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Resumen del proyecto

Clozapina es el fadrmaco recomendado para el tratamiento de la esquizofrenia resistente. La respuesta al tratamiento
podria verse afectada por numerosos factores: edad, sexo, indice de masa corporal, comedicacién, consumo de bebidas
con xantinas y fumar, presencia de polimorfismos en las enzimas involucradas en su metabolismo (CYP1A2, CYP3A4 y en
menor medida CYP2C19 y CYP2Dé). Objetivo: Evaluar las diferentes variables que pueden incidir en las concentraciones
plasmadticas de clozapina y que puedan estar repercutiendo en el tratamiento de los pacientes.

Metodologia: Se recopilaron datos demograficos que incluyen sexo, edad, peso corporal, hdabito de fumar, medicacién
concomitante, consumo de xantinas, resultados de pruebas bioquimicas, hematoldgicas y de concentraciones de clozapina
y norclozapina.

Resultados: 108 pacientes fueron incluidos en el estudio y 50 de ellos fueron elegidos para determinar las variantes
genéticas. Sélo fumar y la obesidad tuvieron un impacto significativo sobre la exposicién a clozapina. Todos los fumadores
presentaron la variante CYP1A2*1F, que se asocia con mayor inducibilidad de dicha enzima.

Conclusiones: Este tipo de estudios brindan al clinico herramientas para optimizar el ensayo terapéutico con clozapina,
procurando usar la dosis minima eficaz, atenuando la carga de efectos adversos dosis dependientes y buscando
personalizar los tratamientos.
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Introduccion

La esquizofrenia es una psicosis créonica heterogénea, se estima que afecta al 1% de la poblacidn y es una de las 10
principales causas de discapacidad a nivel mundial (1,2). Los dominios sintomdticos se caracterizan por sintomas
positivos (alucinaciones, ideas delirantes y pensamiento desorganizado); sintomas negativos (abulia, alogia) y sintomas
cognitivos (disfuncidn ejecutiva, déficit de memoria)(3). Si bien no tenemos datos de prevalencia de esquizofrenia en
Uruguay, dada la prevalencia de esquizofrenia a nivel mundial podemos estimar que hay mds de 30.000 personas que
padecen esta enfermedad en nuestro pais. Los antipsicéticos han demostrado eficacia en el tratamiento de la
esquizofrenia (4) Sin embargo, un 30 % de los pacientes no responden adecuadamente al tratamiento antipsicético, es
decir son resistentes al tratamiento (esquizofrenia resistente al tratamiento - ERT)(5). Clozapina (CZP) es el antipsicético
de eleccidén para tratamiento de la ERT(6). La respuesta clinica y el perfil de seguridad es variable entre los individuos en
tratamiento con CZP. La evidencia disponible indica que es mds eficaz que los demds antipsicéticos en reducir la
agresividad, hostilidad y violencia (7) y ha demostrado tener un efecto especifico anti-suicida (8). En el estudio CATIE
(Clinical Antipsychotic Trials of Intervention Effectiveness) CZP demostré mayor efectividad que olanzapina, quetiapina y
risperidona en la discontinuacién del tratamiento y en los pardmetros de la escala PANSS (Escala de sintomas positivos y
negativos)(9).

Se destaca desde el punto de vista farmacocinético aspectos metabédlicos que pueden incidir en la biodisponibilidad de CLZ.
La fase de metabolizacion hepatica es clinicamente relevante y las isoenzimas involucradas son CYP2C19, CYP2D6,
CYP3A4 y CYP1A2, dando lugar a un metabolito activo que es N-desmetilclozapina (norclozapina) (10). Un aspecto relevante
de su metabolizacién radica en que diversos estudios farmacogenéticos han encontrado asociaciones significativas entre
la respuesta al tratamiento con CZP y las variantes genéticas en los genes CYP1A2, CYP2D6 y CYP2C19 (18). Eap y col
sugirieron que el genotipo CYP1A2*1F/*1F puede estar asociado a niveles plasmdticos bajos y falta de respuesta a la CZP
(19).

En Uruguay los tratamientos con CZP y su dosificacién se ajustan de manera empirica en funcién de la respuesta de los
pacientes. Para el caso de CZP el uso de herramientas que apoyen a los clinicos como el monitoreo terapéutico no esta
desarrollado en su totalidad.

El Hospital Vilardebd (HV) es el centro hospitalario psiquidtrico que recibe pacientes de todo el pais referencia de agudos
de nuestro pais (existiendo también pisos de atencién psiquidtrica en otros hospitales del pais), dependiente de la
Administracion de Servicios de Salud del Estado (ASSE) e integrado a la red asistencial como centro de referencia
nacional para el tercer nivel de atencién en salud mental. Presta asistencia sanitaria a los usuarios de ASSE mayores de
15 anos, en policlinica, emergencia, hospitalizacién y rehabilitacidn psicosocial.

Objetivo general: Determinar las diferentes variables que pueden influir en las concentraciones plasmaticas de CZP y que
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puedan estar repercutiendo en los tratamientos de los sujetos.

Objetivos especificos:

Determinar correlaciones entre las variables sexo y habitos alimenticios con los patrones de metabolizacién de la CZP.
Analizar el rango terapéutico de CZP en comparacion con los resultados de la metabolizacién de CZP.

Metodologia/disefio del estudio

El diseio del estudio requirié cuatro fases, una primera fase donde se hizo la seleccidn de los pacientes, una segunda fase
donde se realiza la analitica farmacocinética (PK 108 individuos), una tercera fase con la seleccion de 50 sujetos a quienes
se realiz6 polimorfismo genético CYP450 y una fase final donde se realiza la integracién y andlisis de los resultados
obtenidos.

1) Seleccidn de los pacientes: Los criterios de inclusidn fueron pacientes con diagndstico de esquizofrenia en tratamiento
con CZP por mds de 6 meses, sin ingresos hospitalarios en los ultimos 6 meses.

Para cada paciente se recolectaron en una planilla las siguientes variables: edad, sexo, peso e informacién respecto a
hdbitos como fumar (cantidad de cigarrillos), consumo de café, y mate (en mL). Se registré el consumo de plantas
medicinales y comedicacion (farmaco y dosis/dia). Se tomaron los datos de talla, peso y cintura, se calculé el indice de
masa corporal (IMC) diferenciando en obeso (IMC?30) y no obeso (IMC<30). Sobre la sialorrea (hipersalivacién) se encuesté
a los pacientes por parte del clinico, se diferencié en 3 categorias: ausente, leve o significativa. Para determinar la
constipacion se utilizé una medida indirecta mediante el registro de los pacientes que estaban en tratamiento para paliar
esa situacién.

2) Determinacion de las concentraciones de CZP y NCZP en plasma. Para cada paciente seleccionado se extrajo una
muestra de sangre a predosis para la cuantificacion mediante HPLC con una técnica previamente validada de CZP y NCZP.
Se utilizé un equipo HPLC Ultimate 3000. La fase estacionaria utilizada fue una columna C18 de 5?mm y 150 x 4.6 mm y
como fase movil se utilizé buffer fosfato 50 mM pH=2.5 y metanol en una proporcién 50:50 con un flujo de 1.0 mL/min.

3) Determinacion de las variantes genéticas de los genes CYP1A2, CYP2D6, CYP3A4 y CYP2C19 en el grupo de pacientes
seleccionados. Se seleccionaron 50 pacientes para determinar su perfil genético. Para la seleccidn se consideré el
cociente [CZP]/Dosis y se los clasifico en 4 grupos segun el siguiente criterio: cociente [CZP]/Dosis <0,5 metabolizadores
ultra-rdpidos, cociente 0,5-0,99 metabolizadores rdpidos, cociente 1-1,5 metabolizadores normales y cociente >1,5
metabolizadores lentos.

El andlisis genético se realizé a partir de ADN extraido de sangre periférica por medio del kit QIAamp DNA Blood Mini Kit
de Qiagen siguiendo las instrucciones del fabricante. Las variantes genéticas se determinaron a través de la
secuenciacion por NGS (Next generation sequencing) utilizando la tecnologia de secuenciado de Illumina y un panel de
sondas de ADN. Las regiones gendmicas correspondientes a los genes CYP1A2, CYP2Dé, CYP3A4 y CYP2C19 fueron
amplificadas por hibridacidn con sondas especificamente disenadas y adquiridas para este proyecto, a través del
programa Agilent SureDesing. Para el disefio de las sondas se consideraron las posiciones de las principales variantes
reportadas que afectan la metabolizacién de CZP.

Para cada paciente se preparé una libreria de ADN siguiendo un protocolo previamente establecido por el Laboratorio de
Gendmica Funcional del Instituto Pasteur de Montevideo y la Unidad de Medicina Gendmica del Hospital de Clinicas. El
mismo permite producir librerias de ADN conteniendo fragmentos de 500 pb los cuales estdn asociados a una secuencia
especifica conocida como barcode. Utilizando diez barcodes diferentes, este protocolo permite secuenciar en un Unico chip
de secuenciacién (MiSeq v2 Reagent Kit de Illumina) hasta diez librerias diferentes agrupadas. Esta estrategia reduce
enormemente los costos desecuenciacion permitiendo el andlisis de un mayor nimero de pacientes.

4) Andlisis de la relacion de las variantes genéticas de CYP1A2, CYP2Dé, CYP3A4 y CYP2C19 con el patrén de metabolizacion
de CZP y NCZP. Se realizé un andlisis de covariables evaluando la influencia de los polimorfismos obtenidos, asi como
otros factores no genéticos sobre los pardmetros farmacocinéticos y las implicancias clinicas de esta relacidn.

Resultados, andlisis y discusién

El total de los pacientes ingresados al estudio fue de 108, 70 sexo masculino (64,8%), edad media 44,4 afios. La dosis media
de CZP fue 316,9 mg/dia (+ 113.6mg/dia, mdx 650mg/dia, min 50mg/dia). La media de [CZP] fue de 436,9 + 342,7 ng/mLy
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de [NCZP] 234,3 £178,2 ng/mL. 53,7% (58 pacientes) se encontraron por debajo del rango terapéutico poblacional definido
para CZP (350-600 ng/mL) y 23,2% (25 pacientes) por encima del rango.

Andalisis de las diferentes variables:

Fumar fue una variable significativa que influyd en las concentraciones plasmdticas de CZP. El resto de las variables de
los hdbitos alimenticios analizadas no tuvieron una influencia en las concentraciones de CZP. La presencia de obesidad fue
una variable significativa que también influyé en las concentraciones plasmaticas de CZP. Para el andlisis del resto de los
fdrmacos (dcido valproico, omeprazol) no se encontraron diferencias significativas en las concentraciones plasmaticas de
CZP entre los pacientes en tratamiento y sin tratamiento.

Para el caso de la sialorrea se constatd que los pacientes con sialorrea (independiente de la dosis) tenian concentraciones
mayores de CZP. Como variable indirecta de la constipacién se tomaron a los pacientes en tratamiento con vaselina o
lactulosa, los pacientes en tratamiento con estos fdrmacos tuvieron mayores concentraciones plasmdtiocas de CZP.

Para los 108 pacientes, se representa el tipo de metabolizacion segun el cociente [CZP]/Dosis, 35,1% de los pacientes
tuvieron una metabolizacién lenta y 13,1% de los pacientes una metabolizacién rapida. Segin estos criterios se hizo una
seleccidn de pacientes para realizar los estudios genéticos.

Andlisis con los 50 pacientes seleccionados: De los 50 pacientes seleccionados, 9 (18,0%) fueron con una metabolizacién
ultrardpida, 17 (34,0%) con una metabolizacién rdpida, 5 pacientes (10%) con una metabolizacién normal y 19 pacientes
(38%) con una metabolizacién lenta.

Andlisis genético: Se identificaron un total de 424 variantes o SNPs en los genes analizados. Las variantes genéticas
encontradas mds frecuentes fueron: para CYP1A2, CYP1A2*1F en un 92% de los pacientes (36% en heterocigosis y 56% en
homocigosis del total de los pacientes, frecuencia del alelo 0.74).

Se destaca en este estudio que fumar y la obesidad tienen impacto significativo en las concentraciones plasmdticas de
CZP. Sin embargo, otras covariables como sexo y fdrmacos concomitantes, no mostraron influencia relevante. Hay
evidencia disponible en la literatura respecto a fumar y su correlacion con las concentraciones plasmaticas de CZP. Un
estudio previo en el HV donde se comparan la biodisponibilidad de CZP en paciente esquizofrénicos de dos marcas
comerciales concluyé que fumar fue una variable que aumentaba la eliminacién de CZP en un 32% (11). Este hallazgo tiene
implicancias importantes en la prdctica clinica, ya que los médicos deben considerar cuidadosamente el hdbito de fumar
al ajustar las dosis de CZP.

La obesidad es otra variable que demostré influir en las concentraciones plasmaticas de CZP en los sujetos del estudio.
Tedricamente la obesidad podria estar relacionada con un mecanismo similar a la inflamacién que es conocida como
inflamacién crénica de bajo grado o inflamacién metabélica 12,13) dado por tejido adiposo metabélicamente activo. Este
tejido secreta una serie de citoquinas y adipocinas, como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-?) e interleuquina-6 (IL-
6), entre otras (14).

Respecto a las reacciones adversas (RAMs), una vez que se inicia CZP se requiere un monitoreo sistemdtico de las RAMs,
ya que inciden en el 17% del abandono del tratamiento con CZP (15). En este estudio se observa una relacion entre la
presencia de sialorrea y las concentraciones plasmaticas elevadas de CZP. Aunque la relacién exacta entre sialorrea 'y
las concentraciones plasmaticas de CZP no se comprende completamente, una hipétesis senala que CZP, al igual que otros
antipsicéticos atipicos, tiene propiedades anticolinérgicas. Es decir, es antagonista del receptor muscarinico tanto a nivel
del sistema nervioso central como periférico. La acetilcolina es un neurotransmisor que desempena un papel relevante en
la regulaciéon de las gldndulas salivales (16). El bloqueo de los receptores muscarinicos por la CZP puede aumentar la
produccion de saliva mediante la disminucién del tono colinérgico (17). A su vez, CZP puede interactuar a nivel de los
receptores H1 de histamina (18). Esta interaccién puede aumentar la produccién de saliva, ya que la histamina es conocida
por tener efectos estimulantes sobre las gldndulas salivales (19).

El uso de CZP puede provocar hipomotilidad gastrointestinal en cualquier parte del tracto. Se estima que la prevalencia
combinada de estrefiimiento asociado con CZP es del 30% aproximadamente (20). La constipacién puede influir en la
absorcion gastrointestinal de los medicamentos, incluida la CZP. La disminucién del trdnsito intestinal y la absorcién mds
lenta pueden resultar en concentraciones plasmadticas mds altas de CZP, ya que el medicamento permanece en el tracto
gastrointestinal durante mds tiempo y se absorbe de manera mds gradual (21,22).

El rango terapéutico de 350-600 ng/mL se ha utilizado histéricamente como referencia en el monitoreo de las
concentraciones plasmadticas de CZP (23). EL hecho de que un 58% de sus pacientes estables en tratamiento, estuvieran por
debajo del rango terapéutico sugiere que es importante considerar la posibilidad de modificar este rango para garantizar
una éptima eficacia terapéutica y minimizar los riesgos asociados a concentraciones mayores de CZP. Creemos que un
rango terapéutico mds amplio, como por ejemplo de 200-600 ng/mL podria permitir una mayor flexibilidad en la
dosificacion de CZP, lo que podria beneficiar a pacientes que experimentan efectos adversos significativos a dosis mds
altas. Un rango mds amplio podria adaptarse mejor a la variabilidad individual en la farmacocinética de la CZP, lo que
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podria resultar en una terapia mds efectiva y mejor tolerada. En nuestro caso, todos los pacientes se mantuvieron
compensados y muchos de ellos en concentraciones menores a 350 ng/mL. Establecer un rango inferior de 350 ng/mL
podria reflejar mejor las necesidades individuales de estos pacientes y permitir un tratamiento mds personalizado
disminuyendo el riesgo de los problemas vinculados a concentraciones plasmdticas mayores de CZP. Recientemente un
consenso de expertos, destaca que en la poblacién (caucdsica) son necesarias dosis menores que las planteadas en los
prospectos de las diferentes presentaciones comerciales de CZP (24).

Segun los datos obtenidos la variante CYP1A2*1F ya sea en homocigosis o heterocigosis es sumamente frecuente (92%) en
estos pacientes. CYP1A2*1F por fenoconversién es una enzima que puede ser inducida en el metabolismo por el humo de
fumar (25). Lo extendido de esta variante de CYP1A2 explica la gran influencia de fumar en el aumento de la eliminacién de
CZP. Nuestros resultados, como otros publicados resaltan la importancia de variables como la obesidad y fumar que
influyen en la eliminacién de CZP pero la utilidad adicional de los datos genotipicos de las variantes CYP1A2, CYP2C19,
CYP2Dé6 y CYP3A4 es aun limitada (26).

La investigacién en salud mental, especialmente cuando se abordan temas complejos como las variables que influyen en
las concentraciones plasmdticas de CZP, es de crucial importancia para la mejora de la atencién y la calidad de vida de
personas con trastornos mentales severos. En este contexto, este trabajo se destaca por un enfoque interdisciplinario e
interinstitucional que aborda los desafios que presenta la esquizofrenia y el tratamiento con CZP. Investigaciones que
identifiquen las variables que influyen en las concentraciones plasmadticas pueden conducir a una dosificacion mads precisa
y, por lo tanto, a una mayor eficacia terapéutica. Nuestro enfoque de investigacion interdisciplinario puede ser un ejemplo
de cdmo se puede ayudar a identificar estrategias para mejorar los tratamientos farmacoldgicos utilizados
habitualmente. Esto es trascendente para mejorar la calidad de vida de los pacientes y aumentar la adherencia al
tratamiento. La colaboracién entre instituciones de investigacién, hospitales, y universidades, como la de nuestro trabajo,
es esencial para llevar a cabo investigaciones de alta calidad en salud mental. Este tipo de estudios brindan al clinico
herramientas para optimizar el ensayo terapéutico con CZP, procurando usar la dosis minima efectiva, atenuando la
carga de efectos adversos dosis dependientes.

Conclusiones y recomendaciones

En nuestro estudio las variables que afectaron en mayor medida las concentraciones plasmdticas de CZP fueron fumary
la obesidad. La variable genética CYP1A2*1F estd sumamente extendida en esta poblacidn, y es susceptible, por variables
como fumar y la obesidad, de inducir el metabolismo de CZP. Algunos efectos adversos que pueden influir en la adherencia
al tratamiento como la sialorrea o la constipaciéon tienen una relaciéon directa con mayores concentraciones plasmadticas
de CZP. El rango terapéutico planteado en consensos internacionales deberia ser revisado, proponiendo este grupo de
investigacién el rango de 200ng/mL a 600ng/mL. Este tipo de estudios brindan al clinico herramientas para optimizar el
ensayo terapéutico con CZP, procurando usar la dosis minima eficaz, atenuando la carga de efectos adversos dosis
dependientes. Como resultado de este estudio se hizo una jornada con los pacientes para contarles los resultados
obtenidos, haciendo énfasis en la comunicacidn a su médico de los hdbitos que puedan estar influenciando en su terapia
farmacoldgica.

Es importante continuar estudiando cuales son las variables que afectan la respuesta a los tratamientos con CZP.
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