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1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La esquizofrenia es una de las enfermedades mentales mas debilitantes y desconcertantes,
que afecta alrededor del 1% de la poblacion en todos los paises y sociedades del mundo,
causando impedimentos devastadores, pérdidas emocionales y econdmicas, tanto en
hombres como en mujeres. Este trastorno mental se relaciona con un desequilibrio
bioquimico por el efecto excesivo de la dopamina, por lo que se requiere de la
administracion de medicamentos antipsicoticos, los cuales bloquean y restablecen el

equilibrio cerebral.

Los antipsicoticos o neurolépticos en general reducen las alucinaciones, los delirios
y los pensamientos revueltos, pero pocos actuan adecuadamente sobre el aislamiento social
y la apatia caracteristica de la esquizofrenia. Desde 1990, la clozapina, un antipsicotico
atipico con bajo potencial para producir efectos extrapiramidales y discinesia tardia, provee
una opcién terapéutica en el tratamiento de los pacientes con esquizofrenia refractaria a
antipsicoticos convencionales tales como clorpromazina y haloperidol, asi como en el
tratamiento de otros desordenes psicoticos, reduciendo los sintomas positivos, negativos y
posiblemente también los cognitivos.' Aun cuando la clozapina es efectiva en un 50 - 60%
de estos pacientes, su uso ha sido limitado por el riesgo de agranulocitosis en 1 - 2% de los
pacientes, lo cual hace necesario, durante los primeros meses del tratamiento el monitoreo

hematolégico frecuente.”’

En la literatura cientifica internacional existen reportes indicando que la
farmacocinética de clozapina es variable y que los niveles plasmaticos de clozapina se ven
influenciados por los habitos de vida, asi como los factores fisioldgicos y patoldgicos. Aun
cuando, en nuestro pais, este farmaco se utiliza en pacientes con esquizofrenia refractaria a
la fecha no se tiene informacion acerca de los niveles de clozapina y, por consecuencia, no
se ha determinado el margen terapéutico para esta poblacion. Por ello existe la necesidad de

realizar un estudio que permita evaluar el comportamiento de la clozapina para asegurar

a——



1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

que los pacientes bajo tratamiento con este farmaco se encuentren dentro de un margen de
seguridad y efectividad y, en caso necesario, hacer un ajuste de dosis. Con base en lo
anteriormente mencionado, los objetivos del presente estudio fueron:

e Desarrollar y validar un método analitico para cuantificar clozapina en plasma.

e Determinar los niveles plasmaticos de clozapina de pacientes.

e Establecer la relacién de los niveles plasmaticos de clozapina con los factores

demograficos como la dosis, la edad, el peso, el género y el tabaquismo.
o Establecer la relacion de los niveles plasmaticos de clozapina y el tratamiento

concomitante con valproato e inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina.

e Determinar la importancia del monitoreo terapéutico de este farmaco en la practica

clinica.



2. ANTECEDENTES

2.1 Esquizofrenia

La esquizofrenia es un trastorno mental que deteriora la capacidad de la persona para
pensar con claridad, controlar sus emociones, tomar decisiones y relacionarse; afecta
aproximadamente a una de cada 100 personas. El término de esquizofrenia (del gr.
oy, disociar, y ppnv, inteligencia) fue introducido por el psiquiatra suizo Bleuler en
1911, pero este trastorno ya habia sido identificado por el psiquiatra aleman Emil Kraepelin
en 1896 bajo el nombre de "demencia precoz", queriendo significar que las personas
afectadas sufren deterioros cognitivos graves y de conducta, similares a las demencias
experimentadas por algunas personas ancianas, pero en este caso declarada a una edad
juvenil. Sin embargo, Bleuler observé que no era asi en todos los casos y consideré mas
apropiado dar el nombre de esquizofrenia como una escision de los acontecimientos

externos y los procesos mentales.*

La edad de aparicion estd comprendida entre los 15 y los 45 afios, aunque suele
comenzar al final de la adolescencia; también hay casos de aparicion en la infancia, que
suelen enmascararse con problemas escolares o mal comportamiento. La esquizofrenia
afecta a la persona de una forma total, por lo que quien la padece comienza a sentir, pensar
y hablar de forma diferente a como lo hacia antes. Dichas personas empiezan a ser extrafias,

se aislan, duermen poco o demasiado, hablan solos o se rien sin motivo aparente.

Los sintomas de esta enfermedad se dividen en dos grandes grupos: los sintomas
positivos que son manifestaciones que el paciente experimenta, como trastornos de
pensamiento, delirios, alucinaciones auditivas y visuales que las personas sanas no suelen
presentar; y los sintomas negativos, que son aquellas actividades que el paciente deja de
hacer y que los individuos sanos realizan cotidianamente, como pensar con fluidez y con
légica, experimentar sentimientos hacia otras personas, tener voluntad para levantarse cada

dia, etc. Todos estos sintomas afectan los &mbitos social, laboral y familiar.’

W



2. ANTECEDENTES

2.1.1 Subtipos de esquizofrenia

De acuerdo al manual diagndstico y estadistico de los trastornos mentales, la tercera y la
cuarta ediciéon (DSM-III y DSM-IV), los trastornos esquizofrénicos se dividen en cuatro

subtipos activos y un tipo residual:**

. Esquizofrenia paranoide: se caracteriza por el predominio de una o mas
ideas delirantes y alucinaciones, principalmente las auditivas. La esquizofrenia paranoide es
la mas frecuente y suele iniciar a una edad mas tardia. Los pacientes tienden a presentar un
cuadro clinico mas estable, con menos deterioro y mejor prondstico que aquéllos que

presentan otro subtipo de esquizofrenia.

. Esquizofrenia cataténica: se caracteriza por un grado extremo de
empobrecimiento psicomotor. Los expertos hablan de "estupor catatonico". A pesar de
tener la conciencia despierta, el enfermo no reacciona a los intentos de entrar en contacto
con él. Su rostro permanece inmdvil e inexpresivo, no se percibe ningin movimiento
interior e incluso fuertes estimulos de dolor pueden no provocar reaccion alguna. En los
casos mas graves pueden llegar a no hablar, ni comer, ni beber durante periodos
suficientemente largos como para que peligre su vida. Esta forma de esquizofrenia es poco

frecuente y su prondstico suele ser malo.

. Esquizofrenia desorganizada: predomina un afecto absurdo e inapropiado.
Se suelen reir cuando se les da una mala noticia, su conducta suelen ser infantil y a menudo
muestran falta de interés y de participacion. Los indicios suelen ser el descuido personal y
conducta solitaria. El prondstico suele ser desfavorable, debido a la personalidad inmadura

del enfermo.

. Esquizofrenia residual: en estos casos debe haber presentado, por lo
menos, un episodio de esquizofrenia anteriormente. Es la fase en la que los sintomas

negativos son mas evidentes. No se manifiesta en todos los enfermos.



2. ANTECEDENTES

2.1.2 Causas de la esquizofrenia

Hasta el momento no se sabe con seguridad cual es la causa de la esquizofrenia, por lo que
se atribuye a todo un conjunto de causas. La principal estd asociada a las condiciones
hereditarias, que explica cerca de la mitad de los casos de esta enfermedad, pero los genes
o la combinaciéon de genes responsables, a la fecha, no se han identificado. Las
complicaciones durante el parto y las infecciones virales en los primeros meses de
embarazo, provocan que algunas partes del cerebro del feto no se desarrollen con
normalidad y, por consiguiente, se atribuyen al progreso de dicho trastorno. Como
desencadenante de la enfermedad debe sumarse una carga emocional especial como es la
pérdida o fallecimiento de un ser querido o una mudanza. Incluso las tensiones familiares

contribuyen a que la enfermedad se desarrolle.**
2.1.3 Tratamiento

El tratamiento de la esquizofrenia se basa fundamentalmente en farmacos llamados
antipsicoticos o neurolépticos, los cuales controlan los sintomas activos. Los antipsicoticos
constituyen un grupo de medicamentos de naturaleza quimica muy heterogénea
(fenotiazinas, butirofenonas, tioxantenos, ortopramidas y otros). La mayoria actuan
bloqueando el funcionamiento de la dopamina, un mensajero quimico particular del
cerebro.” Estos farmacos, generalmente, suprimen los sintomas positivos; sin embargo,
presentan efectos secundarios, por lo que en la actualidad se disponen de nuevos farmacos
para el tratamiento de la esquizofrenia que bloquean diferentes mensajeros quimicos
cerebrales y que tienen menor frecuencia de efectos adversos indeseables y, por
consiguiente, se distinguen dos grandes grupos de antipsicéticos, los clésicos o tipicos y

los atipicos:*’



2. ANTECEDENTES

Tipicos: se caracterizan por bloquear los receptores dopaminérgicos D, Son muy
eficaces en los sintomas positivos, pero provocan efectos secundarios como rigidez y
temblores similares a los producidos en la enfermedad de Parkinson. Este es el caso del

haloperidol y clorpromazina.

Atipicos: se caracterizan por bloquear simultdneamente los receptores
dopaminérgicos D, y los receptores serotoninérgicos 5-HT,, produciendo menos efectos
secundarios y siendo mas eficaces en los sintomas negativos, por ejemplo: clozapina,

olanzapina, risperidona, quetiapina, sertindol, sulpirida.

La combinacion de antipsicéticos atipicos ha sido bien tolerada y puede ser una
alternativa para el tratamiento de pacientes esquizofrénicos con la reduccién significativa
de los sintomas positivos y negativos (clozapina-risperidona, clozapina-olanzapina,

clozapina- sulpirida, olanzapina-sulpirida, olanzapina-risperidona).'®

El tratamiento de la esquizofrenia no se basa Unicamente en antipsicoticos, €ste
suele ir acompafiado también de antidepresivos, ansioliticos y a la vez de un tratamiento
psicolégico, para recuperar sus habitos de vida. Debido al riesgo de la repeticion de los
episodios de la esquizofrenia, lo recomendable es el tomar el tratamiento durante varios
afios, y en ocasiones durante toda la vida, aunque la dosis preventiva es menor que la

necesaria en el tratamiento de los episodios agudos.



2. ANTECEDENTES

2.2 Clozapina

2.2.1 Propiedades fisicoquimicas

La clozapina es un derivado triciclico dibenzodiazepina, cuya estructura es la siguiente:

Nombre quimico:

Nombre genérico:

Nombres comerciales:

Férmula condensada:
Peso Molecular:

pKa:

Log P (octanol -agua):

()

CHs

/7

N

o0

Figura 1. Férmula estructural de la clozapina

[8-cloro-11-(4’-metil-1-piperazinil)-SH-dibenzo[b,e]-1,4-diazepina

Clozapina

Leponex y Clopsine
CisH19CINy

326.83 g/mol

7.5

3.23

La clozapina es un polvo amarillo cristalino o finamente cristalino, inodoro, con

punto de fusion de 183 - 184°C y es ligeramente soluble en agua.

11,12



2. ANTECEDENTES

2.2.2 Propiedades farmacologicas

La clozapina es un antipsicético atipico con bajo potencial para producir efectos
extrapiramidales que se manifiestan en forma de movimientos o posturas involuntarias.
Se emplea exclusivamente en pacientes con esquizofrenia refractaria a antipsicoticos
tipicos, que no responden o son intolerantes a los efectos adversos producidos por los
antipsicoticos clasicos. También, presenta efectividad en un amplio rango de estados
psicéticos, incluyendo trastornos de conducta. A diferencia de los antipsicoticos tipicos

produce una mejoria significativa tanto en sintomas positivos como en negativos.>'*"

Recientemente, se encontr6 que dosis de clozapina menores a 50 mg/dia son
efectivos para tratar el cuadro de psicosis y discinesia inducida por farmacos como la
levodopa, empleados en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson sin presentar

deterioro significativo de la funcién motora.'>'¢

2.2.3 Mecanismo de accion

La actividad antipsicética de la clozapina se asocia principalmente a su efecto sobre
los sistemas neurotransmisores: dopaminérgicos (Ds) y serotoninérgicos (5-HT,). La
clozapina acttia selectivamente sobre los receptores D4. Dado que el bloqueo especifico es
en el sistema dopaminérgico mesolimbico y no sobre la nigroestriada, se presentan menos
efectos extrapiramidales que los antipsicticos tipicos.'” También actia como antagonista
sobre los receptores adrenérgicos o} y o, los receptores colinérgicos y histaminérgicos Hj,

g i .18
aunque no se sabe si estos receptores contribuyen al efecto de la clozapina.

[oe]



2. ANTECEDENTES

2.2.4 Aspectos farmacocinéticos de la clozapina

Existen pocos estudios que han examinado la farmacocinética de clozapina en pacientes
con esquizofrenia, ya que por su naturaleza variada, los estudios en estos pacientes resultan
extremadamente dificiles de efectuarse. En el Cuadro 1 se presentan los parametros
farmacocinéticos obtenidos por diferentes investigadores, en el cual se puede apreciar

i . . . . . e vir i e 2
diferencias en el tiempo de vida media, la depuracion y el volumen de distribucién. 1921

Cuadro 1. Parametros farmacocinéticos de clozapina.

Referencia n Dosis (mg) CI(L/h) Vd (L/kg) t' (h) tmax (h)
g*l‘g’g’;)t o NR NR 0554012 61416 54+35  12+4 NR
(Gl‘g;t%“ §  400-900 NR 40.5 7 10.5 NR
ﬁ;‘;‘;")he“ 12 100 NR 37.55b NR 6.0+1.5 15
8";8“8%) eal g 200 0274021 130487 16+1L1° 103+29 3.0%15
?11;88) 8 “7’2 E ';j; NR  369+104 7327 9.1£37 3632
8*;;%;‘ 4 13 150 NR 5334293 5.1423° 174%77  11£05
8‘;"9‘8;‘ i 16 225 NR 29.6 + 14.1 587¢ 14.1 £ NR NR

(a9 — = — ~/= - v ]

a. mL/min/kg; b. L/kg; c. Vd/F; d. L; NR=No reportado



2. ANTECEDENTES

2.2.4.1 Absorcion

Después de la administracion oral, la clozapina se absorbe rapidamente a través del tracto
gastrointestinal. Por efecto de primer paso, la biodisponibilidad es del 50-60% y varia
ampliamente entre pacientes. Los alimentos no afectan la biodisponibilidad sistémica de

este farmaco.?>?

2.2.4.2 Distribucién

La clozapina se distribuye rdpida y extensivamente atravesando la barrera
hematoencefélica. Se une a proteinas plasmaticas en un 95%, tanto a albimina como a la
o-glicoproteina acida. El volumen de distribucién varia ampliamente entre los diferentes

reportes con valores que van de 1.6 - 7.3 L/kg.”**!

2.2.4.3 Metabolismo

La clozapina se metaboliza por las isoenzimas del citocromo P-450, principalmente por el
CYP1A2 (~70%) y, en menor extension, por el CYP3A4 produciendo los dos metabolitos
mayoritarios: N-desmetilclozapina y la clozapina-N-6xido; el primero de éstos es el nico
que presenta actividad, la cual es menor que la del farmaco inalterado. En la Figura 2 se

ilustran las estructuras de los dos metabolitos.'* **

Fischer y colaboradores estudiaron el papel del CYP2D6 en el metabolismo de la
clozapina, encontrando que este isoenzima contribuye con la formacién de otros
metabolitos que son 2-hidroxi- y 7-hidroxiclozapina. Con este estudio se elimind la
posibilidad de que el polimorfismo genético contribuya a la variabilidad interindividual en

los niveles plasmaticos de clozapina.”>’
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Figura 2. Metabolitos principales de la clozapina.

2.2.4.4 Eliminacion

Aproximadamente, el 50 % de la dosis administrada se elimina en forma de metabolitos por
via renal junto con pequefias trazas de clozapina inalterada, mientras que el 30 % de la
dosis se elimina por las heces.”® El tiempo de vida media promedio de la clozapina es de 12

horas con un rango de 6 a 33 horas.”**
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2.2.5 Dosis y via de administracion

Oral. La dosis inicial recomendada es de 12.5 mg una o dos veces al dia, incrementando
gradualmente la dosis (25-50 mg/dia) hasta alcanzar la dosis de 300-450 mg/dia después de
2 semanas. Los subsecuentes incrementos de dosis deben hacerse con precaucion, con un
limite de 900 mg/dia si se requiere para alcanzar la respuesta clinica. Para disminuir la
incidencia de hipotension, convulsiones y sedacion, se recomienda administrarlo dos o tres

veces al dia.?’

2.2.6 Tolerabilidad

Atin cuando la clozapina presenta un 50-60% de eficacia en pacientes con esquizofrenia
refractaria a antipsicéticos convencionales, su uso terapéutico ha sido limitado por una
particular incidencia de agranulocitosis (0.05 — 2%), principalmente, durante los primeros
6 meses de tratamiento y en los pacientes mayores de 50 afios, lo cual hace necesario un
monitoreo hematologico frecuente. Otro riesgo significativo son las crisis convulsivas
asociadas con el aumento de dosis. Estos eventos adversos hacen que la clozapina no sea el
farmaco de primera eleccion, por lo que antes de iniciar la terapia se requiere que el

. ‘ s . s $ s 1
paciente haya sido tratado previamente con al menos dos diferentes antipsicoticos.'°

Los efectos secundarios asociados comunmente con la clozapina son fatiga,
somnolencia, sedacidn, hipersalivacion, taquicardia, constipacion e hipotension ortostatica.
La acatisia ocurre en una incidencia de 3% comparada con el 20-45% de los antipsicoticos
clasicos. La taquicardia e hipoteﬁsién se presentan solo en 1% durante el tratamiento.
Durante el tratamiento prolongado con clozapina se han observado un aumento de peso y
una incidencia a adquirir diabetes mellitus tipo 2 comparado con los pacientes no

tratados.>'*?

12



2. ANTECEDENTES

2.2.7 Interacciones farmacocinéticas

Dado que la clozapina se metaboliza principalmente por el CYP1A2 y el CYP3A4, la
administracion concomitante con farmacos inhibidores e inductores del CYP450 puede
alterar considerablemente los niveles de clozapina en plasma, lo cual puede dar lugar a la
ineficacia o toxicidad en los pacientes bajo tratamiento. Asi, la carbamazepina, la fenitoina
y el tabaquismo disminuyen la concentracién de clozapina a través de la induccion
enzimatica del CYP450. La cafeina, la cimetidina, la eritromicina, los conceptivos orales y
los inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (fluvoxamina, paroxetina,
fluoxetina, sertralina y nefazodona) al inhibir el CYP450 incrementan la concentracion de
clozapina en plasma.*?® Algunos estudios demostraron que no hay una interaccion
significativa de clozapina con paroxetina o fluoxetina.””** El tratamiento concomitante con
litio puede aumentar el riesgo de la aparicién del sindrome neuroléptico maligno.

En el Cuadro 2 se presentan los farmacos que comtinmente interaccionan con la clozapina.

2.2.8 Margen terapéutico

El rango terapéutico de la clozapina no ha sido definido claramente. En el Cuadro 3 se
resumen los resultados de algunos estudios de la relacion entre la concentraciéon minima

295157 Estudios

terapéutica y la eficacia clinica en pacientes con esquizofrenia.
independientes han demostrado que la concentracion minima para la respuesta terapéutica
es 350 - 420 ng/mL (1070-1290 nmol/L) y concentraciones arriba de 1000 ng/mL
(3060 nmol/L) incrementan significativamente los riesgos de confusion, delirio y
convulsiones generalizadas; sin embargo, también hay evidencia de pacientes con niveles
mayores a 1000 ng/mL que responden favorablemente al tratamiento con clozapina sin
presentar efectos adversos, o bien pacientes con niveles menores a 350 ng/mL que también

presentan efecto terapéutico.’®
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Cuadro 2. Interacciones farmacocinéticas con la clozapina.

e
e — — e ———————————————————]—|—|—|—|—|——— e

Efecto sobre los
Farmaco de interaccién niveles de clozapina Mecanismo propuesto
en plasma
W
Cafeina® Aumenta Inhibicién competitiva de
CYP1A2
Carbamazepina”‘w Disminuye Induccién de
CYP1A2(3A4)
Cimetidina™” Aumenta Inhibicién de CYP1A2
Eritromicina’’ Aumenta Inhibicién de CYP1A2
Fluoxetina™**** Aumenta Inhibicién de CYP2D6
Fluvoxamina” *** Aumenta Inhibicién de CYP1A2
Paroxetina™ Aumenta Inhibicién de CYP2D6
Fenitoina"*’ Disminuye Induccion de CYP1A2
Risperidona®’ Avmnesita Inhibicién competitiva de
CYP2D6
Sertralina” Aumenta Inhibicién de CYP2D6
Fumar tabaco"*" Disminuye Induccion de CYP1A2
Valproato™*" No claro No conocido
disminucidn.

Comentarios

No hay evidencia directa
que involucre la
interaccion 1A2

No es inhibidor selectivo
del citocromo

También inhibe CYP3A4

También inhibe CYP3A4

Inhibe otros CYP

Efecto no evidente en
todos los estudios

Evidencias de aumentos y
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Cuadro 3. Estudio de la relacion entre la concentracién umbral de la clozapina y la eficacia clinica.

eferencia N > S filiestieo
(mg/dia)  Dosis/dfa (h postdosis) (ng/mL) Abajo del  Arriba del
Umbral Umbral
m
Perry
(1991 < 400 1 ~12 350 22 64
Hasegawa
(1993)* 59 400 NR ~12 370 38 73
Potkin
(1994)% 58 400 2 NR 420 8 60
Kroning
(1995)* 45 <500 2 12 350 20 54
Pickar
Liu
(1996)° 61 400 2 10-12 300 NR NR
Spina
(2000)*¢ 45 300 203 ~12 350 1 62
Fabrazzo )
(2002)" 32 400 203 11-13 350 99 100

NR=No reportado

A pesar de la gran controversia que hay sobre el margen terapéutico, se ha
establecido que concentraciones mayores a 350-420 ng/mL permiten discriminar a los

pacientes que presentan respuesta entre los que no responden al tratamiento con clozapina.

Son pocos los estudios que han encontrado correlacion entre la dosis y los niveles
plasmaticos de clozapina, entre ellos se describen los trabajos realizados por Ackenheil
(r=0.65, p<0.001, 1989), Hasegawa (r=0.40, p<0.002, 1993), Olesen (r=0.70, p<0.001,
1998) y Llorca (r=0.37, p=0.026, 2002). También, estos encontraron una amplia
variabilidad interindividual asociado a factores fisiologicos (edad y peso), genéticos
(polimorfismo genético), patoldgicos (insuficiencia hepética, renal, cardiaca), interacciones
con otros medicamentos y habitos tales como el tabaquismo, los cuales influyen en la

a3 . 9,61
concentracién de clozapina en plasma.'®*®*"
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2. ANTECEDENTES

El tiempo requerido para obtener una respuesta optima al tratamiento con clozapina
también es una controversia, puesto que se ha encontrado pacientes que responden dentro
de las primeras 8 semanas después del cambio de dosis, en tanto que otros presentan una

mejoria hasta 1 afio después del tratamiento.>*>76%63

2.3 Métodos analiticos para la cuantificacion de clozapina en fluidos biolégicos

Para la cuantificacion de clozapina en fluidos bioldgicos, los métodos por cromatografia de
liquidos de alta resoluciéon son los que mas se han descrito. Algunos de ellos emplean
procesos de extraccion liquido-liquido o bien en fase sélida. En el Cuadro 4, se presentan
los métodos analiticos para la determinacion y cuantificacién de este farmaco en fluidos

bioldgicos publicados hasta la fecha.5*”°

Cuadro 4 Métodos analiticos reportados para la cuantificacién de clozapina en fluidos biolégicos.

) Rango
Referencia E_standar Método.tie Condiciones cromatograficas Fase movil Iinegl
interno extraccion ne/mL
Lovdahl Protriptilina  Lig-Liq Whatman Partisil ODS-3 ACN:H,0:buffer 50-1500
et al (hexano:alcohol (250 mm) y precolumna C;3  fosfatos
(1991) isoamilico) (70 mm)
A=230nm, Flujo=2.0mL/min
Weigmann Imipramina Fase sélida C;3  Hypersil ODS C;g ACN:H,0O 5-2000
et al. (250 x 4.6 mm, 5 pum) (40:60)
(1992) A=254nm, Flujo=1.5mL/min
Chung Protriptilina Liqg-Liq Whatman Partisil ODS-3 ACN:H,0:buffer 50-400
et al (hexano:alcohol (250 x 4.6 mm, 10 pm) y fosfatos pH=4.0
(1993) isoamilico) precolumna Cg (24:12:64)
(70 mm, 10 pm)
A=230nm, Flujo=2.0mL/min
Gupta Amoxapina  Fase solida Ultrasphere RP Cg Perclorato de 15.8-2000
(1995) Bond-Elut C;s (150 x 4.6 mm, 5 um) tetrametilamonio:
A=245nm, Flujo=2.0mL/min ACN (73:27)
Guitton Loxapina Lig-Liq Kromasil Ultrabase C,g ACN:buffer fosfatos  50-2000
et al. (acetato de etilo) (150 x 4.6 mm, 5 pm), pH=7.0
(1997) A=254nm, Flujo=1.5mL/min (48:52)
Akerman  Protriptilina Fase solida Select-B Cg ACN:MeOH:buffer  36-13500"
(1997) Bond-Elut Cg (125 x 4 mm, 5 pm) fosfatos pH=3.7
A=220nm, Flujo=1.5mL/min (30:2:100)
Palego Dibenzepina Fase s6lida Simmetry Cig ACN:H,O (37:63) 25-1000
et al. (250 x 4.6 mm, 5 pm) (0.5% TEMED y
(2001) A=254nm, Flujo=1.5mL/min 0.01% trietilamina)
a. nmol/L

1

(@)}
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2.4 Monitoreo terapéutico de farmacos

El monitoreo es una técnica de control terapéutico, basado en la mediciéon de las
concentraciones de un farmaco en un fluido biolégico, que mediante la aplicacién de los
principios de la farmacocinética permite individualizar la posologia con la finalidad de

mantener al paciente dentro un margen de seguridad.”!

2.4.1 Razones que justifican el monitoreo de farmacos

A continuacién se presentan las caracteristicas que debe presentar un farmaco para ser

monitoreado en la clinica:

- Un estrecho margen terapéutico, puesto que una pequefia variacion en las
concentraciones plasmaticas incide un cambio de respuesta, que con facilidad

pueden pasar de ser eficaz a ser ineficaz o toxica.

- Variabilidad observada en la respuesta farmacolégica y clinica tras la
administraciéon de dosis idénticas en diferentes pacientes. La variabilidad
interindividual en la respuesta de numerosos farmacos constituye la causa principal

de que ciertas dosis sean eficaces en unos pacientes e ineficaces en otros.

- Eficacia y toxicidad de dificil valoracién clinica.

En el Cuadro 5 se presentan algunos de los farmacos que requieren del monitoreo de

o . 2,73
acuerdo a las caracteristicas antes especificadas.””
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Cuadro 5. Farmacos habitualmente monitorizados.

Antibidticos Amikacina, Gentamicina, Vancomicina
Antidepresivos Anmitriptilina, Imipramina, Nortriptilina
Antiepilépticos Carbamazepina, Fenobarbital, Fenitoina, Valproato
Antineoplasticos Metotrexate

Agentes Cardiovasculares Digoxina

Agentes Inmunosupresores Ciclosporina, Tacrolimus
Psicofarmacos Imipramina, Amitriptilina, Nortriptilina, Litio

2.3.2 Indicaciones generales del monitoreo

El monitoreo de las concentraciones plasmaticas de farmacos se indica en la practica clinica

para:

- Individualizar la posologia de aquellos farmacos en los que el monitoreo parece
justificado y, especialmente, cuando se utilizan en pacientes que por sus
caracteristicas presentan mayor riesgo (insuficiencia renal o hepatica, insuficiencia

cardiaca, ancianos, etc).

- Cuando existe sospecha de toxicidad debida al farmaco, para confirmar o descartar
la implicacién del mismo y decidir las medidas que se deben adoptar (disminuir

dosis, suspender la terapia, etc).

- En presencia de fracaso terapéutico y/o modificaciones en la respuesta observada,
para decidir si dicha situacion obedece a una sobredosificacion, incumplimiento de

la prescripcion médica, resistencia al tratamiento o alteraciones farmacocinéticas.
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.2.3.3 Beneficios clinicos del monitoreo

El monitoreo rutinario de los niveles plasmaticos de farmacos produce importantes
beneficios que pueden clasificarse en directos, indirectos y adicionales. Entre los beneficios
directos cabe destacar el aumento de la eficacia y la reduccion en la toxicidad de los
tratamientos con una evidente mejoria en la calidad de vida. Entre los beneficios indirectos
destacan la reduccion en la duracion de la terapia y/o estancia hospitalaria, disminucion de
efectos adversos y la reduccion del costo del tratamiento. Entre los beneficios adicionales
se encuentra la recopilaciéon de informacién relevante para investigaciones clinicas

(farmacocinética poblacional).
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3. PARTE EXPERIMENTAL

El presente trabajo comprendié la validacion del método analitico y el estudio del
monitoreo terapéutico de la clozapina. En el apartado 3.1 se presentan los aspectos
concernientes al método analitico, mientras que en el apartado 3.2 los referentes al

monitoreo terapéutico de clozapina en pacientes con esquizofrenia.

3.1  METODO ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION DE CLOZAPINA
EN PLASMA

Estandares.

e (lozapina. Novartis Farmacéutica S.A. de C.V. Lote 0207000176
e Haloperidol (Estandar Interno). Janssen-Cilag Lote 0102550

Reactivos.

Metanol RA y grado HPLC, Mallinckrodt.

e Acetonitrilo grado HPLC, J. T. Baker

e Agua desionizada grado HPLC.

e Acido fosférico concentrado, pureza 85%, Mallinckrodt.
e Alcohol isoamilico RA pureza 85%, Sigma.

e Hexanos RA Mallinckrodt.

e Fosfato monobasico de potasio, J.T. Baker.

e Hidroxido de sodio, J T. Baker.

e Nitrégeno industrial

20



4. PARTE EXPERIMENTAL

Material y equipo.

e Cromatografo de liquidos de alta resolucion Agilent serie 1100 equipado con:
- Bomba cuaternaria
- Detector de longitud de onda variable UV-Vis
- Autoinyector
e Balanza analitica Sartorius, modelo 1 1800
e Potenciémetro
e Milli-Q Water System Millipore con membrana de 0.45 um de porosidad
e Agitador vortex thermolyne Maxi Mix II
e Centrifuga Beckman, modelo TJ-6
e Columna X- Terra RP-18, 5y, 250x4.6mm (Waters)
e Micropipeta automatica Eppendorft de 100-1000 pL
e Micropipeta automatica Eppendorft de 20-200 pnL
e Micropipeta automatica Eppendorft de 10-100 pL
e Sistemas de filtraciéon Millipore

e Membranas para filtracion Millipore de 0.45um.

3.1.1 Preparacion de estandares y soluciones

- Solucion estandar de clozapina.

Solucion patréon de clozapina. Concentraciéon: 500 pg/mL.

Se pesé con exactitud 5 mg de clozapina, se transfirié cuantitativamente a un matraz
volumétrico de 10 mL, se disolvié y aford con metanol HPLC.

Solucién de trabajo 1 de clozapina. Concentracion: 20 pg/mL.

Se transfirié 0.4 mL de la solucidn patrén a un matraz volumétrico de 10 mL y se aford con

metanol:agua (1:1). Esta solucion contiene 20 pg/mL de clozapina.
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- Solucién de haloperidol (estandar interno).

Solucion patron de haloperidol (E.I.). Concentracion: 100 pg/mL.

Se peso con exactitud 1 mg de haloperidol en un matraz volumétrico de 10 mL, se disolvid

y aforé con metanol.
Solucién de trabajo 1 de haloperidol (E.I.). Concentracion: 5 pg/mL.

Se transfirié 0.5 mL de la solucion patrén a un matraz volumétrico de 10 mL y se aford con

metanol:agua (1:1).

- Preparacion de Soluciones.
Solucion amortiguadora de fosfatos 0.05 M, pH 4.0.

Se peso 6.8044 g de fosfato monobasico de potasio y se transfirié cuantitativamente a un
atraz aforado de 1000 mL, se disolvié con agua HPLC y afor. Se ajustd el pH a 4.0 con

acido fosforico diluido (1%), agitando con una barra magnética.

Solucion de hidréxido de sodio 2 N.

Se adiciond 8.0 g de hidroxido de sodio a un matraz de 100 mL, se disolvié con agua
HPLC y se aforo.

Solucion de acido fosforico al 1 %.

Se adiciond 1 mL de 4acido fosforico concentrado a un matraz aforado de 100 mL, se

disolvid con agua HPLC y se aforé.
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3.1.2 Preparacion de la curva de calibracion de clozapina en metanol y plasma

Se transfirid 0.5 mL de la soluciéon 20 pg/mL de clozapina a un matraz volumétrico de

5 mL y se aforé con metanol o plasma (2000 ng/mL). Posteriormente, se realizaron las

siguientes diluciones:

Tubo 1. Se tomo 2 mL de la solucidén de 2000 ng/mL y se afiadié 2 mL de metanol o plasma.
Concentracion 1000 ng/mL de CLZ.

Tubo 2. Del tubo 1 se tomé 2 mL de solucién y se afiadié 2 mL de metanol o plasma.
Concentracion 500 ng/mL de CLZ.

Tubo 3. Del tubo 2 se tom6 2 mL de solucién y se afiadié 2 mL de metanol o plasma.
Concentracion 250 ng/mL de CLZ.

Tubo 4. Del tubo 3 se tomd 2 mL de solucién y se afiadié 2 mL de metanol o plasma.
Concentracion 125 ng/mL de CLZ.

Tubo 5. Del tubo 4 se tomd 2 mL de solucion y se afiadié 2 mL de metanol o plasma.
Concentracion 62.5 ng/mL de CLZ.

Tubo 6. Del tubo 5 se tom6 2 mL de solucion y se afiadidé 2 mL de metanol o plasma.
Concentracion 31.2 ng/mL de CLZ.

Tubo 7. Del tubo 6 se tom6 2 mL de solucién y se afiadio 2 mL de metanol o plasma.

Concentracion 15.6 ng/mL de CLZ.

3.1.3 Preparacion de puntos control en plasma

e Control Alto. Se transfirio 187 puL de la solucién de 2000 ng/mL de clozapina a un

matraz aforado de 5 mL y se afor6 con plasma. Concentracion 750 ng/mL.

e Control Medio. Se transfirio 50 pL de la solucién de 2000 ng/mL de clozapina a un

matraz aforado de 5 mL y se afor6 con plasma. Concentracion 200 ng/mL.

e Control Bajo. Se transferiéo 500 pL de la solucion de 750 ng/mL de clozapina a un

matraz aforado de 5 mL y se aforé con plasma. Concentraciéon 75 ng/mL.
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3.1.4 Optimizacion del método analitico para cuantificar clozapina en plasma

Para la determinacidn rutinaria de los niveles de clozapina en pacientes, la primera parte del
estudio consistié en implementar el método analitico para la cuantificacién de clozapina en
plasma por cromatografia de liquidos de alta resolucién, basandose en los trabajos

reportados por Lovdahl et al. y Chung et al.

3.1.4.1 Seleccion de la longitud de onda de maxima absorciéon (Amax)

De acuerdo a la informacion previa, las longitudes de onda mas empleadas para la
deteccion de la clozapina en UV son 230 y 254 nm, por lo que durante el proceso de la
optimizacién del método se trabajé con estas condiciones, para identificar la longitud de

onda mas adecuada para la cuantificacion del farmaco.

3.1.4.2 Eleccién de la columna cromatografica

Se realizaron pruebas con las siguientes columnas cromatograficas:
e Spherisorb ODS Cg, 250 X4.6 mm D.I., 5 pm
e X-TerraRP C3,250 x 4.6 mm D.I., 5 pm
Las columnas se probaron empleando una concentracion de clozapina de 100 ng/mL
en metanol, una proporcién de fase movil buffer de fosfatos pH=4.0:acetonitrilo:metanol
(65:20:15, v/v) a un flujo de 1.6 mL/min. Se inyecté un volumen de 100 pL. Para la
eleccion de la columna, se consideraron los siguientes parametros de respuesta:
- Tiempo de retenciéon (tr) de clozapina correspondiente a una respuesta
cromatografica del farmaco libre de senales endogenas y en menor tiempo.
- Simetria ~1.0, como un estimador de la deformacioén o coleado del pico, ya que un
pico muy ancho pueden conducir a separaciones deficientes lo que se traduce a una

integracion erréonea de los mismos, y por consiguiente una cuantificacion

inadecuada del farmaco.
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3.1.4.3 Optimizacion de la fase movil

Después de haber seleccionado la columna cromatogréfica se optimizé la fase movil y su
eleccion se basé en aquella que definiera mejores tiempos de retencion y resolucion a los
picos, para garantizar una buena separacion de los picos y un analisis rapido de la muestra
plasmatica. Para tal objetivo, se evaluaron diferentes proporciones de la composicion buffer

de fosfatos pH=4.0:acetonitrilo:metanol.

3.1.4.4 Seleccion del estandar interno

Para la seleccion del estandar interno se probaron sustancias que fueran fisicoquimicamente
similares a la clozapina, que mostraran una longitud de onda maxima cercana a 230 nm
para asegurar una igualdad de respuesta al UV, asi como también pudieran cumplir con los
siguientes requisitos: una resolucion con respecto a la clozapina > 2.0, un tiempo de
retencion similar a la clozapina y quimicamente estable en la muestra a analizar, ya que si
reacciona con algin componente de la muestra, su concentracion, respuesta y deteccion no
sera igual en todo el analisis. Se realizaron los analisis cromatograficos de los siguientes
compuestos: diazepam, carbamazepina y haloperidol, en las condiciones cromatograficas

preliminares mencionadas anteriormente.

HyG 0
= N OH
_N
\
CONH, ©

Figura 3. Formulas estructurales de la carbamazepina, diazepam y haloperidol.
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3.1.4.5 Optimizacién del método de extraccion

Tomando como base la solubilidad de la clozapina en diferentes disolventes organicos y las
referencias antes citadas, se probd la técnica de extraccion variando el disolvente de
extraccion (acetato de etilo, hexano y mezcla de hexano:alcohol isoamilico), y la agitacion
de la muestra (vortex durante 1.5, 2.0 y 3.0 min y en agitador vertical durante 15 min).
El criterio de seleccién del método de extraccion se enfocd en aquel que ofreciera una
mayor recuperacion del farmaco, menor presencia de impurezas y repetibilidad en los

resultados.

Después de evaluar los factores anteriormente mencionados, se establecieron las
mejores condiciones para realizar el analisis. A continuacién se presenta la metodologia
que fue desarrollada y utilizada durante el estudio para la cuantificaciéon de clozapina en

plasma.

En un tubo de ensaye de 15 mL con tapén de rosca, se coloc6 1 mL de muestra
plasmatica, se adicionaron 60 pL de estandar interno (haloperidol 5 pg/mL) y 400 pL de
NaOH 2 N, se agité durante 15 segundos en vortex. Posteriormente, se adicion6é 5 mL de
hexano:alcohol isoamilico (98.5:1.5, v/v), se agitd6 durante 2 minutos en vortex y se
centrifugd a 3000 rpm durante 20 minutos. La fase organica se separ6 y transfiri6 a un tubo
de fondo cénico. El extracto se evapor6 a sequedad en bafio Maria a 50 °C bajo corriente de
nitrégeno. El residuo se reconstituyé con 120 pL de metanol:agua HPLC (1:1) y se
inyectaron 100 pL. de sobrenadante al cromatdgrafo. En la figura 4 se muestra el diagrama

de la metodologia empleada para la extraccion de la clozapina del plasma.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

[ 1.0 mL de muestra plasmatica J

!

[ 60 pL de E.I. (5 pg/mL) J
400 pL de NaOH 2 N 1

s N
Agitar 15 seg en vortex

L )

2 a

5 ml de mezcla de extraccion
L hexano:alcohol isoamilico (98.5:1.5, v/v) )

!

[ Agitar en vortex 2 min ]
-

[ Centrifugar 20 min 3000 rpm.

[ Separar la fase orgéanica

!

[Evaporar la fase organica a sequedad en baﬁcj

Maria a 50°C bajo corriente de N,

!

Reconstituir con 120 pL de
MeOH:H,0 (1:1)

Figura 4. Diagrama de flujo para la preparacion de las muestras.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1.5 Validacién del método analitico para cuantificar clozapina en plasma

El método analitico por cromatografia de liquidos de alta resolucién se validé de acuerdo a
las especificaciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-1998, en el apartado
referente a la validacion de métodos analiticos para realizar estudios de bioequivalencia.”

A continuacion se describen los parametros evaluados.

3.1.5.1 Linealidad del sistema

La linealidad del sistema se determind preparando 3 curvas patrén de clozapina en metanol,
en el intervalo de concentraciones de 15.6— 1000 ng/mL. Se tomé 1 mL de cada solucion,
se adicionaron 60 pL de E.I y se agitaron durante 15 segundos, las muestras se evaporaron
en bafio Maria a 50 °C bajo corriente de nitrgeno; el residuo se reconstituyd en 120 pL de
metanol:agua (1:1) y se inyectaron 100 pL al cromatdgrafo. Se grafico la relacion de alturas
(CLZ/EI) contra la concentracion y para cada curva se determind, por un ajuste de minimos
cuadrados, el coeficiente de correlacién (r) y el coeficiente de determinacién (r).

Se considera que el sistema es lineal, si el coeficiente de correlacion (r) es mayor o igual a
0.99.

3.1.5.2 Linealidad del método

La linealidad del método se determiné preparando 3 curvas patrdn de clozapina en plasma,
en el intervalo de concentraciones de 15.6 — 1000 ng/mL. Las muestras se procesaron y se
inyectaron de acuerdo a lo descrito en el apartado 3.1.4.5. Se grafico la relacion de alturas
(CLZ/E]) contra la concentracion y para cada curva se determind, por un ajuste de minimos
cuadrados, el coeficiente de correlacion (r) y el coeficiente de determinacion (r%).

El método se considera lineal, si el coeficiente de correlacion (r) es mayor o igual a 0.99.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1.5.3 Precision del método

La precision del método se evalud con los parametros de repetibilidad y reproducibilidad
intralaboratorio, analizando los puntos control de concentraciones conocidas de clozapina

en plasma: alto (750 ng/mL), medio (200 ng/mL) y bajo (75 ng/ml).

3.1.5.3.1 Repetibilidad del método

Este parametro se determind evaluando por quintuplicado los puntos control de clozapina
en plasma en un mismo dia de trabajo, bajo condiciones idénticas de analista, equipo y
laboratorio. Se determiné el promedio, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion

para cada control. El método es repetible, si el coeficiente de variacion no es mayor al 15%.

3.1.5.3.2 Reproducibilidad del método

Para evaluar la reproducibilidad del método se analizaron por duplicado durante tres dias
continuos de trabajo los puntos control de clozapina en plasma, conservando las mismas
condiciones de equipo, laboratorio y analista. Se determind el promedio, la desviacion
estandar y el coeficiente de variacion para cada control. El método es reproducible, si el

coeficiente de variacidén es menor al 15 %.

3.1.5.4 Exactitud del método

La exactitud del método se evalud a partir de los datos de repetibilidad y reproducibilidad.
Se determindé la desviacion absoluta del valor promedio de las concentraciones
experimentales de cada punto control con respecto al valor nominal de la muestra. Para
considerar que el método es exacto el valor promedio de las determinaciones en cada nivel
de concentracion de los datos deben estar dentro del +/- 15% del valor nominal de

concentracion.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

(Valor Nominal — Valor Experimental)

% Desv. Absoluta = 100 * | Valor Nominal
alor Nomina

3.1.5.5 Recobro absoluto

Se prepararon por triplicado los puntos control bajo, medio y alto (75 ng/mL, 200 ng/mL y
750 ng/mL, respectivamente) de clozapina en metanol y plasma de acuerdo al
procedimiento descrito en el aparatado 3.1.3 y 3.1.4.5. El porcentaje de recobro de cada
punto control se determind comparando la respuesta obtenida en plasma con respecto a la
altura obtenida en metanol en la misma concentracion. El porcentaje no necesariamente es

del 100%, pero debe ser reproducible en cada nivel de concentracion ensayado.

3.1.5.6 Limite de cuantificacion

Se analizé por quintuplicado la concentracion de 15.6 ng/mL de clozapina en plasma. Se
determino el coeficiente de variacion y el porcentaje de desviacion absoluta. Se consider6
como el limite de cuantificacion adecuado, si el valor promedio de las cinco repeticiones se
encuentra dentro del + 20% del valor nominal con un coeficiente de variacion menor o

igual al 20%.

3.1.5.7 Limite de deteccion

Se establecio como limite de deteccidn, la concentracion de clozapina cuya sefial fue tres

veces mayor a la linea basal.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1.5.8 Selectividad

Para evaluar la selectividad del método analitico, se analizaron muestras blanco de plasma
y muestra de plasma adicionado con clozapina y haloperidol (E.I.), las muestras se
procesaron de acuerdo al método de extraccidn mencionado en la seccién 3.1.4. No deben
presentar interferencias con el tiempo de retencion de la clozapina ni con el registrado para

el estandar interno.

3.1.5.9 Estabilidad de la muestra analitica

Se determinaron las condiciones de temperatura y tiempo en las que la clozapina podia
permanecer estable en plasma durante su almacenamiento o proceso. Para ello se evalu6 la
respuesta de los tres puntos control (bajo, medio y alto) por duplicado bajo las siguientes

condiciones:

3.1.5.9.1 Estabilidad de la muestra a temperatura ambiente

Se determin6 analizando por duplicado los puntos control de clozapina en plasma los cuales

se almacenaron a temperatura ambiente durante 24 horas.

3.1.5.9.2 Estabilidad de la muestra procesada

Este parametro se evalu6 preparando por duplicado los puntos control de clozapina en
plasma, los cuales fueron procesados de acuerdo al método, conservados a temperatura
ambiente e inyectados al sistema cromatografico en los siguientes tiempos: 0, 24 y 48 horas

después de su preparacion.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1.5.9.3 Estabilidad de la muestra en refrigeracion

Para establecer la estabilidad de las muestras de clozapina bajo condiciones de
refrigeracion, se prepararon por duplicado los puntos control en plasma, las cuales se
mantuvieron en refrigeracion a 4.0°C y se analizaron los siguientes tiempos: 0, 8 y 15 dias.

3.1.5.9.4 Estabilidad de la muestra en congelacion

Se evalué preparando por duplicado los puntos control de clozapina en plasma, las cuales

se mantuvieron a —20°C y se analizaron al tiempo 0, 30 y 60 dias.

El criterio de aceptacion para la pruebas de estabilidad esta definido por los valores de la

desviacion absoluta que no deberdn ser mayores al 15% con respecto al valor original.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

32 MONITOREO TERAPEUTICO DE CLOZAPINA EN PACIENTES CON
ESQUIZOFRENIA

El protocolo empleado para llevar acabo esta investigacion fue aprobado por el Comité de
ética del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia. A continuacion se presentan los

criterios y procedimientos empleados en el trabajo.

3.2.1 Criterios de seleccion

En el estudio participaron 36 pacientes adultos hospitalizados o ambulatorios, que habian
sido diagnosticados con esquizofrenia o un desorden psicotico de acuerdo a los criterios del
DSM IV (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 4® edicion), y
presentaban resistencia a los antipsicéticos clasicos. Treinta pacientes pertenecian al
Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia (INNN) y seis al Hospital Psiquiatrico
Samuel Ramirez Moreno (HPSRM). En el Cuadro 6 se presentan las caracteristicas

generales de los pacientes.
- Criterios de inclusion

a. Pacientes de 18 a 65 aflos que hayan iniciado o se encuentren bajo tratamiento con
clozapina durante al menos 4 semanas.

b. Pacientes que hayan aceptado y firmado el consentimiento informado

(Anexo I y II).
- Criterios de exclusion

a. Pacientes con alteraciones hepaticas manifestadas en la elevacion de sus enzimas
(AST, ALT, GGT, DHL).

b. Pacientes con alteraciones hematolégicas (leucocitos < 3500/mm”) o que requieran
por su padecimiento la administracion conjunta de cualquier otro medicamento que

sea potencialmente capaz de causar alteraciones hematoldgicas.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

Trece de los participantes estaban bajo tratamiento adicional con valproato o con
inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (fluoxetina, paroxetina y sertralina) para

controlar crisis convulsivas o de depresion.

A cada uno de los pacientes se le hicieron pruebas hematoldgicas con la finalidad de
asegurar su integridad durante su tratamiento con clozapina, por lo que su cuenta de

leucocitos se mantuvo dentro del rango normal (Leucocitos > 3500/mm?>).

Ademas todos fueron tratados de acuerdo al protocolo de Helsinki y las

regulaciones locales del Instituto para salvaguardar sus derechos y bienestar.

Cuadro 6. Caracteristicas Generales de los Pacientes.

Edad (afios): 36 £10.5
Género:
Mujeres 10 (27.8%)
Hombres 26 (72.2%)
Fumadores: 10 (27.8%)
Peso (kg): 72+13
Estatura (m): ; 1.67 £0.08
Duracion del tratamiento con CLZ (afios) 28+ 1.6
Duracién del padecimiento (afios) 16+£9
Diagnéstico:
Esquizofrenia desorganizada S5(139%)
Esquizofrenia indiferenciada 50139 %)
Esquizofrenia Paranoide 21 (583 %)
Esquizoafectivo 1(2.8%)
Trastorno mental 3(83%)
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.2.2 Régimen de dosificacion

A los pacientes que iniciaban el tratamiento con clozapina se les administraron dosis
graduales de clozapina hasta llegar a una dosis >200 mg/dia después de dos semanas, la
dosis se incrementd de acuerdo a la respuesta y la tolerancia del paciente con el
medicamento. El régimen de dosificacion de clozapina para los pacientes del INNN fue

una dosis al dia y para los del HPSRM la dosis total se dividi6 tres veces al dia.

3.2.3 Muestra sanguinea

Después de 4 semanas bajo tratamiento con una dosis fija (concentracion en estado
estacionario), se tomo una muestra sanguinea de 5 mL, a las 13 + 2.0 horas después de la
ultima dosis de clozapina. Las muestras se colectaron en tubos heparinizados, se separ6 el
plasma por centrifugacion y se almacenaron en congelacion a —20°C hasta el momento de
su analisis. Las muestras fueron identificadas de acuerdo a los datos personales del paciente

y su registro clinico (Anexo III) y ninguna de las muestras se analiz6 en un periodo mayor a
15 dias.

3.2.4 Determinacion de clozapina en plasma

Los niveles de clozapina en plasma se determinaron por un método analitico por

cromatografia de liquidos de alta resolucion con deteccion ultravioleta a 230 nm

previamente validado.
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3.2.5 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de los niveles plasmaticos de clozapina de pacientes
esquizofrénicos, se analizaron empleando el software SPSS 10.0 aplicando diferentes

pruebas estadisticas.

La correlacion entre los niveles plasmaticos de clozapina y la dosis administrada y
la respuesta terapéutica en la poblacion mexicana, se analizd aplicando una prueba de

correlacién de Spearman.

La influencia de las variables: edad, peso, género, tabaquismo y el tratamiento
concomitante (valproato y fluoxetina) en los niveles plasmaticos de clozapina, se evalud
empleando la prueba de t student para muestras independientes, considerado como

diferencia significativa una p<0.05.
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4. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.1 METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR CLOZAPINA EN PLASMA

4.1.1 Optimizacion del método analitico para cuantificar CLZ en plasma

Los resultados obtenidos de la optimizacion del método analitico fueron los siguientes:

La respuesta de la clozapina tanto en metanol como en plasma fue semejante a 230
y 254 nm. Dado que en ninguno de los casos se detectaron sefiales enddgenas, se

decidio utilizar la longitud de onda a 230 nm para el analisis cromatografico.

Se decidié emplear la columna X-Terra RP Cyg, 250 x 4.6 mm de diametro interno y
5 um de tamano de particula, debido a la respuesta cromatografica de la clozapina
que presenté una mejor simetria>0.8. En el caso de la columna Spherisorb ODS se
obtuvieron picos coleados que dificultarian la separacion con el estiandar o bien su

cuantificacion por una integracion erronea.

La fase movil de buffer de fosfatos 0.5 M (pH=4):acetonitrilo:metanol en la
proporcion: 60:25:15 v/v, presentd la mejor resolucion. El tiempo de corrida
aproximado fue de 9.0 minutos y los tiempos de retencion para clozapina y el
estandar interno fueron de 5.7 y 7.1 minutos respectivamente y la resolucion entre

los picos de interés de 4.8.

La carbamazepina y el diazepam presentaron tiempos de retencién de 4.9 y 16.4
minutos respectivamente y un recobro < 40 %, mientras que el haloperidol presento
un tiempo de retencion de 7.1 y fue maés estable quimicamente en la muestra
plasmatica con un recobro de 83%, por lo que se decidié emplear este ltimo como

estandar interno.
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4. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

e El método de extraccion consisti6 en una extraccién simple con hexano:alcohol
isoamilico (98.5:1.5, v/v) y agitacion en vortex durante 2 minutos, con el cual se
consiguié un porcentaje de recuperacion del farmaco alto (> 85 %), escasas
impurezas en el cromatograma y repetibilidad en los resultados. Cabe mencionar,
que en el presente trabajo se logré contar con un método analitico sencillo y rapido,
a diferencia de los trabajos publicados por Lovdahl et al., Chung et al. y Avenosos
et al.,, que utilizaban doble extraccion, esto representa un ahorro en tiempo y

disminucion de costos.

Las condiciones cromatograficas para el analisis de las muestras se resumen a continuacion:

e Columna X-Terra RP-18, 5 pm, 4.6 X 250 mm

e Fase movil: Buffer de fosfatos pH 4.0:Acetonitrilo:Metanol (60:25:15 v/v)
e Velocidad de flujo: 1.6 mL/min

e Longitud de onda: 230 nm

e Temperatura: 25°C

e Tiempo de corrida: 9.0 min.
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5. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.1. 2 Linealidad del Sistema

En el Cuadro 7 se presentan los valores promedio de la relacién de alturas de las curvas
preparadas en metanol en el intervalo de 15.6 - 1000 ng/mL, conun CV de 2.6 y 7.9 %. La
grafica correspondiente a la linealidad del sistema se muestra el la Figura 5. Dado que el
coeficiente de correlacién promedio fue de 0.999, se encontr6é que la relacion matemética
entre la concentracién y respuesta es continua dentro del intervalo de concentraciones de

trabajo.

Cuadro 7. Linealidad del sistema analitico para la cuantificacion de CLZ.

Concentracion Pr di Desviacion CvV
(ng/mL) Fineho Estandar (%)
————
15.6 0.2012 0.0120 6.0
20 0.2422 0.0192 7.9
312 0.3554 0.0257 7.2
62.5 0.7519 0.0336 4.7
125 1.4954 0.0768 5.1
250 3.0270 0.2027 6.7
500 5.7197 0.1461 2.6
1000 11.6070 0.4357 3.8
b 0.02801
m 0.01156
r 0.99990
r 0.99980
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Relacion de alturas ( Clozapina / E.I. )
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Figura 5. Linealidad del sistema analitico para la cuantificacion de CLZ en metanol.
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4.1.2 Linealidad del método

En el Cuadro 8 se presentan los valores promedio de la relacién de alturas de las 3 curvas
preparadas en plasma, en donde se observa que el CV varia entre 1.2 y 13.2 %.
En la Figura 6 se muestra la grafica correspondiente a la linealidad del método analitico.
El rango de concentraciones de 15.6 y 1000 ng/mL, con un coeficiente de correlacion
promedio de 0.9997, indica que la relaciéon matematica entre la concentracion y respuesta

es continua dentro del intervalo de concentraciones de trabajo.

Cuadro 8. Linealidad del método analitico para la cuantificacién de CLZ en plasma.

Concentracion Promedio Desviacion CVv
(ng/mL) 8 . Estandar (%)
15.6 0.1516 0.0152 10.0
20 0.2326 0.0307 13.2
31.2 0.3354 0.0279 8.3
62.5 0.6107 0.0535 8.8
125 1.4112 0.1795 12.7
250 2.4742 0.0498 2.0
500 5.3326 0.5143 9.6
1000 10.8405 0.1293 1.2
b -0.03796

m 0.01082

r 0.99971

r* 0.99942
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Figura 6. Linealidad del método analitico para la cuantificacién de CLZ en plasma.
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4.1.3 Precision del método

4.

4.1.3.1 Repetibilidad del método

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

En el Cuadro 9 se presentan los resultados de la repetibilidad del método analitico de CLZ

en plasma, al evaluar por quintuplicado los controles bajo, medio y alto. Los resultados

muestran que el rango de los coeficientes de variacion oscilé entre 3.8 y 10.7 %; por lo

tanto, segun las especificaciones, el método analitico es repetible ya que los coeficientes de

variacion no son mayores al 15 %.

Cuadro 9. Repetibilidad del método analitico para la cuantificacién de CLZ en plasma.

Concentracion
ng/mL

75
200

750

1.8400

7.7281

Relacion de alturas

1.9100

7.8636

CLZ/E.L

1.8110

7.2403

1.7940

8.4580

1.9610

7.8921

Promedio

1.8632

7.83642

Desviacion
Estandar

0.8880 | 0.9900 | 0.8604 | 1.0618 | 0.8210 | 0.92424 0.0991 10.72

0.0704

0.4351

S

CV (%)

3.75

5.55

4.1.3.2 Reproducibilidad del método

En el Cuadro 10 se encuentran los resultados de la reproducibilidad del método analitico

para cuantificar clozapina en plasma para cada dia evaluado. Dado que los coeficientes de

variacion se encuentran entre 42 y 11.2 % se demostr6 que el método analitico es

reproducible bajo las condiciones estudiadas.
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Cuadro 10. Reproducibilidad del método analitico para la cuantificacién de CLZ en plasma.

Concentracion
(ng/mL)
75
200

750

4.

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Relacion de Alturas Promedio

CLZ/E.L
Dia 1 Dia 2 Dia 3
0.8742 0.9225 0.7400
1.875 2.2047 1.9895
7.8778 8.1114 7.4597

Promedio

0.8456

2.0231

7.8163

Desviacion

Estandar

0.0946

0.1674

0.3302

CV (%)

11.19
8.27

422

4.1.4 Exactitud del método

En el Cuadro 11 se muestran los resultados promedio de los valores experimentales en

alturas de los puntos control, asi como la variacion con respecto al valor nominal,

representada como porcentaje de desviacion absoluta. Se puede observar que el método es

exacto al cumplir con la especificacion establecida que indica que la desviacién debe estar

dentro del % 15% del valor nominal de concentracion.

Cuadro 11. Exactitud del método para cuantificar CLZ en plasma.

Cincatistbi Relaciéon de Alturas Promedio Valor Valor %
CLZ/E.L Experimental . Desviacion
(ng/mL) P di Nominal Abcolut
Repetibilidad | Reproducibilidad it it
75 0.9242 0.8456 0.8849 0.7736 9.30
200 1.8632 2.0231 1.9431 2.0231 4.86
750 7.8364 7.8163 7.8264 7.8163 3.24
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4. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.1.5 Recobro absoluto

En el Cuadro 12 se muestra el porcentaje de recobro obtenido para clozapina en plasma. Se
puede observar que la recuperacion oscilé entre 89 y 92%. Las especificaciones indican que
el porcentaje de recuperacién no debe ser necesariamente 100% pero debe ser consistente
en el rango de concentraciones estudiado, por lo que el método cumple con los requisitos

establecidos.

Cuadro 12. Recobro absoluto de CLZ en plasma.

Concentracion Relacion de alturas Relacion de alturas =
a ; %o Recobro
(ng/mL) en metanol promedio | en plasma promedio
W
75 09178 0.8455 92.12+8.15
200 2.2623 2.0231 89.42+739
750 8.7285 7.8163 89.55+3.78

4.1.6 Limite de cuantificacion

En el Cuadro 13 se muestran los resultados de relacién de alturas de clozapina/EI para la
concentracion de 15.6 ng/mL, donde se observa que al cuantificar por quintuplicado dicha
concentracion, se obtiene un CV menor al 20%. Para la concentraciéon de 10 ng/ml no se
cumplié con este criterio; por lo tanto, la concentracion minima que se cuantifica con

precision y exactitud bajo las mismas condiciones normales de trabajo es de 15.6 ng/mL.



4. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Cuadro 13. Limite de cuantificacién.

(ng/mL) Alturas
15.6 0.1264

15.6 0.1611
15.6 0.1300
15.6 0.1477
15.6 0.1204
Promedio 0.1371
e | o
CV (%) 12.27

= =
e |

4.1.7 Limite deteccion

El limite de deteccidn fue de 10 ng/mL. La altura encontrada para esta concentracion fue de

1.6, encontrandose que la respuesta correspondiente es tres veces mayor de la linea basal.

4.1.8 Selectividad

En las Figuras 7, 8 y 9 se muestran los cromatogramas representativos de un blanco de
plasma, una muestra de plasma adicionada con clozapina y haloperidol y la de un paciente
bajo tratamiento con clozapina. Dado que no se encontraron interferencias con los picos de

interés, el método se considera selectivo para la cuantificacién de clozapina en plasma.
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Figura 9. Cromatograma de un paciente bajo tratamiento con clozapina.
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4. RESULTADOSY ANALISIS DE RESULTADOS

4.1.9 Estabilidad de la muestra analitica

4.1.9.1 Estabilidad a temperatura ambiente

En el Cuadro 14 se presentan los resultados del analisis de las muestras mantenidas a
temperatura ambiente. Dado que el valor de la desviacién absoluta fue menor al 15% con
respecto al valor original, se concluye que la clozapina es estable a temperatura ambiente

durante 24 horas después de su preparacion.

Cuadro 14. Estabilidad de la muestra a temperatura ambiente.

Control Bajo

Control Medio

Control Alto

75 ng/mL 200 ng/mL 750 ng/mL
e} @
Conc. Recuperada 77.16 202.79 730.17
Conc. Recuperada 71.16 184.75 748.72
Promedio 74.16 193.77 739.45
CV (%) 5.7 6.6 1.8

4.1.9.2 Estabilidad de la muestra procesada
En el Cuadro 15 se muestran los resultados obtenidos al analizar las muestras procesadas a

las 24 y 48 horas después de su preparacion. Dado que la desviacion absoluta fue menor al

15% con respecto al valor original, se demuestra que es estable al menos durante 48 horas.
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4. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Cuadro 15. Estabilidad de la muestra procesada.

Control Bajo Control Medio Control Alto
75 ng/mL 200 ng/mL 750 ng/mL
e e

24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
Conc. Recuperada | 78.10 85.30 163.80 189.98 674.26 752.98
Conc. recuperada 72.66 70.06 196.11 181.40 765.11 759.76
Promedio 75.34 77.68 179.95 185.69 719.68 756.37

CV (%) 5.0 13.9 12.7 33 8.9 0.6

4.1.9.3 Estabilidad en refrigeracion (4.0 °C)

En el Cuadro 16 se muestran los resultados de estabilidad para muestras plasmaticas
almacenadas bajo condiciones de refrigeracion a 4.0°C. Se puede observar que el porcentaje
de desviacion absoluta es menor al 15%, por lo que se concluye que las muestras
plasmaticas con clozapina son estables hasta 15 dias en condiciones de almacenamiento en

refrigeracion.

Cuadro 16. Estabilidad de las muestras en refrigeracion.

Control Bajo Control Medio Control Alto
75 ng/mL 200 ng/mL 750 ng/mL
e

8 Dia 15 Dia 8 Dia 15 Dia 8 Dia 15 Dia
Conc. Recuperada | 77.70 73.05 192.97 181.92 725.24 768.94
Conc. Recuperada 79.08 77.32 205.47 193.14 700.88 699.66
Promedio 78.39 75.18 199.22 187.53 713.06 734.30

CV (%) 4.0 4.4 42 2.4 6.7
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4.1.9.4 Estabilidad en congelacién (20 °C)

4.

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

En el Cuadro 17 se muestran los resultados de estabilidad para muestras plasmaticas de

clozapina mantenidas en congelacién hasta 65 dias

después de su preparacion. El

porcentaje de desviacion absoluta fue menor al 15%, lo cual indica que las muestras

pueden almacenarse durante 65 dias a—20°C sin presentar degradacion.

Cuadro 17. Estabilidad de las muestras en congelacidn.

Control Bajo Control Medio Control Alto
75 ng/mL 200 ng/mL 750 ng/mL
e ————— ——— e e e ——

35 Dia 65 Dia 35 Dia 65 Dia 35 Dia 65 Dia
Conc. Recuperada | 68.58 74.53 170.47 158.47 738.36 802.27
Conc. Recuperada | 79.52 63.40 171.36 192.34 746.50 712.79
Promedio 74.04 68.97 170.92 175.42 742.43 757.53

CV (%) 10.4 11.4 0.4 13.6 0.8 8.3
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4. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.2 MONITOREO TERAPEUTICO DE CLOZAPINA EN PACIENTES CON
ESQUIZOFRENIA

Una vez validado el método analitico para cuantificar clozapina en plasma, se procedi6 a
realizar el estudio de monitoreo terapéutico en pacientes diagnosticados con esquizofrenia

y/o trastorno mental.
4.2.1 Determinacién de los niveles de clozapina en plasma

En el Cuadro 18 se presentan los valores de los niveles de clozapina en estado estacionario,
asi como los datos de género, edad, peso, altura, tabaquismo y dosis de los 36 pacientes que
participaron en el estudio. En la Figura 10 se puede observar que la dosis que se prescribié
a este tipo de pacientes es muy variable: 50 - 600 mg/dia (promedio = 281 + 142) y hay una
ligera tendencia al prescribir dosis de 400 y 100 mg/dia (28 y 17 %).

Con la informacion obtenida se analizé la relacion entre la edad, peso, género y
tabaquismo con los niveles de clozapina en plasma de los pacientes que estaban bajo
monoterapia (n = 23) y también se determind la influencia del tratamiento concomitante

con valproato e inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina (n = 13).
30
25 -

20

Porcentaje de pacientes

100 200 300 400 500 600
Dosis (mg/dia)

Figura 10. Dosis de clozapina administrada en la poblacion mexicana.
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4. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Cuadro 18. Caracteristicas demogréficas de los pacientes.

Paciente Género Et}ad Peso  Altura Fumador Dosis Dosis CLZ
aios m mg/dia) (m ng/mL
1 M 21 50.8 1.58 No 400 7.87 129.3
2 M 31 84.0 1.68 Si 600 7.14 337.7
3 M 41 76.0 1.63 No 400 5.26 399.5
4 M 29 55.0 1.50 No 400 7.27 360.7
5 M 34 63.4 1.67 No 400 6.31 200.1
6 M 27 81.0 1.75 No 300 3.70 682.6
7 M 32 63.2 1.64 Si 400 6.33 461.7
8 M 49 54.0 1.70 No 250 4.63 122.0
9 M 44 91.0 1.86 No 400 4.40 397.3
10 F 41 71.0 1.65 Si 400 5.63 485.9
11 M 36 81.0 1.66 No 400 4.94 794.7
12 F 42 60.5 1.63 No 100 1.65 99.3
13 F 56 64.0 1.64 No 500 _ 7.81 869.4
14 M 28 67.0 1.76 No 500 7.46 454.5
15 M 24 572 1.56 No 100 1.75 464.5
16 M 52 64.0 1.68 No 300 4.69 1021.7
[y F 28 85.0 1.59 No 150 1.76 369.7
18 M 26 77.0 1.65 Si 200 2.60 164.6
19 M 33 75.0 1.73 No 200 2.67 399.5
20 M 50 98.0 1.85 No 50 0.51 57.3
21 F 19 54.0 1.62 No 150 2.78 660.3
22 M 23 86.0 1.78 No 350 4.07 1055.5
23 F 36 64.0 1.66 No 200 3.13 399.8
24 M 24 80.0 1.72 No 400 5.00 279.0
25 M 35 56.0 1.68 No 300 5.36 186.4
26 M 34 84.0 1.75 Si 350 4.17 528.8
27 M 42 84.0 1.70 No 100 1.19 140.4
28 M 48 57.0 1.70 Si 400 7.02 116.2
29 M 30 83.0 1.76 Si 100 1.20 77.8
30 F 47 71.0 1.60 No 200 2.82 641.3
31 F 38 83.0 1.56 No 300 3.61 556.0
32 F 32 68.0 1.58 No 125 1.84 416.9
33 M 60 93.0 1.70 Si 100 1.08 38.1
34 M 30 63.0 1.70 Si 350 5.56 969.7
35 F 23 56.0 1.62 Si 150 2.68 203.3
36 M 50 89.0 1.70 No 100 1.12 310.8
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4. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.2.2 Relacion entre la dosis y los niveles de clozapina en plasma

En la Figura 11 se muestra los niveles de clozapina en plasma de todos los pacientes en
relacion a la dosis ajustada por peso, en el cual se puede observar la gran variabilidad
interindividual con niveles que van de 38 a 1056 ng/mL, por consiguiente, no se encontr6
relacion entre la dosis ponderal (mg/kg) y los niveles plasméticos de clozapina (coeficiente

de correlacion de Spearman de 0.280).
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-

Figura 11. Relacion entre la concentracién plasmitica en estado estacionario y la dosis
diaria de clozapina en 36 pacientes bajo terapia incluidos en el estudio.

La gran variabilidad de los niveles plasmaticos de clozapina obtenida tras la
administraciéon de una dosis determinada de un individuo a otro en el presente estudio,
puede estar asociada a diversos factores como la edad, peso, género, interacciones con otros
medicamentos y a los habitos de vida tales como el tabaquismo. En el Cuadro 19 se
presentan los resultados generales del andlisis de los niveles de clozapina en plasma en

relacion a las diferentes variables.
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4. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Considerando que el margen terapéutico de clozapina reportado en otros paises es
de 350-1000 ng/mL, se aplico dicho criterio a los niveles obtenidos en pacientes
mexicanos, lo cual indicaria que el 50% de los pacientes presentaria efecto terapéutico,
mientras que el resto presentaria ineficacia o bien toxicidad. En el caso del estudio, dos
pacientes presentaron niveles arriba de 1000 ng/mL; aunque, ninguno de ellos presentd
efectos adversos severos que los limitaran a seguir con el tratamiento; lo cual indica que
probablemente el margen terapéutico para la poblacion mexicana sea mas amplio que el

reportado en otros paises.

Cuadro 19. Influencia del género, hdbitos de fumar y tratamiento concomitante sobre

los niveles de clozapina en plasma.

n (%) Dosi,s Nivel CLZ

(mg/dia) (ng/mLl)

19 - 36 afios 12652 285+ 147 378 + 198
37 - 60 afios 11(48) 227 + 140 304 + 298
54-76 kg 124 52) 264 +118 359+ 272
77 -98 kg 11(48) 250+ 173 325+ 232
Mujeres 7(30) 196 + 110 399 +196
Hombres 16 (70) 284 + 151 318 £ 270
No fumador 16 (70) 233+ 126 376 £ 275
Fumador 7(30) 314+ 175 268 + 188
Monoterapia 23 (64) 258 + 144 343 + 248
Politerapia - AVP 5(14) 320+ 130 342 + 248
Politerapia - ISRS 8(22) 325+ 146 656 + 271

e, —:
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4. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.2.3 Influencia de la edad y peso en los niveles de clozapina en plasma

Con el fin de evaluar la influencia de la edad en los niveles plasmaticos de clozapina se
dividi6 el grupo en pacientes menores o igual a 36 afios y mayores a 36 afios, encontrando
que no existe diferencia entre los grupos (378 vs 304 ng/mL). Al analizar la influencia del
peso entre el grupo de 54 - 76 kg (359 ng/mL) y el de 77-98 kg (325 ng/mL), se encontrd
que no existe diferencia significativa en los niveles de clozapina entre los grupos, lo que
indica que los niveles plasmaticos no estan relacionados directamente con el peso. Con base
a esta informacion, se encontré que la edad y el peso no influyen en los niveles plasmaticos

de clozapina en la poblaciéon mexicana estudiada.

4.2.4 Influencia del género en los niveles de clozapina en plasma

En la Figura 12 se muestran los niveles y dosis de clozapina en hombres y mujeres.
Al analizar los resultados, se encontré que las mujeres presentan niveles més altos que la de
los hombres (400 vs 318 ng/ml) a pesar de que estaban bajo tratamiento con dosis mas
bajas (196 vs 284 mg/dia). Dado al pequefio numero de mujeres que participaron en el
estudio, no se encontré6 diferencia estadisticamente significativa entre los grupos.
Sin embargo, se observo la tendencia de que las mujeres presentan niveles 25% mas altos
que los hombres. Esta diferencia puede explicarse por la menor actividad del CYP1A2 que

presentan las mujeres.
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Figura 12. Dosis y niveles de clozapina en plasma en hombres y mujeres.

4.2.5 Influencia del tabaquismo en los niveles de clozapina en plasma

Se ha demostrado que el tabaquismo induce el CYP1A2, por consiguiente disminuye los
niveles de clozapina en plasma en aquellas personas con dicho hébito. Los resultados del
presente trabajo (Figura 13) concuerdan con lo reportado previamente, ya que en los
fumadores las concentraciones de clozapina fueron un 30% menor a la de los no fumadores
(268 vs 376 ng/ml), aun cuando tomaban dosis mas altas (314 vs 233 mg/dia).
Sin embargo, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ambas

poblaciones, lo cual puede deberse al tamafio de la muestra bajo estudio.
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Figura 13. Dosis y niveles de clozapina en plasma en fumadores y no fumadores.
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4.2.6 Influencia del tratamiento concomitante con valproato e ISRS

Al comparar los niveles plasmaticos de aquellos pacientes bajo monoterapia con clozapina
con aquellos que tomaban valproato (AVP), se encontré que los niveles son semejantes
(343 vs 342 ng/ml) (Figura 14). Se sabe que el 4cido valproico se une altamente a proteinas
plasmaticas, por lo que se esperaria que la administracion concomitante con farmacos que
también se unen altamente a proteinas puedan ocasionar toxicidad en el individuo.
No obstante, a pesar del tamafio de muestra los resultados permiten asumir que no existe

interaccion en la unién a proteinas entre estos farmacos.
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* [Estadisticamente significativo en relacion a la monoterapia con CLZ (p<0.05, prueba t student)

Figura 14. Relacién entre los niveles plasméticos de clozapina y el tratamiento concomitante
con valproato e inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina.

Al hacer el analisis de el tratamiento concomitante de clozapina con los inhibidores
selectivos de la recaptura de serotonina (ISRS), se obtuvieron niveles mas altos en los
pacientes bajo tratamiento con antidepresivos que en los pacientes que recibian
monoterapia con clozapina (656 vs 343 ng/ml) (Figura 14), encontrandose diferencias
estadisticamente significativas entre los dos grupos ( p<0.05 ). El efecto de la fluoxetina
sobre los niveles de clozapina se puede atribuir al efecto inhibidor del CYP3A4 por su

principal metabolito norfluoxetina y a su alta unién a proteinas plasmaticas.
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De acuerdo a estos resultados, la administracién conjunta de clozapina con un ISRS,
podria representar una ventaja terapéutica para aquellos pacientes que requieren dosis altas
para presentar el efecto terapéutico, ya que se podria disminuir la dosis de clozapina y con

ello reducir los eventos adversos asociados a este farmaco.

4.2.7 Efectos adversos

Los efectos adversos que se presentaron en la poblacion estudiada fueron leves. No se
present6 leucopenia ni agranulocitosis. Los sintomas mas frecuentes fueron: somnolencia,
estrefiimiento y aumento de peso, como se observa en la Figura 15. Cabe mencionar que a

uno de los pacientes se le suspendié el tratamiento con clozapina al comprobarse que

presentaba dafio hepatico.
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Figura 15. Efectos adversos debido al tratamiento con clozapina.
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4.
estado estacionario de clozapina. En la Figura 16 se presenta el nomograma a partir del cual

En 1998 Perry y colaboradores elaboraron un nomograma para predecir la concentracion en

se elaboraron las siguientes ecuaciones:’

4.2.9 Nomograma de Perry

Hombres:

Clozapina (ng/mL) = 111 ( fumador ) + 0.464 ( dosis ) + 145

Mujeres:

111 ( fumador ) + 1.590 ( dosis ) - 149

Clozapina (ng/mL)

si es fumador = 0, no fumador = 1 y la dosis es expresada en mg/dia.
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Figura 16, Nomograma de Perry.
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Al aplicar el nomograma de Perry para predecir los niveles plasmaticos de los
pacientes bajo monoterapia que participaron en el estudio se encontré que solamente fue
atil para predecir los niveles del 17% de la poblacién (1 mujer fumadora y 4 hombres no
fumadores), en este grupo los valores se encontraron dentro del £15 % respecto al valor
real, mientras que en el 83% de los pacientes los niveles fueron 85% mas bajos 6 115%
mas altos de los esperado, por lo que este nomograma no fue capaz de predecir los niveles
de la poblaciéon mexicana. En el Cuadro 20 se muestran los resultados que se determinaron

por las ecuaciones de Perry.

Cuadro 20. Comparacion de los niveles de clozapina en plasma obtenidos en
el presente estudio con los predeterminados por Perry.

- Dosis Nivel CLZ Nivel CLZ
Paciente (mg/dia) obtenido predeterminado
(ng;’m]) (ngimL!
2 600 337.7 4234
3 400 399.5 441.6
5 400 200.1 441.6
8 250 122 372
10 400 4859 487
11 400 794.7 441.6
12 100 99.3 63.59
16 300 1021.7 395.2
17 150 369.7 113.59
18 200 164.6 237.8
19 200 399.5 348.8
20 50 57.3 279.2
21 150 660.3 113.59
24 400 279 441.6
25 300 186.4 395.2
26 350 528.8 307.4
27 100 140.4 302.4
28 400 116.2 330.6
31 300 556 263.59
32 125 416.9 88.59
33 100 38.1 191.4
35 150 2033 89.5
36 100 310.8 302.4
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5. CONCLUSIONES

El método analitico para la cuantificacion de la clozapina en plasma
(15.6 — 1000 ng/mL) fue confiable, rapido y sencillo por lo que puede ser

utilizado para llevar a cabo estudios farmacocinéticos y de monitoreo terapéutico.

Existe una gran variabilidad interindividual en los niveles de la clozapina en

estado estacionario los cuales no se ven influenciados por el peso ni la edad.

Los niveles de clozapina son mayores en aquellos pacientes bajo tratamiento

concomitante con los inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina.

La gran variabilidad interindividual encontrada justifica el monitoreo de clozapina
en pacientes con esquizofrenia refractaria, en situaciones especificas como:
respuesta baja a dosis rutinarias, sefiales de toxicidad o eventos adversos
relacionados con niveles plasmaticos altos, en el uso concomitante de farmacos
que interaccionan con el CYP1A2 y en pacientes fumadores que estan alterando el

consumo usual de tabaco.
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6. PERSPECTIVAS

Los resultados del presente trabajo mostraron la gran variabilidad en los niveles
plasmaticos de clozapina en pacientes con esquizofrenia, lo cual demuestra la
necesidad de aumentar el tamafio de muestra y continuar con este trabajo de

investigacion con el fin de:

* Encontrar la relacién de los niveles de clozapina con su respuesta terapéutica a
partir de una adecuada evaluacién clinica, para establecer el margen terapéutico

de la poblacién mexicana.

= Establecer el efecto del género, los habitos de fumar, asi como la interaccion

con otros farmacos en los niveles de clozapina en plasma.

* Individualizar la farmacoterapia, para aumentar la eficacia, disminuir la
toxicidad y por ende aumentar la calidad de vida de los pacientes con esta

enfermedad.
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ANEXO I DE LA BIBLIOTEG,

Carta propuesta para‘la informacion al paciente y de consentimiento informado.

Protocolo: Monitoreo terapéutico de clozapina.

El estudio en el que usted participara tiene como objetivo determinar los niveles plasméticos de

clozapina para con ello hacer el ajuste de dosis y obtener una mejor respuesta terapéutica.

En éste estudio usted sera entrevistado semanalmente por el médico tratante con el fin de conocer su

respuesta al medicamento clozapina. En caso de estar hospitalizado seréd entrevistado diariamente.

Se le administrard la dosis de clozapina de acuerdo a la recomendacién médica. A las cuatro
semanas de tratamiento se le tomard una muestra sanguinea de 5 mL, para determinar su
concentracién en sangre. También se tomara una muestra de sangre cada semana para determinar la

cantidad de células blancas.

Riesgos

Todos los medicamentos tienen efectos secundarios, en el caso de la clozapina los efectos adversos
mas comunes son fiebre, taquicardia (rapido o irregular latido del corazén), hipotensién (presion
sanguinea baja), trastornos de la regulacién del sudor, mareo o cefalea, nduseas o vomito; menos
frecuentemente se ha reportado somnolencia, sedacion, sequedad de boca, visién borrosa, dificultad
para orinar; y en casos raros puede causar disminucion de las células blancas, confusion, inquietud,
agitacion, delirio, hipertension (presién sanguinea alta), sindrome neuroléptico maligno y rash
cutaneo. Dado que usted estara bajo vigilancia médica en caso de encontrar cualquier alteracién se

proceder4 a disminuir la dosis o a suspender el medicamento.

Beneficios

El medicamento clozapina se proporcionara sin costo durante el estudio. Su participacién apoyara
el conocimiento de los niveles de clozapina en la poblacién mexicana, para realizar un modelo de

ajuste de dosis que permita mejorar la respuesta terapéutica de los pacientes con esquizofrenia.
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Importante

Su participacién es totalmente voluntaria, si desea abandonar el estudio podra hacerlo en cualquier
momento y deberéd notificarlo al investigador a cargo. Si usted no participa, no se afectan sus
derechos que tiene como paciente de este Instituto y se le dara otro tratamiento de acuerdo a la

decision del médico.

En caso de cualquier duda comunicarse con:

Dra. Liliana Teresa Garcia Martinez Tel. 56063822 Ext. 1033
o al Laboratorio de Neuropsicofarmacologia Tel. 56063822 Ext. 2017
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ANEXO II

Carta de consentimiento informado.

A través de la presente Yo, doy mi consentimiento

para participar como paciente (o representante legal del paciente) en el protocolo de
investigacién “Monitoreo terapéutico de clozapina”. Ademas hago constar que he recibido

toda la informacién acerca de la naturaleza y el propésito del estudio.

Doy mi consentimiento en forma libre y expreso mi amplio entendimiento acerca de los
objetivos del estudio, reconociendo los riesgos y posibles beneficios del tratamiento.

Estoy de acuerdo que la informacién clinica derivada del estudio de mi caso sea
comunicada a la comunidad médica verbalmente o por escrito, pero sin revelar mi identidad.

He recibido, leido y entendido la carta de informacion del estudio asi como los riesgos

descritos.
Nombre del paciente o familiar responsable Firma de autorizacién
Fecha
Nombre del Testigo Firma del Testigo
Direccion Teléfono
Fecha Parentesco con el voluntario
Nombre del Testigo Firma del Testigo
Direccién Teléfono
Fecha Parentesco con el voluntario
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ANEXO III

INSTITUTO NACIONAL DE NEUROLOGIA Y NEUROCIRUGIA

“MANUEL VELASCO SUAREZ”

Laboratorio de Neuropsicofarmacologia. Edificio de Investigaciones Cerebrales.

Al paciente se le deberd tomar una muestra sanguinea antes de la administracién de clozapina.
Por favor anotar la siguiente informacion:

Nombre del paciente:

Registro:

Edad: afnos Peso: kg  Altura: m Fumador:

Dosis de clozapina: Esquema de dosificacion:

Fecha de inicio del tratamiento:

Fecha y hora de la toma de muestra:

Fecha y hora de la ultima dosis:

Administracion de otros medicamentos:

Efectos secundarios: ;Cuales?

Nivel de clozapina en plasma (ng/ml):

12



	Portada

	Índice General

	1. Introducción y Objetivos

	2. Antecedentes

	3. Parte Experimental

	4. Resultados y Análisis de Resultados

	5. Conclusiones

	6. Perspectivas

	7. Bibliografía

	Anexos




