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RESUMEN

Fluoxetina (FLX) es un inhibidor selectivo de recaptura de serotonina utilizado
en la terapia de diversas afecciones psiquiatricas. Es metabolizado via CYP450,
originando su metabolito activo norfluoxetina (NFLX). Existe una amplia variabilidad
interindividual (I1V) de respuesta farmacolégica al tratamiento con FLX. En este estudio
se caracterizo la farmacocinética de FLX y NFLX y se evalué la influencia de variables
no genéticas y genéticas en su cinética con el fin de contribuir a elucidar las fuentes
de variabilidad en la respuesta al tratamiento con FLX en pacientes psiquiatricos
mexicanos. Para ello, se cuantificaron las concentraciones plasmaticas (Cp) de FLX y
NFLX mediante cromatografia de liquidos acoplada a masas. Los polimorfismos de un
solo nucledtido de las enzimas y transportador implicados en la transformacion y
transporte de FLX y NFLX se determinaron mediante reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real. Los inventarios de depresion y ansiedad de Beck fueron
aplicados para evaluar los sintomas depresivos y de ansiedad en los pacientes. Se
caracterizo la farmacocinética de FLX y NFLX en pacientes psiquiatricos, lo que
contribuye a comprender las causas de la respuesta variable al tratamiento con FLX

en pacientes mexicanos.
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Fluoxetine (FLX) is a selective serotonin reuptake inhibitor widely used in the
psychiatric field. It is metabolized via CYP450, giving rise to its active metabolite
norfluoxetine (NFLX). There is a high variability of response between patients (IIV) in
treatment with FLX. In this study, the pharmacokinetics of FLX and NFLX were
characterized and the influence of non-genetic and genetic variables on their kinetics
was evaluated to elucidate the sources of variability in the response to FLX treatment
in Mexican psychiatric patients. For this, the plasma concentrations (Cp) of FLX and
NFLX were quantified by mass-coupled liquid chromatography. Single nucleotide
polymorphisms of the enzymes and transporter involved in the transformation and
transport of FLX and NFLX were determined by real-time polymerase chain reaction.
The Beck Depression and Anxiety Inventories were applied to assess depressive and
anxiety symptoms in patients. The characterization of the pharmacokinetic of FLX and
NFLX in psychiatric patients contribute to understanding the causes of the variable
response to FLX treatment in Mexican patients, which could be an important
contribution to optimizing the use of this drug in the context of comorbidity and clinical
practice.

Keywords: Fluoxetine, norfluoxetine, pharmacokinetics, pharmacogenetics
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“Farmacocinética poblacional y farmacogenética de fluoxetina vy

norfluoxetina en pacientes con trastornos psiquiatricos”

1. INTRODUCCION

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), dentro de las diez
enfermedades mas frecuentes y de alto costo mundial, 4 son de tipo mental, dichos
padecimientos afectan al 10% de la poblacion y contribuyen a la carga de
enfermedad no mortal' Durante el afio 2017, los trastornos psiquiatricos afectaron
a 792 millones de personas en todo el mundo!: Los datos epidemiolégicos muestran
que los trastornos mentales, como la depresion mayor, la enfermedad obsesivo-
compulsiva, la ansiedad, los episodios depresivos agudos y otras afecciones
psiquiatricas, son la causa del 33% de la discapacidad en todo el mundo!. En
México, el 18% de la poblacién entre 15-64 afios experimenta algun tipo de
enfermedad afectiva; solo el 20% de las personas con una enfermedad mental en
el pais recibe tratamiento y solo la mitad de ellas recibe un tratamiento adecuado??.

Fluoxetina (FLX) es un farmaco perteneciente al grupo de los inhibidores
selectivos de recaptura de serotonina (ISRS), el cuél es ampliamente utilizado en
la terapia de afecciones psiquiatricas como el trastorno de depresién mayor,
trastorno obsesivo-compulsivo, algunos trastornos alimenticios y los ataques de
panico*. Este farmaco presenta un extenso metabolismo hepatico a través de
diversas enzimas del citocromo P450, las cuales mediante N-desmetilacion dan
origen a su metabolito norfluoxetina (NFLX), el cual es farmacol6gicamente
activo®8. Ambos actian sobre el transportador de recaptura de serotonina (5-HT) a
nivel de la neurona presinaptica, lo que origina que 5-HT permanezca en la
hendidura sinaptica, consiguiendo regular la neurotransmisiéon de la misma®.

Tanto FLX como NFLX, sufren procesos de transformacion y eliminacién,
principalmente a través de las enzimas como CYP2D6, CYP3A y CYP2C19;
ademas estudios previos, han sugerido la influencia de transportadores tipo ABC

en la cinética de FLX y NFLX, por lo que la presencia de polimorfismos en genes



que codifican para dichos transportadores, asi como en las enzimas que
metabolizan a FLX y NFLX, podrian influir en su farmacocinética’. Ademas, la
polifarmacia en pacientes psiquiatricos es una realidad comun, lo que posibilita la
generacion de interacciones farmacoldgicas por la combinacién de FLX con
farmacos inhibidores o sustratos de CYP2D6, CYP2C19 y CYP3A5, las cuales
pueden modificar la cinética FLX y NFLX"8, Por otro lado, FLX es un farmaco con
amplia biodisponibilidad, union a proteinas >90% y eliminacion principalmente por
via renal con un tiempo de vida media de 6 dias similar a la de su metabolito
activo®?,

Sin embargo, a pesar de su extenso uso en el area psiquiatrica, existen diversos
factores que impiden que alrededor del 30 al 40% de los pacientes en tratamiento
con FLX obtengan una respuesta terapéutica adecuada®. Estos factores pueden
generar una alta variabilidad interindividual (11VV) de los parametros farmacocinéticos
en pacientes tratados con FLX, lo que enfatiza la necesidad de evaluar el
tratamiento con un enfoque mas individualizado#”. Por lo anterior, la cuantificacion
de las concentraciones plasmaticas de FLX y NFLX se ha convertido en una
herramienta que permite identificar a los pacientes con riesgo de fracaso
terapéutico o falta de adherencia terapéutica, por la evaluacion de dichas
concentraciones con respecto al rango terapéutico de referencia (120 a 500 ng /
mL)1°. Por otro lado, brinda la informacién necesaria para realizar una aproximacion
distinta mediante analisis farmacocinético poblacional, el cual permite establecer
los parametros farmacocinéticos tipicos en nuestra poblacion, asi como evaluar la
variabilidad interindividual e identificar las covariables que dan lugar a dicha

variabilidad.

El comportamiento farmacocinético poblacional de FLX y NFLX ha sido poco
evaluado''*?, por lo que el andlisis farmacocinético y farmacogenético de los
MismOos en pacientes en terapia con FLX, puede ser el punto de partida en el estudio
de este farmaco en poblaciones determinadas y establecer las bases de la terapia

individualizada.



2. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la farmacocinética de FLX y NFLX y evaluar la influencia de

variables no genéticas y genéticas en el comportamiento cinético de este farmaco

y su relacion con la respuesta al tratamiento con FLX en pacientes mexicanos con

trastornos psiquiatricos.

2.1 Objetivos especificos

Validar un método analitico por cromatografia de liquidos acoplada a masas
(UPLC-MS/MS) para la cuantificacién simultanea de FLX y NFLX en plasma
sanguineo.

Implementar la metodologia para la determinacién de los polimorfismos con
fines de aplicacion en el estudio farmacogenético en pacientes en
tratamiento con FLX.

Evaluar la posible correlacién entre las variables genéticas, los niveles
plasmaticos del farmaco y su metabolito y la respuesta al tratamiento con
FLX.

Desarrollar y validar el modelo farmacocinético poblacional para FLX y NFLX
gue cuantifigue la influencia de variables antropométricas, clinicas,
genéticas y de comedicacién en su comportamiento cinético en pacientes

mexicanos con trastornos psiquiatricos.

3. MATERIAL Y METODOS

Este estudio se realiz6 en el area de consulta externa del Servicio de

Psiquiatria del Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto” (HCIMP) de San Luis

Potosi y el Instituto Temazcalli, en colaboracién con la Facultad de Ciencias
Quimicas (FCQ) de la Universidad Autbnoma de San Luis Potosi (UASLP) durante



el periodo de enero 2017 a enero 2021. Dicho proyecto se realiz6 bajo la aprobacion
del Comité de Etica en Investigacion y del Comité de Investigacién del HCIMP con
nimero de registro 46-17, bajo la aprobacion del Comité de Etica del Instituto
Temazcalli (registro: T-01-2020) y bajo la autorizacion del Comité de Etica en
Investigacion y Docencia de la FCQ (CEID) registrado con la clave CEID2018-06S.

3.1 Poblacién de estudio

Mediante un muestreo consecutivo no aleatorizado, se incluyeron al estudio
pacientes mexicanos mayores de 18 afios con diagndstico clinico de trastorno
mental, en terapia con FLX durante al menos 4 semanas. Los pacientes fueron
incorporados al estudio una vez que firmaron el consentimiento informado para su
participacion en el mismo. La informacion clinica de cada paciente se recopil6 a

partir su expediente clinico.

3.2 Obtencién de las muestras sanguineas y la determinacion de las
concentraciones plasmaticas de FLX y NFLX

El muestreo sanguineo de los pacientes se realiz6 al momento de asistir a
consulta en el Servicio de Psiquiatria del HCIMP. De cada paciente se obtuvo una
Gnica muestra sanguinea en un tubo de 4 mL EDTA Vacutainer®, al menos 4
semanas después de iniciar el tratamiento con FLX. Las muestras de sangre se
centrifugaron a 1300 rpm, durante 20 minutos a 4 °C para la obtencion del plasma,
el cual se almacen¢ a -80 °C hasta el momento de su analisis en el sistema UPLC-
MS/MS.

La metodologia reportada por Domingues y cols.® fue adaptada para la
cuantificacion en plasma de FLX y NFLX en UPLC-MS/MS. Para ello a 200 uL de
plasma se les adiciondé 400 pyL de acetonitriio grado masas que contenian 100
ng/mL del estandar interno indometacina. Esta mezcla se centrifugo a 14000 rpm
durante 20 minutos a 4°C, el sobrenadante se llevé a sequedad en un concentrador

de vacio (Vacufuge plus, Eppendorf®); el producto se reconstituyé con 100 uL de



fase movil (acetato de amonio 5 mmol / L que contenia 0.1% de acido formico y
acetonitrilo (60: 40 v/v)). Para realizar el analisis, se inyectaron 20 uL de la solucién
reconstituida en el sistema UPLC-MS/MS. Las concentraciones de FLX y NFLX en
plasma se determinaron en un sistema Acquity UPLC clase H acoplado a un
espectrometro de masas triple cuadrupolo Xevo-TQD equipado con una fuente de
ionizacion por electrospray (ESI) (Waters Corporation®, Milford, Massachusetts,
EE.UU.). La separacion cromatogréfica se realizo utilizando una columna Acquity
UPLC BEH C18 (2.1 x 50 mm, 1.7 ym) de Waters, a 40°C. La fase movil consistio
en solucion de acetato de amonio 5 mmol/L (acidificada con acido formico al 0.1%)
y acetonitrilo grado masas (60:40, vol/vol). El flujo de trabajo se establecié en modo
isocratico a 0.4 mL/min con un tiempo de corrida de 5.5 min. La espectrometria de
masas se trabajo en monitorizacion de reaccion multiple (MRM) con un modo ESI
positivo (ESI +). Los parametros de funcionamiento optimizados fueron: tensién
capilar de 0.8 kV; temperatura de desolvatacion de 500°C; flujo de gas de
desolvacién, 1000 L/h. Para la determinacién de FLX, el voltaje del cono fue de
24V, utilizando las transiciones m/z 310.16>43.9 para la cuantificacion y
310.16>148.02 para la deteccion con energias de colision de 10V y 8V,
respectivamente. Por su parte para NFLX el cono tuvo un voltaje de 18V, y las
transiciones m/z fueron 296.16<29.9 para la cuantificacién y 296.16<134 para la
identificacion, con energias de colision de 7V y 4V, respectivamente. Finalmente,
para la indometacina la transicién m/z utilizada fue 358.03>138.88 con 34V en el
cono y una energia de colision de 18V. El software MassLynx® v.4.2 de Waters
Corporation® se utilizé para la adquisicién y el procesamiento de datos. El método
bionalitico fue validado de acuerdo con la regulacion mexicana, NOM-177-SSA1-
2013 la cual es consistente con las guias de la FDA.

3.3 Genotipificacion
La informacion genética de los pacientes necesaria para realizar la

evaluacion de su posible asociacion con el comportamiento farmacocinético de FLX



y NFLX se obtuvo mediante la extraccion de ADN gendmico a partir de sangre
periféerica  (Wizard® Genomic DNA purification kit, Promega) en el cual se
determinaron los siguientes polimorfismos: CYP2C19*2 (rs4244285), CYP2C19*17
(rs12248560), CYP3A5*3 (rs776746), CYP2D6*4 (rs3892097), CYP2D6*10
(rs1065852) y ABCB1 (1045642). Esta determinacion se realiz6 mediante reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real, a través del dispositivo CFX®,

Bio-rad®, utilizando sondas TagMan® (Thermofisher scientific®).

3.4 Desarrollo y validacion del modelo farmacocinético poblacional

El modelo farmacocinético poblacional se desarroll6 utilizando el programa
NONMEM v.7.4 (Icon Development Solutions, Hanover, MD, USA) y Pearl- Speaks-
NONMEM v.2.9.9. La variabilidad interindividual (IIV) se estim6 en los parametros
farmacocinéticos de aclaramiento (CL) de FLX y NFLX. La eleccién del modelo
estructural mas adecuado para describir el comportamiento farmacocinético de FLX
se baso en la evaluacién de la funcién objetivo (OFV), la evaluacion gréafica de la
prediccién del modelo y la plausibilidad de los pardmetros. Los datos se analizaron
utilizando el método de estimacion de primer orden (FO) y se evaluaron un total de
32 covariables utilizando pruebas de razéon de verosimilitud con un nivel de
significancia de p<0.05 (AOFV > -3.84); y p<0.01 durante la eliminacién de la
variable (AOFV > +6.64).

El modelo farmacoestadistico final se evalu6 mediante la inspeccion visual
de las concentraciones observadas frente a las concentraciones predichas de la
poblaciéon (PRED) y las concentraciones predichas individuales (IPRED). La
validacion del modelo se realiz6 mediante la técnica de remuestreo bootstrap y

adicionalmente mediante la comprobacion predictiva visual (VPC).



3.5 Analisis de asociacion entre los puntajes de depresion y ansiedad,
parametros farmacocinéticos y factores farmacogenéticos de los pacientes

Durante la entrevista a los pacientes, se aplicaron Inventarios de Beck (21-
items) para evaluar los sintomas de depresion y ansiedad; los sintomas de
depresion se consideraron moderados a severos para una puntuacion 217,
mientras que los sintomas de ansiedad se consideraron moderados a severos para
una puntuacion = 22.

Los parametros farmacocinéticos individuales de CL y tiempo de vida media
(t%2) y volumen de distribucion (Vd) de FLX y NFLX obtenidos a partir del modelado
de efectos mixtos, las concentraciones plasmaticas de FLX y NFLX, asi como los
resultados del Inventario de Beck y los grupos metabolizadores de los pacientes
fueron analizados para evaluar las asociaciones entre ellos utilizando el software
SPSS® Statistical v.26 mediante el analisis de Spearman y la prueba U de Mann-
Whitney.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracteristicas de la poblacion de estudio

Para la realizacion de este estudio se obtuvieron muestras sanguineas de
un total de 110 pacientes en tratamiento con FLX. Los pacientes incluidos en la
construccion del modelo farmacocinético poblacional fueron 54.7% mujeres, con
edad promedio de 36.3 afios (desviacién estandar (sd) :18.43 afios), y peso
promedio de 67.2 Kg (sd:13.34 Kg).

4.2 Método analitico y concentraciones plasmaticas de FLX y NFLX

Se valido la técnica para cuantificacion simultanea de FLX 'y NFLX por UPLC-
MS/MS.

El método LC-MS/MS fue preciso y exacto de acuerdo a la normatividad
mexicana NOM-177-SSA1-2013.



El método analitico validado permiti6 la determinacion de las
concentraciones de FLX y NFLX en las muestras plasmaticas de los pacientes, en
las cuales se obtuvo una mediana de concentracion de FLX de 87.9 ng/mL (56.62-
131.12 ng/mL; rango intercuartilico (RIC)), y para NFLX de 84.1 (RIC: 55.32-114.3)
ng/mL. La sumatoria de FLX mas NFLX fue de 180.3 ng/mL (RIC: 118.76 — 243.73
ng/mL).

4.3 Genotipificacion

Los resultados del analisis genético revelaron que el 60.9 % de los pacientes
eran portadores del genotipo CYP3A5*3/*3 y son considerados como individuos no
expresores de CYP3A5, debido a que metabolizan algunos sustratos del CYP3A
con menor rapidez que los genotipos expresores del CYP3A5 (CYP3A5*1/*1 y
*1/*3). El 84.3% de los participantes fueron metabolizadores extensivos de CYP2D6
y el 67.2% fueron metabolizadores extensivos via CYP2C19. De la poblacion de
estudio 67.1% eran portadores del genotipo CC para ABCB1 C3435T.

4.4 Evaluacién de los puntajes de ansiedad y depresién

La evaluacion de las puntuaciones de depresion y ansiedad en pacientes a
través de los Inventarios de 21-items de Beck, mostré que el 12.5% de los pacientes
tenian niveles de moderados a graves de depresion, mientras que el restante 87.5%
tenia depresion intermitente o trastornos leves del estado de animo. Por otro lado,
el inventario de Beck indicé la presencia de niveles moderados a severos de
ansiedad en el 12% de los pacientes.

4.5 Analisis de asociacion

Los resultados de las asociaciones estadisticas realizadas mostraron que los
pacientes tuvieron diferentes niveles de ansiedad y depresion dependiendo de su
genotipo metabolizador.



4.6 Modelo farmacocinético poblacional de FLX y NFLX

El modelo farmacocinético final describe la farmacocinética de FLX y NFLX,
ademas de que permite la caracterizacion de la variabilidad interindividual de los
parametros farmacocinéticos de FLX y su metabolito.

La evaluacion del modelo poblacional mediante el analisis de VPC y la
validacion interna mostraron una capacidad predictiva satisfactoria del modelo final.

Los resultados de este estudio se describen a detalle en el articulo
“Population pharmacokinetics of fluoxetine and its metabolite norfluoxetine in
psychiatric adult patients” enviado para su publicacion a la revista European Journal

of Clinical Pharmacology.

5. CONCLUSIONES

Se desarroll6 un modelo farmacocinético poblacional para describir el
comportamiento de FLX y su metabolito NFLX en pacientes psiquiatricos adultos.
Los resultados obtenidos contribuyen a comprender las posibles causas de la
variabilidad en la respuesta al tratamiento farmacolégico con FLX en pacientes
mexicanos, asi como a avanzar en el conocimiento de la farmacocinética de este
farmaco y su metabolito con fines de optimizacién de la terapia en pacientes con

depresion o ansiedad.
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