraer la fase superior (la de éter) con pipetas de vidrio tipo
Pasteur y ponerla en tubos cénicos de 12 microlitros con tapdn de vidrio.

D) Adadir 0,3 m1 de CLH 4M y agitar durante 15 segundos en vortex,
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E) Separar la fase inferior acuosa, en la cual se disuelven Tlos
compuestos formados, y ponerla en nuevos tubos de vidrio de 6 ml con tapdn de
vidrio usando una pipeta Pasteur de vidrio.

F} Eliminar los posibles restos de é&ter que puedan haber sido
trasvasados con }a muestra anterior, lo que se realiza colocando las muestras
en un bafo de agua a 56° C durante 10-15 minutos.

G) Afadir 0,4 m1 de una solucion de NaQH 4 M; cantidad suficiente para
neutralizar la acidez del CIH.

K) ARadir con microjeringa de vidrio 40 microlitros de S2C (Merck2210)

1} Agitar los tubos durante 15 segundos en vdrtex (debe hacerse Jo mas
precozmente posible dada la gran volatilidad del S2C)

J) Centrifugar a 1.500-2.000 rpm durante 5 minutos para gque la gota de
$2C, que contiene disueltos los compuestos pirimidinicos formados por la
debrisoquina, 4-hidroxidebrisoquina y guanoxan, se deposite en el vértice de)
tubo cénico.

K) Recoger 2 microlitros de la muestra con una microjeringa de vidric

de 5 0 10 microlitros e inyectarlos en el cromatbgrafo de gases.

Finalmente se obtienen unos cromatogramas en los que se identifican 3
picos, que en la técnica de Lemnard y cols. aparecen tras un tiempo de
retencion de 1,2 minutos para la debrisoquina, 2,8 minutos para el guanoxdn
y 3,2 minutos para ia A-hidroxidebrisoquina. E1 pico de la debriscguina es
el gue se identifica con mas dificuitad, pues pueden formarse derivados de la
3,4-dihidro-1—meti1-2CH—1soquin0~1incarboxamida que tienen un tiempa de

retencién similar.

Hay que tener en cuenta que el tamano de los picos depende de muchos

factores como la temperatura del aparato, el grado de pureza de los gases y
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reactivos y sobre todo de la atenuacidn eléctrica del aparato (que on
ocasiones hay que modificar) y de la calidad de la inyeccion. Para evitar
dichos factores y conseguir una homogeneidad y reproducibilidad de ing
resultados se utiliza el estandar interno {guanoxén), que tiene una estructura
quimica similar a la de los compuestos a detectar, y que COmMO ya S€ comentd

se anade al comienzo de la técnica.

2.1.3. Descripcién de los aparatos.-

£1 cromatdgrafo de gases es un aparato marca Varian de la serie 2440
dotado de inyector, columna de vidrio de 2 m. de longitud y 3 mm. de diametro
con un 3% de 0Y225 sobre una base de Chromosorb WHP 100/120 y un detector de

ionizacion de 1lama de hidrdgeno.

Los gases utilizados son hidrogeno de calidad para producir la llama
del detector, aire sintético como soporte para la combustidn del hidrdgeno y

nitrogeno de calidad N-48 como transportador.

Las condiciones de funcionamiento son una temperatura de 250° C en el
inyector, columna y detector y unos flujos de gases de 60 ml/minuto para el
hidrégeno, 240 ml/minuto para el aire sintético puro y 50 m1/minuto para e!

nitrogeno

£1 cromatégrafo estd conectado a una registrador marca Varian Aerograkh

modelo A-25 de la serie 9245. La velocidad de avance del papel es de |

cm/minuto.
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y 1.4, Calculo del dice tabélico

Una vez chtenidos los picos en el cromatograma se comparan
con el cromatograma de una orina "blanco” (de un individuo que
no haya ingerido ningin farmaco, café, alcohel y que no contenga
ninguna de las sustancias que nos interesa determinar) y con el
cromatograma de la orina del mismo individuo a la cue e han
afadido cantidades conocidas de las 3 sustancias a detoerminar
{(debrisoquina, 4-hidroxidebrisoquina y guanoxadn}, y s& detasrminan

sus tiempos de retencién.

Se procede a la medicién de la altura de los picos, repre-
sentada por la longitud de la bisectriz de éstos desde el vértice
del angulo hasta el punto donde dicha bisectriz corta a la linna
de base. La longitud de la bisectriz del pico del guanoxan serd
el denominador de dos cocientes que tienen como numerxadores las
longitudes de los picos de debrisoquina y 4-hidroxidebrisoquina.
Estas medidas de longitud se transforman en unidades de concen-
tracién utilizando una curva patrén (en microMoles/ml ). Puesto
que un comprimido de sulfato de debrisoquina tilens 10 my de
debrisoquina, equivalente a 57,1 microMoles de dicho compuestso,
el porcentaje eliminado se obtiene por una regla de tres, apli-

cando la fdrmuia siguiente:

100 x diuresis x { )/1000 diuvres =x ( }

% oliminado & —ceeeme e m e e T e
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Finalmente, relacionando el porcentaje de 4-hidroxidebhriso.
guina con el de debrisoquina obtendremos el indice metabdlico,
Como ya ha sido referido, se consideran oxidadores lentos de
debriscquina a los individuos cuyo indice metabdlico es mayor de
12,6, siendo oxidadores rapidos los que no superan dicho limite

(Price~Evans, 1980)

2.2. Polimorfismo acetilador

2.2.1, Recoqgida de la muestra,-

Se administra una dosis aproximada de sulfametazina de 10
mg/kg de peso( < 53 kg, 500 mg; 53-81 kg, 750 mg; > 81 kg, 1000
mg). En los sujetos a quienes se determina también el polimorfis-
mo oxidativo de debrisoquina, la sulfametacina se administra a
las 6 de la mafiana, inmediatamente después de recogida la orina

para determinacién de debrisoquina y 4 -OH~-debrisoquina.

Se permite desayunar al cabo de dos horas, se extrae sangre
a las 6 horas utilizando heparina como anticoagulante, y se
separa el plasma por centrifugacién. Las muestras pueden conser-

varse a - 20° C hasta la practica de la determinaciodn.

2.2.2. Metodo de determinacidn. -

El fenotipo acetilador se determina a partir de la tasa 9

porcentaje de acetilacion de sulfametacina, para lo cual se miden
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la sulfametacina libre y la sulfametacina conjugada en plasma

segin el método de Bratton & Marshal (Varley, 1962)

Las determinaciones de este estudio se llevaron a cabo con
un espectrofotémetro Hitachi 180 de alta sensibilidad. Se consj-
deran acetiladores lentos a los sujetos que tienen mencs del 453%
de sulfametacina plasmidtica en su forma acetilada o conjugada.
Son acetiladores rapidos agquellos que superan el citado lLimite

v lentos los que no lo alcanzan (Viznerova et al., 1973)

La determinacion se realiza en 2 fases,:

a) Fase 1.
1. Sulfametacina libre en plasma.
- £n tubo de centrifuga poner 2 ml de agua desionizada, 1 ml de acido
tricloroacético al 20% y 1 mL de plasma.
- Centrifugar y separar el sobrenadante.
- Tomar 1 ml1 del sobrenadante y afiadir 1 ml de acido triclorcacetico
al 5%. Reservar los 2 ml resultantes.
2. Sulfametacina total en plasma.

- Se toma !} ml del sobrenadante obtenido por centrifugacidn y se Afi e

1 ml de CIH 2 M.

- Se calienta a 100° C a) bafic maria durante 1 hora er un tubo graduado,
- Se anade el volumen de agua perdida por evaporacion hastd

completar los 2 ml originales.
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h) Fase 2.

Comin para los 2 tubos obtenidos durante la fase 1, para un ntanig e
tricloroacético al § % y para un patrdn o estdndar de 2mi de solucian de
sulfametacina en tricloroacético al 5% a una concentracion de 5 micragra.

mos/ml.

1. Anadir 0.2 m! de nitrito sodico al 0.1 % y agitar fuertements,
2. A los 3 minutos afadir 0.2 m1 de sulfamato aménico al 0,5% y agitar

enérgicamente,

3. Al cabo de otros 2 minutos afadir 1 ml de solucidn de N-l-naftil-
etilén-diamina hidrocloruro al 0,05 %. Agitar.

4. A los 10 minutos proceder a la lectura espectrofotométrica con una
longitud de onda de 548 milimicras. E1 estdndar debe dar una tectura de (.5

en absorcién (densidad dptica).

La sulfametacina conjugada se averigua restando la libre de 1a total.
Finalmente se establece el porcentaje de sulfametacina conjugada cen respecto
a la total, con cuya cifra disponemos del criterio numérico para fijar el

fenotipo acetilador.
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3. Métodos estadisticos

Se ha utilizado el paquete estadistico informatizado RSIGMA,
aplicado mediante un ordenador personal IBM PS1 386. Los crite-
rios estadisticos utilizados han sido de tipo descriptivo (media,
desviacién estdndar, limites, distribucién de frecuencias), vy
comparativos socbre variables cualitativas (Test de la ji al
cuadrado, prueba exacta de Fisher) y sobre variables continuas
(test t de Student, prueba U de Mann-Whitney). Se analizaron las
correlaciones entre pardmetros seleccionados (ceoeficiente de
Spearman). La seleccién de los tests estadisticos se llevd a cabo
en funcién de que la distribucién de las variables se ajustara
a la normal o no (test de Kolmogorov-Smirnov). El nivel de

significacién se estableci6é con p <0,05.
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CAPITULO IV

RESULTADOS
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Datos generales del grupo de enfermos

El grupo de estudio estaba constituido por 80 pacientes. ILa
edad al diagnéstico era significativamente més baja en las
mujeres ( 53 anos, D.E.= 12,2) que en los varones (60,7

afios, D.E. =10,7) (Prueba de Mann-Whitney, p = 0,014}.
Fenotipo oxidativo de debrisoquina

Este polimcrfismo pudo determinarse en 78 enfermos. Cincuenta
y cinco pacientes eran mujeres y 23 varones. La edad media dn

estos pacientes era de 60,9 afios (D.E. 9,7).

Cuatro pacientes (3 varones y una mujer), con un valor de MR:
12,6, quedaron clasificados como metabolizadores lentos de

debrisoquina (5,13 %)

La edad media de los miembros del grupo de control, consti-
tuido por 835 sujetos, era muy inferior a la de los pacientes
(p < 0,001). Cuarenta y dos controles, con una cifra de MR

12,6, quedaron clasificados como metabolizadores lentos (PM)
de debrisoquina (5,03 %). El resto de los elementos del grupo
quedaron clasificados como metabolizadores rapidos (EM). El
coeficiente de correlacién lineal entre la edad y el valor de

logl0 de MR en los metabolizadores répidos fue de G,001

(n.s.}).
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La comparacién del porcentaje de sujetos con fenotipo EM (e
DBQ no mostrd diferencias significativas entre casosn v
controles, tanto en el conjunto de los grupos ( Ji cuadrads -
0,0001, p > 0,999) como cuando se analizaron los sexos por

separado (Ji al cuadrado 0,54 para las mujeres y 1,44 para los

hombres, n.s.).

La distribucién de frecuencias del logaritmo decimal de M2 on
metabolizadores rdpidos se ajustaba a la normalidad tanto en
casos como en controles (test de ajuste a la distribuciin
normal de Kolmogorov-Smirnov) (Figura 1). La comparacion de La
media del logaritmo decimal de MR (loglOMR} de metabolizadores
rapidos entre casos ( X = - 0,085, D.E. = 0,388) vy controles
( x = ~ 0,296, D.E. = 0,427) mostréd diferencia estadistica-
mente significativa ( t de Student 5,02, p < 0,001) (Figura
2). Esta diferencia se mantuvo cuando la comparacidn se hiao
por sexos ( varones: t = 2,56, p < 0,01. Mujeres: t = 1,605, b

< 0,001).

Cuando se separaron empiricamente los EM de ambos grupat

utilizando como valor de divisidén una tasa metapolica o= 1

(Log decimal = 0), se comprobé gque el 25,7 % de los contmolies
(162 sujetos) y el 40,5 % de los casos (30 sujetos) tenidy
) 1

valores de MR comprendidos entre 1 Yy 12,6 (logs Oy =05y

respectivamente) . Esta diferenciae&sestadisticamennaﬂignLri
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cativa (ji al cuadrado 14,7, p<0,0005; prueba exacta o»

Fisher, p = 0,00014). (Figura 3).

El cceficiente de correlacién entre los valores para
LoglOMR en los enfermos metabolizadores rapidos y la edad al
comienzo de los sintomas de la enfermedad no alcanzd valores
significativos en las mujeres ( r = 0,199, n.s.), en los
varones (r = -0,254, n.s.), ni en el conjunto del grupa de

enfermos ( r = 0,091, n.s.).

No se apreciaron diferencias significativas entre los
valores para MR en los pacientes EM divididos en das grupos,
en funcién de que la determinacién del factor reumatoide fuera

positiva o negativa.

Fenotipo acetilador

La edad media de los 69 enfermos en quienes se detexrmino
este polimorfismo era de 68,8 afios (D.E. 9,77)y. En 1ios
controles la media era de 63,4 afios (D.E. 8,4). La diferencia

es estadisticamente significativa ( t de Student 3,698, p-

0,001).

Treinta y dos enfermos (46,4 %) vy 56 controles (58,341,

4 P 10
con una tasa de acetilsulfametacina en plasma inferior al 45
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% de la sulfametacina total, quedarcon clasificados como aceti-
ladores lentos {prueba exacta de Fisher de dos colas 0,103,

diferencia no significativa) (Figura 4).

La edad al diagnéstico de la enfermedad en el grupo de
enfermos no diferia significativamente entre los acetiladores
lentos ( 57 afos, D.E. 11,5 ) y los rapidos { 53,2 anos, D.E.

13 ) (prueba de Mann-Whitney p= 0,14, n.s.}.

Cuando se realizé un andlisis separado por s$exos compa-
rando cascs y controles se comprobé que, entre las mujeres, 18
enfermas (38,3 %) y 34 controles (63 %) eran acetiladoras
lentas (Figura 5). Este exceso de acetiladoras rapidas entre
las pacientes es estadisticamente significativo (prueba exacta
de Fisher de dos colas 0,017 ). Al comparar entre si los varo-

nes cde ambos grupos no se observaron diferencias significa-

tivas. (Figura 6).

La distribucién de frecuencias del porcentaje de sulfame-

tacina acetilada con respecto a la sulfametacina rotal en

1A
i

casos y controles adopta una disposici6n bimodal, como

aprecia en la figura 7, en la que ademds se pormencriza estad

distribucldn por sexos.
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POLIMORFISMO ACETILADOR

___Distribucion_comparativa. Total series. .

D = N.S.
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Rapidos Rapidos
42% 54%

Controles Casos

Figura 4: Distribucion del fenotipo acetilador eun copntroies

tirzgquierda) v oL enfermes con artritis renmatoide Cdersoloa). o

b
cxrpen de aterlladeres rapides en el grupn de ppfermes o aloanza
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POLIMORFISMO ACETILADOR

 Distribucion en mujeres oo

Rapidas Rapidas
37% 62%

Controles Casos (A.R.)

Figura 5: Distribucion del fenotipo acetilador en las mujeres dei

grupo control {izgquierda) ¥y en las enfermas con artritis:

renmatoide (derecha). Hay un exceso significativeo de acetilador.

rapidas entre jas mujeres con qartritis reuwmatoide (p = G, 0170,



POLIMORFISMO ACETILADOR

o Distribucién_en._varones .

p = n.S.

Rapidos

Rapidos 36%
48%
Controles Casos

FIGURA 6! DISTRIBUCION DEL FENOTIPO ACETILADQR EN LOS VARQONES DEL
GRUPO CONTROL (IZQUIERDA) Y EN LOS ENFERMOS VARONES CON ARTRITIS
REUMATOIDE (DERECHA}. EL EXCESD DE ACETILADORES LENTOS QUE SE
ORSERVA EN ESTE ULTIMO GRUPO NO ALCANIA SIGNIFICACION ESTADISTICA

(p = 0.43),
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POLIMORFISMO ACETILADOR EN A.R.

Distribucién por sexos

ARTRITIS

Controles

1 Varones

Mujeres

sura 7: bistribucion de frecuencias de 1lns valores del
centaje de qeetilsultametacina/sulfanetavine total =u plaswa
controles (ifzytinrda) v eu enfermos con artritis reamataide
crecha)., %e aprecia la bimedalidad de esta distribacion eu
0% grupes o voeloenoesn de mujeres en el grupo de ace

Yidos con artritis reuamatodde.
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CAPITULO V

DISCUSION
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1. Aspectos generales de la serie

Aunque este estudio no estaba disefiado para analizar aspsctos
epideniolégicos generales de la artritis reumatoide ¥y el volumen o
su casulstica no es adecuada para ello, es interesante destacar (que
confirma dos hechos conocidos previamente: el predominioc femenino
de la enfermedad {2,6:1) y la edad de comienzo clinico significati -
vamente mAs temprana en las mujeres, en las que losg sintoras
iniciales aparecieron, por término medio, 7,7 afos antes que en Lo

nombres.

Los pacientes seleccionados estaban recibiende o habian
recibido en el pasado medicamentos de segunda linea. Esta condicion
se introdujo para reforzar el diagnéstico de artritis reumdatolcte
genuina y evitar incluir enfermos con formas iniciales u oligosin-
romdticas, en quienes es mas facil realizar un diagnostico
incorrecto de artritis reumatoide. Por esta razdn hay un sesgo «n

la seleccién de los enfermos que impide establecer comparacions s

validas entre ambos sexos en cuanto a la gravedad clinica de la
enfermedad.
2. Polimorfismo_oxidativo de debrisoguina:
La distribucién de este polimorfismo no difiere entre casos ¥
vapidan

controles, aungue hay un ligero exceso de metabolizadoras
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entre las mujeres con A.R. que no alcanza significacidén estadisti-
ca. Para que ello ocurriera hubiera sido preciso detectar msta
diferencia en un grupo de mids de 100 enfermas, algo fuera de lasz

posibilidades de este estudio.

La edad media del grupe control es 35 aflos mas baja que la de
los enfermos. Aparentemente esta gran diferencia quita fiabilidad
a la comparacidén, ya gue cabe suponer que el enveieciniento reduce
la actividad enzimatica. Sin embargo no es asi, y hay al ménos tres
estudios que sefalan que la capacidad de oxidaclion polimdrfica e
DBQ no decrece con la edad en sujetos por lo demds sanos (ver
apartado 3.4 de introduccidn). En nuestro propio grupo de controles
hemos podido comprobar que el wvalor medio para MR no difiers
significativamente entre los individuos menores de 20 anos y los
gque tenian més de 40 (0,6= D.E. 0,65 vs 0,68 D.E. 0,8), v el valar
del coeficiente de correlaci6én lineal entre los valores para MR y
la edad en los sujetos del grupo de controles se aproxima a cero (
r = 0,001). Por otra parte, reunir un grupoc de sujetos controlas
presuntamente sanos de edad equiparable a la de los enfermus
incluidos en este estudio es muy dificil, ya que estas personas no
suelen acudir a los hospitales y facultades de Medicina, suelen ser
refractarias a ofrecerse como "conejillos de Indias® (que &8 Ccome
se conoce vulgarmente y en los nedios de comunicacién a  los
voluntarios sanos y a los enfermos que sé ofrecen a participar n
ensayos clinicos), toman con frecuencia medicacicnes diversas

(muchas veces innecesarias) que pueden interferir con 1os resuita-
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dos de las determinaciones y éticamente es discutible administrary
una dosis de debrisogquina a una persona que, por su edad, puede
sufrir una hipotensién que implique consecuencias negativas para su

salud.

Por 1o tanto las comparaciones entre casos y controles son
resultado global de esta parte del estudio es negativo, pordque hay
un aspecto parcial en el que se aprecia una diferencia que puede
ser relevante a la vista de los conocimientos actuales sobre este

genotipo.

parece logico aceptar que los metabolizadores rapidos
homocigotos, al tener dos alelos funcionantes, dispondran de una
mayor capacidad metabélica que los metabolizadores rapidos
heterocigéticos, que s6lo tienen un alelo que sintetiza la forma
activa de la enzima. Sin embargo, la distribucién de frecuencias
del indice metabdlico (MR) en los metabolizadores rapidos se
aproxima a la normal, por lo que parece dificil poder discriminar
EM homocigotos de EM heterccigotos, al no haber un valor claramente
identificable como antimoda. En algunos estudios se ha sugerido que
un valor de MR = 1 ( logl0 = 0) podria discriminar eficazmente
ambos subgrupcs de EM, pero este valor se escogi¢é de forma
arbitraria, la distribuci6én no se ajustaba a la ley de Hardy -

Rl

Weimberg y en general lo aducian investigadores a quienes

ere bt

acomodaba bien para explicar hallazgos menores. La validez de
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criterio de clasificacién fue puesta en duda muy seriamente (Evans
et al., 1989), pero también es evidente que la probabilidad de ser
EM heterocigoto aumenta enormemente cuanto mas se acerca el valor

de MR a 12,6, que es el limite universalmente aceptado con los PM.

Esta propuesta empirica se ha mostrado, finalmente, bastante
préxima a la realidad. La aparicién de técnicas de genotipado que
permiten identificar perfectamente a los tres genotipos de este
polimorfismo ha puesto de manifiesto que existe bastante solapa-
miento de los valores de MR entre EM homo y heterocigotos, pero que
las cifras medias son notablemente inferices (y por tanto indicati-
vas de una mayor eficacia oxidativa) en los homocigotos. Aunque los
autores de los tres estudios publicados (Broly et al, 1991; Dahl et
al, 1992; Graf et al., 1992) no profundizan en esta cuestion,
podria proponerse, a la vista de sus datos, un valor de MR de 0,7
(logl0 = - 0,15) como limite entre EM homo y heterocigotos, aunque
con una capacidad discriminativa inferior al 70 % (estimacidn

personal).

Utilizando este valor de 0,7, 521 controles EM (65,5 %) y 28
pacientes EM (36,8 %) quedan por debajo de este limite y por lo
tanto son metabolizadores mas eficientes y con una alta probabili-
dad de ser homocigotos. Hacemos este comentario sin aportar el
correspondiente estudio estadistico en el apartado de Resultados,
ya que es una disgresién puramente empirica. Sin embargo, esta

diferencia se repite cuando el limite se fija en un valor para MR
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de 1 {logl0 = 0), que era el mds utilizado anteriormente. Cuandn ge
aplica la t de Student para variables continuas 1los controles EM
tienen valores de MR significativamente més bajos que los enfermos.
Es decir, sin que se pueda fijar un punto de corte o separacidon,
parece claro que, a valores mas bajos de MR, mayor probabilidad e

ser EM homocigoto.

Si esta diferencia no se debe a la mayor edad de los pacien-
tes, como parece deducirse de lo antes analizado, la causa debs
radicar en que entre los enfermos hay mas heterocigotos que entro
1os controles. Por lo tanto, la posesidn de un alelo mutante no
funcionante puede predisponer al desarrollo de artritis reumatoide,
v @llo tanto en varones Como en nuijeres. Esta conclusidn s
totalmente provisional y debe ser contrastada con estudios e
determinacién del genotipo, que ademds de confirmarla si es cierta,
indicaran si es suficiente la condicién de heterocigoto © si es uno
de los varios alelos mutantes no funcionantes que existen el gque
esta relacionado con el mayor riesgo de padecer la enfermadad. Este
interrogante tendra, sin duda, respuesta en los proximos anos ya
que hay varios grupos, y entre allos el nuestro, gue estan llevanids
a cabo investigaciones utilizando técnicas de genotipado Cuyos

resultados sélo estamos empezando a conocer.

3.~ _Polimorfismo acetilador:
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Nuestro grupo de 69 enfermos con artritis reumatoide es una de
los mé&s amplios estudiados hasta el momento. El grupo de controlesy
es adecuado en cuanto a la edad y el sexo, si bien hay que hacer
notar que ninguno de estos dos factores influye de manera signifi-
cativa en la distribucién del polimorfismo acetilador ({ver
introduccién) y que la distribucién del polimorfismo acetilador es
practicamente similar en este grupo de controles y en los gujetos

sanos estudiados previamente por Ladero et ak.(1879).

En el total de la serie existe un exceso de acetiladores
répidos que no alcanza significacién estadistica. Para que @l
exceso de un 11,9 % a favor de los acetiladores rapidos entre Los
enfermos alcanzara significacién estadistica con errores alfa de
0,05 y beta de 0,20, hubiera sido preciso estudiar 292 enfernos de
A.R., cifra inalcanzable para nosotros Yy probablemente para
cualquier servicio de Reumatologia. Pox otra parte, del andlisis de
los resultados se desprende claramente gue esta diferencia se debe
a un marcado exceso de acetiladoras rapidas entre las enfermas de

A.R., del 24,7 %, que alcanza una clara significacion estadistica.

Fste hallazgo de nuestro estudio confirma una supoesicion de
Price-Evans (1989) que no habia sido contrastada hasta ahora.

algunos estudios publicados con anterioridad no son adecuados para

FERY

establecer este tipo de comparaciongs, por la insuficiencia do

‘ ‘ maveria e Lo
casuistica o por la ausencia de grupo contral. La mayoria de oo

demas no mostraban diferencias con respecto a los controles o
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sefalaban una tendencia al exceso de acetiladores lentos. Tan solo
el estudio de Pullar et al. (1985) detecta un excesa de acetilado-
res réapidos de grado similar al encontrado por nosotros, con ol
inconveniente de que no aporta grupo control y hay gue basarse an
controles histdricos de la poblacién briténica para sostener la

raealicdad de esta diferencia.

En el citado estudio de Pullar et al, no se hace un analisis
pormenorizado por sexos. Tan solo se prestd atencidn a este datalle
en el estudio de Crook et al (1983), en el que no se aprecian

diferencias en la distribucién por sexos del fenotipo acetilador,

De nuestros resultados cabe inferir, en términos estadiaticos,
que existe una relacién entre el fenotipo acetilador rapido y el
riesgo de desarrollar artritis reumatoide en mujeres. El paso
siguiente es tratar de explicar esta relacién en términog causales.
iDe qué forma puede facilitar la aparicién de la enfermedad el
hecho de poseer una mayor capacidad de acetilar determinados
sustratos?. La respuesta mas légica es asumir gue uno o mas de
tales sustratos origina por acetilacidn netabolitos directamente
involucrados en la patogenia de la enfermedad. Como hasta la fecha
no se conoce ningin sustrato endégeno que siga la via de la
acetilaci6n polimdrfica, los candidatos han de ser necesariamente

sustratos exégenos, es decir, xencbloticos.
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La patogenia de la A.R. es disinmune. No se sabe porqué

%
Bk

organismo pone en marcha esta reaccién anormal dirigida contra s
mismo. Los estudios sobre el sistema HLA sefialan a determinados
antigenos como relacionados con el riesgo de padecer la enfermedad.
Hubiera sido interesante disponer de estos datos en nuestros
enfermos para ver si existe alguna correlacidn entre estos
antigenos y el fenotipo acetilador, pero no nos ha sido posible
realizar este estudio. No se conoce ningun zxenobidtico relacionado
epidemiolégicamente con la A.R., aunque ello no quiera decir que no
exista, sobre todo porque la mayoria de los estudios orientados a
identificar agentes externos relacionados con la enfermedad han
ostado dirigidos por la creencia de que tales agentes son garmene: ,
y no sustancias qguimicas. Es dificil encontrar una enfermedad en la
que exista una relacién tan clara entre determinados xenobidticos
y el riesgo de padecerla como el cancer de vejiga por exposicion
laboral a aminas aromdticas (Ladero et al., 1983), ¥y lamentab lenen -
te para nuestros fines la A.R. no es una de ellas. Tampoco lo es el
lupus eritematoso diseminado, que es otra enfermedad disinmune que
ha sido objeto de numercsos estudios (Ladero et al., 1988) cuyo
resultado final es negative, ni la enfermedad de RBasedow, en la {que
hace afios se observd una tendencia a un comienzo clinico mads pracol
en acetiladores lentos (Ladero et al., 198 y, ni la esclerosis
miltiple (Ladero et al., 1993), ni la enfermedad inflamatoria
intestinal cronica {Ladero et al., datos no publicadoes), en lag qus
no se ha establecido ninguna relacién con el polimorfismo acetila-

dor, por citar tan solo onfermedades de base auto o disinmune, -
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han sido objeto de atencidn preferente por parte de nuestro gqrupn

en los dltimos anos,

Nuestra hipdtesis, puramente tedrica, es que un netabolito
generado por acetilacién polimérfica a partir de un xenobidtico nao
identificado, seria capaz de inducir la puesta en marcha de una
reaccién inmune anormal responsable de los eventos patogénicos
iniciales de la A.R.; lo mids ldégico es que el citado metabelito
actuara como hapteno, modificando la estructura de alguna proteina
del organismo gque se comportaria como neoantigeno. Este mecanismo
es aducido para justificar muchas reacciones adversas idiosincrati-
cas a farmacos, cuyo origen es claramente disinmune, y un &jemplo
muy relacionado con el campo en que NOS MOVEmMoOs s al de las
reacciones adversas a sulfamidas (Rieder et al., 1991; Pirmohamesd

2t al 1991).

Este es el primer estudio sobre este particular que se realiza
en nuestro ambito geogrdfico y étnico, ya que todos los demas han
sido desarrollades en paises anglosajones y noérdicos, salvo el de
Ehrenfeld et al. {1983) en el gque hay judios sefardies, de origen
mediterraneo, perc también ashkenazis, procedentes de Centroeurcp:t.
£1 hecho de que nunca antes se hubiera comunicado un resultadeo
similar al de nuestro estudio suglere que el zxenobidtico presunta-
mente responsable podria ser especifico de nuestro amirient-

geografico ({dietético?).
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Un segundo aspecto es que el predominio de acetiladorey
rapidos entre los enfermos de A.R. se cifie a las mujeres. 3,
mayoria de las enfermedades clésicamente denominadas Tautoinmunes -
muestran un claro predominio femenino, y la A.R. no 88 unn
excepcidn, como nuestro propio estudio confirma. Sin embargo, e ]
pelimorfismo acetilador es un caracter autosémico © mendelianc
simple y no muestra diferencia alguna de sexos en su distribucidrn .
Tampoco parece susceptible la actividad de la N-acetil-transferaga
polimérfica de ser modificada por la accién de hormonas femeninas

(ver apartade 5.5.2. de la Introduccién), de modo gue no podoemnoss

explicar el porqué de esta diferencia, sino nicamente constatar).a,
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES
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1. La distribucidén del fenotipo oxidativo de tipo
debrisogquina/esparteina no difiere entre los enfermos con

artritis reumatoide y los controles sanos.

2. 8in embargo, dentro del grupo de metabolizadores
rapidos de debrisoquina, constituido por el 95 por ciento,
aproximadamente, de casos y controles, se aprecia una menor
eficacia metabélica en los enfermos de artritis reumatonide.
Este hallazgo sugiere que en esta enfermedad hay un exceso de
metabolizadores répidos heterocigdticos para un alelo no
funcionante. Esta cuestién debe ser esclarecida mediante

estudios de genotipificacidn.

3. La distribucién del fenotipo acetilador muestra un
exceso de acetiladoras rapidas en las mujeres con artritis
reumatoide en relacién con las mujeres sanas del grupo
control. Este hallazgo permite concluir que la posesidn del
fenotipo acetilador rapido puede ser un factor de riesgo para
el padecimiento de artritis reumatoide en las mujeres. 1

mecanismo de esta posible relacién se desconoce.
4. No se detectan diferencias significativas en la

distribucién del fenotipo acetilador entre casos ¥ controles

del sexo masculino.
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5. La artritis reumatoide comienza a una edad masg
temprana en las mujeres de nuestro grupoc de estudio que en log
varones. Ninguno de los polimorfismos estudiados en esta Tesis
guarda relacidén con ningin aspecteo clinico ni evolutivo de 1a

artritis reumatoide.
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