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RESUMEN

Se describe un método para clasificar a los individues como
acetiladores répidos o lentos de la isoniazida. Se recoge la
orina entre la 6.* y la 8. hora siguientes a la administracion,
por V.0, de 10 mg de isoniazida/kg peso. En una alicuota
de esta muestra, se determina, anicamente, acetilisoniazida
¥, en la otra, se determinan tanto la acetilisoniazida como
la isoniazida acetilada artificialmente (hidrazinas totales), me-
dianie la misma reaccién colorimétrica. La clasificacion en
acetiladores rapidos y lentos se basa en el porcentaje ace-
tilisoniazida/hidrazinas totales.

SUMMARY

A method is described for classifying subjets as slow or
rapid acetylators of isonfazid. Urine is collected in the to 8 hr
period folfowing an oral test dose of 10 mg of isoniazid/kg
body weight. In one aliquot of this sample only acetylisoniazid
is determined, in the other acetylisoniazid and isoniazid ar-
tificially acetylated (total hydrezines) are estimated by the
same color reaction. The classification of slow and fast ace-
tylators is based on the percentage of acetylisoniazide versus
the total hydrazines.

INTRODUCCGION

La existencia de grandes diferencias interindividuales en
la respuesta a dosis idénticas del mismo farmaco es un
fendmeno bien conocido. El principal factor que contri-
buye a estas diferencias en la respuesta terapéutica, es
urna marcada variacién en la capacidad metabolizadora de
log individuos. Dicha capacidad, se ha demostrado que

* Recibido el dia 15 de enero de 1983.

esta determinada por faclores ambientales, edad, dieta,
estado de salud, coadministracién de otros farmacos,
factores hormonales y factores genéticos (1).

Para distinguir entre la contribucion de los factores am-
bientales y genéticos en la variabilidad metabélica se
realizan estudios poblacionales y étnicos (indican la po-
sible existencia de diferencias raciales).

La distribucion de frecuencias del parametro investigado,
indica si un determinado factor es heredado monogéni-
camenfe (herencia mendeliana) o si se frata de una he-
rencia poligénica. En el caso de |la herencia monogénica,
el histograma de distribucién de frecuencias es bi o tri-
modal, mientras que en el caso de la herencia poligénica
es unimodal (gaussiana).

Entre los polimorfismos metabélicos controlados monogs-
nicamente, cabe destacar:

— Polimorfismo acetilador

-— Polimorfismo oxidativa (2, 3)

Diversos farmacos del tipo de las aminas e hidrazinas

aromaticas son metabolizadas en el hombre por N-acetila-

cion. La reaccidn de acetilacién estd mediada por un en-

zima hepéatico, la N-acetiltransferasa, y es necesaria la

colaboracion del acetil-CoA. Dicha reaccion tiene lugar

en dos pasos:

1) Nacetiltransferasa + Acetil-CoA 2 Acetil-N-
acetiltransferasa + CoA

2) Acetil-N-acetiltransferasa + R-NH, .~ N-acetil
transferasa + R—NH—CO—CH,

Segln fa velocidad con que se realiza esta reaccion
los individuos pueden clasificarse como acetiladores ra-
pidos o lentos del farmaco estudiado,

El fenotipo acefilador es una caracteristica predetermi-
nada genéticamente a través de un polimorfismo mende-
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liano. En el fenotipo acetilador no influyen ni la edad
ni el sexo, pero si la raza (5).

Los acetiladores lentos son homozigotos para un gen
autosémico recesivo, mientras que los rapidos son
homo o heterozigotos para un gen autosomico domi-
nante.

Entre los farmacos (4) que estan sujetos a este polimor-
fismo acetilador destacan los siguientes: isoniazida,
hidralazina, procainamida, dapsona, fenelzina, nitraze-
pam, algunas suifonamidas y la monoacetilhidrazina
(metabolito inactive de la isoniazida).

La determinacion analitica del fenotipo acetilador s
interesante ya que iiene importantes implicaciones te-
rapéuticas en el caso del tratamiento de la tuberculo-
sis pulmonar con isoniazida. Se sabe que seg(n sea el
fenotipo acetilador del individuo existe una distinta in-
cidencia en cuantc al riesgo de aparicion de efectos
secundarios indesables del tipo de la hepatotoxicidad
(10, 11}, neuritis periférica (12,13, 14}, asi como una
distinta respuesta a tratamientos intermitentes (una ©
dos dosis/semana) (4).

PARTE EXPERIMENTAL

1. DETERMINACION DEL FENOTIPO ACETILADOR
UTILIZANDO COMO FARMACO SULFADIMIDINA

La sulfadimidina (sulfametazina) es una sulfonamida de
accion rapida que se utiliza en el tratamiento de las
infecciones sistémicas. Se absorbe rdpidamente, tras
su administracién oral, a nivel del tracto gastroinies-
tinal. Se une a Ja albGmina en un porcentaje gue oscila
entre el 60 y el 80 % (B) y es capaz de atravesar la
barrera hematoencefdlica y la placenta.

Su metabolismo estd sujeto a polimorfismo acetilador
y ha sido el fdarmaco, tradicionalmente, utilizado para
levar a cabo !a determinacion del fenotipo acetilador
del individuo.

11. Dosis de farmaco administrada y condiciones de
administracién

A un individuo que haya estado libre de cualquier tipo
de medicacion en las 48 horas anteriores a la-realiza-
gion de la prueba, se le administran, por V.0, 10 mg
de sulfadimidina/kg peso. A las 5 horas de la ingestion
del farmaco el individuo debe vaciar compietamente la
vejiga, desprecidandose esta orina. La muestra que S€
llevara al laboratorio seréd la orina recogida entre la
52 y la 6. hora siguientes a la administracion de la
sulfadimidina. La muestra debe conservarse en la ne-
vera hasta que se realice el analisis.

1.2. Reactivos y material

- Acido clorhidrico 6 N

— Solucién acuosa de nitrito sodico al 0.1 %

__ Solucian acuosa de sulfamato amonico al 0.8 %

— Solucién acuosa de diclorhidrato de alfa-naftileno-
diamina al 0.8 %
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La solucién debera conservarse a 4°C y al abrigo de
la luz: en estas condiciones ia solucidn es estable du-
rante 15 dias.

1.3. Métodos

la técnica analitica utilizada para realizar la determi-
nacién del fenotipo acetilador es una colorimetria y el
método es el de Schrider (15).

Para el estudio se han utilizado dos poblaciones dis-
tintas: una poblacidn pediatrica (Hospital de Nuestra
Sefiora del Mar, Barcelona) y una estudiantil (estudian-
te de 3° de Medicina de la Universidad Autonoma de
Barcelona).

Ei modo operatoric es el siguiente:

1: En un tubo A se depositan 10 yl de la muestra de
orina, se ahade 1 ml de acido clorhidrico 6 N y
se calienta a 80° G durante 5 minutos. Con este tra-
tamiento se consigue hidrolizar la acetilsuifadimi-
dina y, de esta forma, tener toda la sulfadimidina
en forma libre.

2- En un tubo B se depositan 50 pl de la muestra de
orina y se ahade 1 ml de acido clorhidrico 6 N,
pero no se calienta. Este paso se realiza inmedia-
tamente después de finalizada la hidrélisis que se
ha llevado a cabo en el tubo A.

3: A ambos tubos se adiciona 1 ml de nitrito sadico
al 0.1 % y se agita durante 2 minutos.

4: A ios dos tubos se ahade 1 ml de sulfamato amo-
nico al 0.8 %,

5. Se afade a ambos tubos 1 ml de diclorhidrato de
alfa-naftiletilenodiamina al 0.8 %.

Se verifica una reaccion de diazoacidén. EI compuesto
coloreado que se forma presenta una coloracién que va
desde el rosa al violaceo.

Si la intensidad del color es mayor en el tubo A que
en el tubo B el individuo es clasificado como acetilador
répido y si es mayor en el tubo B como acetilador lento.
La determinacién puede realizarse a simpie vista o me-
diante un colorimetro o espectrofotémetro, leyendo la
absorbancia al maximo de absorcidn de 500 nm.

1.4. Resultados

E] nimero de muesiras de orina analizadas ha sido de
78. De éstas 16 corresponden a poblacion pediatrica y
62 a poblacién estudiantil.

Las muestras facilitadas por la Unidad de Pediatria
del Hospital de Nuestra Sefiora del Mar, correspandian
a nifios que presentaban una primoinfeccion tuberculosa.
Todos ellos fueron fenotipados como acetiladores lentos.
De los B2 estudiantes de Medicina de la U.A.B., que
fueron fenotipados, dGnicamente 2 eran acetiladores ré-

pidos y los 60 restantes lentos. El porcentaje de aceti-- ..

ladores rapidos en la poblacion estudiantil analizada "
es de un 3.22 %, o




2. DETERMINACION DEL FENOTIPG ACETILADOR
UTILIZANDO COMO FARMACO ISONIAZIDA

La isoniazida es un antituberculoso gque, actualmente,
forma parte de la mayoria de combinaciones terapéuti-
cas utiiizadas en el tratamiento y quimioprofilaxis de la
tuberculosis.

La isoniazida es rapidamente absorbida, tras su admi-
nistracion por V.0., a nivel del tracto gastrointestinal.
No se une a proteinas plasmaticas y es capaz de atra-
vesar la barrera hematoencefélica y la placenta. Las
concentracicnes en el liquido cefalorraguideo son, apro-
ximadamente, el 20 % de las plasmaticas (7) vy en la
feche materna la concentracién es la misma que en el
piasma (8). Es metabolizada en el higado, principalmen-
te, mediante un proceso de acetilacién. En los acetila-
dores lentos una via importante de metabolizacidn es
la hidrélisis directa de la isoniazida para dar acido iso-
nicotinico e hidrazina. En los acetiladores répidos el
acido isonicotinico proviene de la hidrdlisis de la ace-
tilisoniazida. El esquema del metabolismo de la iso-
niazida se muestra en [a figura 1.

Debido a la elevada incidencia de las primoinfecciones
tuberculosas en nuestra comunidad y a que éstas son
tratadas con isoniazida, se ha considerado preferible
utilizar este farmaco, en lugar de {a sulfadimidina, para
determinar el fenotipo acetilador de los pacientes.
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Figura 1

Metabolismo de la isoniazida en el hombre (4).

El estudio se ha llevado a cabo en una poblacion pe-
diatrica (Hospital de Nuestra Sefora del Mar].

2.1. Forma farmacéutica, dosis administrada y toma
de muestras

La isoniazida se ha administrado bajo la forma farma-
céutica de cdpsuias de gelatina dura. Las capsulas con-
tenian, como principio activo, Unicamente isconiazida y
como excipiente, lactosa.

La dosis que se administra es de 10 mg/kg peso y s
via de administracion es la oral. Es necesario que el
individuo haya estado libre de cualquier tipo de medi-
cacion en las 48 h anteriores a la realizacion del test.
La muestra de orina se recoge entre la 6.2 y la 8. ho-
ras siguientes a la administracion de la isoniazida. La
orina anterior a la 6.2 hora debe despreciarse. Una vez
recogida la muestra, ésta deberd conservarse en la
nevera.

2.2. Reactivos 'y material

— Espectrofotémetro. Se ha uvtilizado un aparato Vita-
tron, modelo MPS3, tipo 940.320.

— Solucién de Cloramina-T ai 12.5 % en alcohol del
50 %. La solucidn debe conservarse en la oscuridad
vy a 4°C, en estas condiciones es estable durante
7 dias.

— Soilucién acuosa de KCN al 20 %. La solucion debe
conservarse a 4 C.

—- Solucién reguladora de pH = 6. Se disuelven 43.54 g
de fosfatoe bipotasico (K,HPO.) en agua y se com-
pleta el volumen hasta 500 ml (sol. A). Por otro
lado se disuelven 34.02 g de fosfato monopotasico
(KH,P0Q,) en agua y se diluye hasta 500 mt {sol: B):
Para preparar la solucién reguladora se mezclan
12.3 ml de la solucion A con 87.7 mi de la solucién
B. El pH se ajusta a 6.0 con cualquiera de las dos
soluciones.

— Anhidrido acético destilado.

— Acido clorhidrico 0.5 N.

— Hidréxido sédico ¢.5 N.

— Hidréxido sédico 7 N.

2.3. Meétodo

La técnica analitica escogida es una colorimetria y el
método es el de Eidus y Hodgkin (16).

Modo operacional:

t: Se centrifugardan 10 m! de orina a 2.500 rpm du-
rante 10 minutos.

2: Se transfieren 4 ml del sobrenadante anterior a un
tubo de ensayo.

3: Se afaden 2 mi de acido clorhidrico 0.5 N, se agita
y se deja a temperatura ambiente durante 15 mi-
nutos. Con este tratamiento se consigue romper
las hidrazonas formadas entre la isoniazida y los
acidos piravico y alfa-cetoglutarico, con lo que toda
la isoniazida queda en forma libre.
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4: De la orina acidificada se toman dos alicuotas de
15 ml cada una, gue se transfieren a dos tubos
de ensayo rotulados con las letras Ay B,

5. Al tubo B se afladen 50 yl de anhidrido acético y
se agita durante 1 minuto.

De este modo se ha acetilado toda la isoniazida
que estaba libre, Transcurrido un minuto, se ana-
den 50 yl de hidroxido sédico 7 N con objeto de
neutralizar la acidez proporcionada por el anhidrido
acético

6: Al tubo A se afaden 100 yl de agua destilada con
objeto de mantener el mismo volumen en los dos
tubos.

7: Se adiciona, a ambos tubos, 0.5 mi de hidroxido s6-
dico 0.5 N y se agita suavemente. E| hidroxido s0-
dico neutraliza la acidez producida por el Acido
anadido Inicialmente.

8: Se diluyen ambas alicuotas con 8 ml de agua des-
tilada {1:10).

9: Se transfieren 2 m/ de las alicuctas diluidas a 2
tubos de ensayo rotulados, asimismo, con las |etras
Ay B.

A un tercer tubo de ensayo se afiaden 2 m| de agua
destilada y éste se utilizard como blanco.

10: A ambos tubos se afaden 1 ml de solucién regu-
ladora de pH = 6 a base de fosfatos, 1 ml de cia-
nuro potasico al 20% y 4 ml de cloraminaT al
12.5 %. Se agita durante 1 minuio.

11: Se determinan ias absorbancias de las soluciones
Ay B a 550 nm, utilizando como blanco el agua
destilada.

Para fenotipar a los individuos se determina el porcen-
taje de acetilacion mediante la siguiente férmufa:

Aa
% AC — INH = X 100
Ab
% AC — INH = Parcentaje de acetilacion.

Aa = Absorbancia de la contenida en el tubo A [(Uni-
camente contiene isoniazida acetilada «in vivo»).

Ab = Absorbancia de la solucidn contenida en el tubo
B {contiene acetilisoniazida e isoniazida acetila-
de «in vivenr). '

2.4. Recta del calibrado

Para poder realizar la recta de calibrado se procedid
a sintetizar la acetilisoniazida v el método utilizado fue
el de Fox y Gibas (17).

Se prepara una solucion patrén de acetilisoniazida en
agua, de cancentracién igual a 100 pg/ml. A partir de
esta solucion patron se realizan diluciones seriadas:
1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256.

A cada solucién se anaden 1 ml de sclucién reguladora
de pH = 6, 1 ml de KCN al 20 % y 4 ml de cloramina-T
al 12.5%, determinandose la absorbancia al maximo
de absorcién de 550 nm.
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La ecuacién de la recta de regresion obtenida es:

= 3.417 .
= 0.9985

10X + 3.4 . 10—

i

3. DETERMINACION DEL FENOTIPQ ACETILADOR
MEDIANTE LA CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA EFICACIA

Para verificar los resultados obtenidos con la iécnica
colorimétrica, anteriormente descrita, se elegié la
CLAE.

3.1. Material y reactivos

— Cromatégrafo Perkin-Clmer, serie 3. El detector es
un espectrofotémetro de lohgitud de onda variable
Perkin-E!lmer LC 558, con registrader de la misma
marca, modelo 561.

— Columna de octadeciisilano (Lichrosorb ® RP-18,
Merck), con un didmetro de particula de 10 pm.

— Metanol
— Solucién reguladora de pH acético-acetato de pH = 4
-— Dioctilsulfosuccinato sédico.

3.2. Condiciones de trabajo

El eluyente utilizado estd constituido por 25 % de me-
tanol v 75 % de solucion reguladora de pH acético-ace-
tato de pH = 4. El flujo es de 2 ml/min. El volumen
inyectado es de 10 pl. La longitud de onda 265 nm vy
la sensibilidad a la que se trabaja de 0.05.

3.3. Miétodo

La muestra no necesita ser previamente desproteinizada
y se somete al mismo tratamiento descrito para la téc-
nica colorimétrica, exceptuando la adicién de los reac-
tivos de coloracidn.

La extraccién se realiza mediante los cartuchos SEP-
PAK ® G-18. Para activar dichos cartuchos se pasan por
jos mismos: 4 ml metanol; 4 ml D.0.8.8.5, (dioctilsulfo-
sucginato sédico), gue aumenta la retencion de log far-
macos.

Posteriormente, se hacen pasar por dichos cartuchos:
4 ml orina; 4 ml metanol.

El metanol eluye del cartucho a la isoniazida y a la
acetilisoniazida.

Ei eluido metandlico ya puede inyectarse en el cro-
matoégrafo.

Los resultados obtenidos con la C.LA.E. confirman los
obtenidos con la técnica colorimétrica.

3.4. Resultados
Ei numerc de muestras analizado ha sido de 65. Todas

las muestras han sido proporcionadas por la Unidad
de Pediatria del Hospital de Ntra. Sra. del Mar.




El porcentaje de acetiladores répidos y lentos obtenido
es el siguiente:

farmaco utilizado en la terapéutica y a que el ob-
jetivo de la determinacidén del fenotipo acetilador
es optimizar el régimen de dosificacién para cada

54 paciente en particular, & intentar prevenir ios efec-
% Acetiladores lentos = x 100 = 83.08 % tos secundarios nocivos derivados del tratamiento
65 con isoniazida, que estan relacionados con el feno-

tipo del individuo.
11

%¢ Acetiladores rapidos = % 100 = 1692 % 3: La técnica analitica de eleccién, cuando se utiliza
65 como farmaco, para realizar el fenotipo de los in-
dividuos, la isoniazida, es la colorimetria, debido

a su sencillez, exactitud vy rapidez.

La cromatografia liquida de alta eficacia es el mé-
todo analitico de eleccidn, cuando se pretende rea-
lizar una determinacién cuantitativa, o bien, cuando

En la figura 2 aparece el histograma de distribucién de
frecuencias. 4:

CONCLUSIONES

Cuando se pretende determinar el porcentaje de
acetiladores rapidos y lentos que existen en una

con la técnica colorimétrica se obhtiene un resul-
tado que se encuentra en el limite de discrimina-
cién (70 %).

El nimero de muestras analizadas ha sido de 65.

poblacion, considerada globalmente, la prueba de la
sulfadimidina es la mds indicada para llevar a cabo
el fenotipo de los individuos.

2: En los pacientes con tuberculosis, o bien, con una
primoinfeccion tuberculosa, es preferible utilizar la
isoniazida para determinar su fenotipo acetilador.
Esta eleccion es debida a que la isoniazida serd el

Las muestras han sido facilitadas por la Unidad de
Pediatria del Hospital de Ntra. Sra. del Mar.

El porcentaje de acetiladores rapidos que se ha obtenido
en este estudio, 16.92 %, concuerda con los datos que
se tienen de otros paises de la zona mediterranea.
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