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Resumen

Los estudios de la clozapina han mostrado que esta droga experimenta fotoreacciones ta-
les como la ruptura homolitica del enlace piperazinil-diazepina produciendo cuatro fotopro-
ductos. La abstraccion de hidrogeno por el estado excitado triplete o los radicales libres inter-
mediarios parecen ser el origen de la hemdlisis de las células rojas de la sangre fotosensibiliza-

das por clozapina. El ensayo de fotohemélisis ha sido usado, como una prueba de fototoxicidad
in vitro, para evidenciar la implicacion de los radicales libres en el dafio de la membrana celular
en el proceso de fotosensibilizacién de la piel por clozapina.
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Photodegradation and phototoxicity of the drug
clozapine

Abstract

Photochemical studies on clozapine have shown that this drug undergoes photoreactions
such as homolytic rupture of the piperazinil-diazepine bond producing four photoproducts.
Hydrogen abstraction by the triplet state or the intermediate free radicals appears to be the
cause of the red blood cells hemolysis photosensitized by clozapine. The photohemolysis assay
has been used, as an in vitro phototoxicity test, to evidence the involvement of radical-mediated
cellular membrane damage in the skin photosensitization by clozapine.

Key words: Clozapine; photochemistry; photodegradation; phototoxicity.

Introduccion comportamiento, de los cuales hemos toma-
do como novel estudio a uno de ellos, la dro-
ga antipsicoética clozapina (5-8). La finalidad
de este trabajo ha sido la de elucidar el me-
canismo de fototoxicidad inducida por dicho
medicamento, empleando para su logro los
ensayos fotoquimicos y de fototoxicidad in

vitro ya establecidos.

La fototoxicidad puede definirse como
una respuesta cutanea anormal que ocurre
como un resultado de la exposicién a la luz
ultravioleta (UV) o visible y esta asociada
con la presencia de un xenobiotico, que pue-
de estar presente en forma local en la piel o
sistémica en el cuerpo y que, de esta mane-

ra, actia como agente fotosensibilizante
(1-4). Existe un gran ntimero de farmacos de
estructuras diversas que presentan este
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Los resultados in vitro expuestos aqui
deben tener una alta correlacién con los
efectos fotobiolégicos observados en vivo y
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podria contribuir asi a solucionar los efectos
colaterales de este farmaco. Se quiere lograr
con esto, hacer un llamado a la reflexion a
médicos, farmacéuticos, empresarios pro-
ductores de farmacos y gerentes de tales in-
dustrias para que se realice un estudio mas
detallado de aquellos farmacos de consumo
masivo que de por si causan tantos efectos
adversos no deseables. Asi como también se
hace un llamado de alerta a los afectados, y
ala comunidad, que por ignorancia del tema
se expone a dichos riesgos.

Se estudia el farmaco de nombre co-
mercial LEPONEX (Laboratorios Sandoz)
cuyo principio activo es la clozapina (Figu-
ra 1) (8-cloro-11-(4-metil-1-piperazinil)-5H-
-dibenzo[b,e]{1,4]diazepina, 1), debido a los
estudios clinicos en donde se reportan las
reacciones adversas de fotosensibilizacion
en los pacientes a los cuales se les adminis-
tré el farmaco, ademas de los otros efectos
colaterales como la leucocitosis (sin expliéa—
cién), granulocitopenia, agranulocitosis,
reacciones cutaneas, y de muerte repentina
esporadica (9-11). La clozapina pertenece al
grupo de farmacos derivados de las benzo-
diazepinas, las cuales en general causan
reacciones de fotodermatitis, como ha sido
reportado en muchos estudios clinicos (12-
14). Ademas, la clozapina esta relacionada
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Figura1l. Estructura de la clozapina.

con efectos de fotosensibilidad en estos pa-
cientes. Este farmaco se describe como
agente antipsicotico, indicado especifica-
mente para el tratamiento de la esquizofre-
nia, en los pacientes que no responden a
neurolépticos clasicos o no los toleran (15-
18).

Nuestra atencion se centra sobre los
procesos fototéxicos, cuyo mecanismo im-
plica absorciéon de luz por el farmaco, para
llegar a un estado excitado, desde el cual
puede ocurrir lo siguiente: a) tranferencia
de energia a sustratos biolégicos, b) trans-
ferencia electronica, c) generacion de espe-
cies activas del oxigeno (oxigeno singlete,
anién radical superéxido, radicales hidro-
xilo, etc.), d} unién covalente a sustratos
biolégicos (proteinas), €) formacion de espe-
cies intermediarias de vida media corta (p.
ej. radicales libres) que interaccionan con
las células en su entorno, o la formacién de
fotoproductos estables toxicos. Se hizo una
evaluacién experimental de cada uno de es-
tos procesos como se describe mas adelan-
te. Elltimo (e) permite proponer un meca-
nismo para la formacion de fotoproductos,
implicando diferentes especies intermedia-
rias altamente reactivas, significativas con
relacion a toda la accién fototoxica del far-

maco.
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Materiales y Métodos

Tocoferol (vitamina E) y albumina hu-
mana fue obtenido de Sigma (St. Louis, MO,
USA), azida de sodio (NaNg), acido ascorbico
(vitamina C), butilato de hidroxianisol
(BHA), 1,4-diazabiciclo[2.2.2]octano (DAB-
CO), glutatién reducido (GSH), histidina,
2,5-dimetilfurano (2,5-DMF) y rosa de ben-
gala fueron obtenidos de Aldrich (Steinheim,
Germany). Muestras de sangre completa y
de puros eritrocitos aislados fueron obteni-
das frescas de la planta de plasma QUIM-
BIOTEC (IVIC). Todos los solventes analiti-
cos o de grado HPLC fueron obtenidos de
Merck (Darmstadt, Germany). Los analisis
espectroscopicos de rutina fueron realiza-
dos para 'H-NMR en un equipo Bruker As-
pect 3000, 300 MHz, FT IR en un Nicolet DX
V 5.07 y masas en un Carlo Erba/Kratos
MS25RFA.

Aislamiento del principio activo

La clozapina se extrajo del medicamen-
to comercial LEPONEX (laboratorios SAN-
DOQOZ), a través de un extractor soxlet em-
pleando como solvente acetona a 30°C, Lue-
go de agitar la mezcla por un tiempo de 24 h
para garantizar la total extraccion del prin-
cipio activo, se filtré una solucién amarillen-
ta y se evapor9 el solvente a presién reduci-
da. El so6lido amarillo residual fue pesado y
calculada su pureza utilizando una balanza
analitica y la técnica de espectroscopia 'H
NMR y espectrofotometria de UV-visible.

Ensayos fotoquimicos

Ensayos de fotodegradacion: La clo-
zapina se irradia bajo dos condiciones:

— Irradiacién en luz visible UV-A (320-
400 nm): Se irradia el principio activo
disuelto en una mezcla de diclorometa-
no-metanol (80:20) a temperatura am-
biente y en condiciones aerdbicas con
una lampara OSRAM HQL de 250W
con filtro envoltorio para UV-B por un
tiempo de 48 h. Esta mostr6 una salida
espectral entre 320-400 nm con un
maximo de 370 nm con una total irra-

dianciade 17 mW/ cmz, la cual fue me-
dida con un radiémetro digital UVX
luego de una hora de continua ilumina-
cién. El curso de la reaccion fue segui-
do mediante un equipo espectrofot6-
metro de UV-Visible MILTON ROY-
Spectronic 3000 array (Milton Roy
Company-USA).

— Irradiacién en UV-B (290-320 nm): La
clozapina se irradia a temperaturay en
condiciones aerébicas durante 72 h en
una mezcla de diclorometano-metanol
mediante un fotorreactor RAYONET
(modelo RPR-100, Southern New En-
gland Ultraviolet Company-USA) equi-
pado con 8 lamparas fosforescentes de
presion media con un maximo de emi-
sion de 300 nm (23 mW/cm2 de irra-
diancia). El curso de la fotodegradacion
se registro a diferentes tiempos de irra-
diacion mediante técnicas de espectro-
fotometria y cromatografia de capa
fina.

La distancia entre las fuentes de luz y
las celdas de irradiacién de cuarzo fue en
ambos casos de 10 cm.

Después de la irradiacion, el solvente
se evapora a presion reducida (12 torr) a
temperatura ambiente. Luego se prepararon
soluciones de clozapina sin irradiar y cloza-
pina irradiada de concentraciones molares
de 1x10‘3y 1x10™" utilizando como diluyente
una mezcla de diclorometano y metanol. Es-
tas soluciones fueron analizadas con un
equipo de HPLC (HPLC, Waters Delta Prep
4000) equipado con una columna analitica
de Porasil 125A usando MeOH/CH,Cl, en
gradiente como fase mévil a una velocidad
de flujo de 0.6 mL min’}, con registros a 230
y 280 nm.

Analogamente se prepararon solucio-
nes de clozapina no irradiada e irradiada
utilizando como diluyente metanol deutera-
do. Estas muestras fueron analizadas en
equipos de RMN 'H y cromatografia de gases
acoplado a un espectrofétometro de masas
(GC-Masa).
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Ensayo de generacion de oxigeno
singlete (' O o): Para verificar la posible ge-
neracién y reaccion de oxigeno singlete du-
rante la irradiacién de la clozapina (concen-
traciéon 1x10"! molar) con UV-A, esta fue
comparada con una solucidén control de:
Rosa de Bengala (eficiente sensibilizador y
generador de oxigeno singlete), metanol y
2,5 -dimetilfurano (2,5-DMF atrapador efi-
ciente de oxigeno singlete) y se burbujea oxi-
geno puro a la solucion durante el proceso
de irradiacién. Este proceso se sigui6é por
cromatografia de gases acoplado a un espec-
trofotometro de masas para ambas reaccio-
nes (19).

Separacion y caracterizacién
de los fotoproductos

Para separar los fotoproductos se utili-
z6 la técnica de cromatografia preparativa
en silica gel como fase estacionaria. La fase
moévil fue una solucion de CH,Cl,/MeOH
(80:20). La separacion de los fotoproductos
y su pureza fue seguida por HPLC bajo las
condiciones anteriormente mencionadas.

Los fotoproductos aislados fueron ana-
lizados por espectroscopia de IR, RMN y cro-
matografia de gases acoplada a un espectroé-
metro de masas.

Ensayos de fototoxicidad in vitro

Hemolisis de eritrocitos humanos
fotoinducida por el principio activo clo-
zapina: Para el experimento de fotohemoli-
sis se obtuvo una suspension de eritrocitos
(glébulos rojos}, a partir de la centrifugacién
de sangre humana completa previamente
lavados 3 veces con una solucién salina de
buffer fosfato (PBS) de pH 7,4. El sobrena-
dante se elimina para poder obtener los glé-
bulos rojos. Se prepararon soluciones de
glébulos rojos en PBS. Luego se procedio6 a
medir sus valores de absorbancia hasta ob-
tener una lectura entre 0,600 y 0,800 a
650 nm, esto con la finalidad de tener en so-
lucion una cantidad aproximada de 3,3 x
10° células/mL (20).

Se colocaron a irradiar en el rango co-
rrespondiente al UV-A tres muestras en cel-
das de cuarzo, las cuales estaban compues-
tas por:

— Muestra 1: sangre + PBS.

— Muestra 2: sangre + PBS + clozapina 1
x 103 M.

— Muestra 3: idéntica a la anterior pero
utilizada como control en la oscuridad.

Se preparan las mismas muestras 1y
2, y se colocan a irradiar en el rango de longi-
tud de onda correspondiente al UV-B.

Hemdlisis de eritrocitos humanos
fotoinducida por los fotoproductos de la
clozapina: Después de la irradiacién de una
solucion 1 x 10° M de clozapina bajo una
fuente de UV-B durante 48 h, una mezcla de
fotoproductos aislados de ella, fue utilizada
para ser evaluada mediante el ensayo de fo-
tohemolisis utilizando un procedimiento si-
milar al anteriormente descrito.

Hemdlisis de eritrocitos humanos
fotoinducida por la clozapina en presen-
cia de diferentes aditivos: Se realizé el
mismo procedimiento anterior pero ahora
en presencia de aditivos antioxidantes
como:

— Acido ascérbico (vitamina C) que fun-
ciona como antioxidante.

— Glutatiébn reducido (GSH), atrapador
de radicales libres.

- Azida de sodio(NaNg) atrapador de oxi-
geno singlete (log)

- 1,4 Diazabiciclo(2.2.2.)octano (DAB-
CIO) atrapador de oxigeno singlete
("O2).

—~ Tocoferol (vitamina E) atrapador de ra-
dicales libres.

Ademas, se prepararon muestras de
control en la oscuridad. Se procedi6 al anali-
sis espectrofotométrico de manera aniloga
al procedimiento anterior. Todos los experi-
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mentos fueron realizades 3 veces por sepa-
rado.

Fotodegradacion de la clozapina en
presencia de albamina humana: Se estu-
di6 la fotorreaccion de la clozapina 1 x 10™
molar en presencia de la albimina huma-
na de 1 x 10°° molar. Para ello se utilizé6 un
espectrofluoréometro RF-1501 SHIMADZU.
Se detectaron las longitudes de onda de
emision y excitacion de la albiimina (21).
Analogamente, se realizo la misma expe-
riencia pero, utilizando un control en la os-
curidad.

Resultados y Discusion

La fotodescomposicién de la clozapina
en metanol fue seguida mediante espectro-
fotometria de UV-Vis. La degradacién de
esta droga fue notablemente observada bajo
frradiacion UV-B (290-320 nm). Como se
muestra en la Figura 2 un decrecimiento
pronunciado de las bandas de maxima ab-
sorcion de 220, 235, 260 y 300 nm pudo ser
registrada a intervalos de irradiacién de
5 min. Por el contrario bajo irradiacion UV-A
(320-400 nm) la fotodegradaciéon fue muy
lenta, 78 h para una soluciéon similar.

La fotodegradacion bajo irradiacion
UV-B produjo 4 fotoproductos (Figura 3) ca-
racterizados a continuacion:

- Compuesto 2: (30% rendimiento).-L.R.
(KBr)v: 3000, 2900, 2820, 2780, 1550,
1420, 1000, 720. 'H RMN (CD3OD)
5: 3,42 (br.s, 1H, NH); 2,50 (t, J = 2 Hz,
4H, -CHz2); 2,35 (t, J = 2 Hz, 4H, -CHy);
2,13 (s, 3H, N-CH3s). MS m/z (%): 100
(M*, 22), 85 (10), 70 (100), 56 (12), 43
(24), 42 (20).

— Compuesto 3: (21%).-1.R. (KBr)v: 3400,
3048, 2850, 2810, 1600, 1300, 1220,
1180, 860, 748. ly RMN (CD3OD)
5: 8,06 (s, 1H, H-aromatico); 7,90 (d,
2H, H-aromatico); 7,82 (m, 1H, H-aro-
matico); 7,40 (d, 1H, H-aromatico);
7,32 (m 1H, H-aromatico); 7,20 (m, 1H,
H-aromatico); 3,78 (s, 3H, -OCHzj);
3,20 (br.s, 1H, -NH). MS m/z (%): 274
(M*, 30), 243 (60), 239 (100), 149 (14),
91 (25), 52 (8), 39 (6).

- Compuesto 4: (34%).-1.R. (KBr)v: 3400,
3350, 3050, 3000, 1549, 1290, 1200,
1190, 860, 745. 'H RMN (CD30OD)
8: 8,00 (s, 1H, H-aromatico); 7,92 (d,
2H, H-aromatico); 7,88 (m, 1H, H-aro-

ClozapineMe(H/1x10-21/U0-B

80—

20 255 ¥

Hanoneters

Figura 2. Fotodegradacion de clozapina monitoreado por espectrofotometria UV-Vis a intervalos de 5

min.
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Figura 3. Esquema de la fotodegradacion de la clozapina en UVB.

matico); 7,38 (d, 1H, H-aromatico);
7,30 (m 1H, H-aromatico); 7,15 (m, 1H,
H-aromatico); 3,50 (s, 3H, -CH32); 3,16
(br.s, 1H, -NH); 3,02 (br.s, 1H, -OH).
MSm/z(%): 258 (M*, 38), 227 (42), 223
(100}, 136 (23), 91 (12}, 51 (23). 42 (10),
39 (6).

— Compuesto 5: (15%).-1.R. (KBr)v: 3480,
3200, 2910, 2826, 2784, 1412, 1080,
712. 'H RMN (CDsOD) &: 3,20 (br.s,
1H, N-OH); 2,56 (t, J = 2 Hz, 4H, -CHa):
2,35 (t, J= 2 Hz, 4H, -CH2); 2,12 (s, 3H,
N-CHs). MS m/z (%): 117 (M*, 6), 102
(15), 100 (23}, 99 (12), 70 (100), 56 (18),
42 (21).

La foto6lisis de la clozapina no mostré la
generaciéon de oxigeno singlete. Asi fue evi-
denciado en la irradiacién de esta droga en
presencia de 2,5-DMF y su comparaciéon en
presencia de Rosa de Bengala (excelente ge-
nerador de oxigeno singlete) usado como
muestra control (22).

Los efectos fototéxicos de la clozapina
fueron estudiados mediante las pruebas de
fotohemolisis en eritrocitos humanos. Los
resultados mostrados en la Figura 4 son re-
presentacién final del promedio de tres ex-
perimentos realizados por separado para

cada registro de datos. El efecto fotohemoli-
tico fue pronunciado entre 6 y 8 min (80-
90% de hemsdlisis) de irradiacién de los eri-
trocitos en presencia de clozapina. Las
muestras en la oscuridad o irradiadas en
ausencia de la droga no mostraron este efec-
to hemolitico. Para determinar el mecanis-
mo de fotohemélisis inducido por la clozapi-
na, las muestras fueron irradiadas en pre-
sencia de desactivadores de oxigeno singlete
(102 quenchers) como azida de sodio y DAB-
CO (22-24). La adicion de estos activadores
no mostré ningun efecto de proteccién con-
tra el proceso de fotohemsélisis inducido por
la clozapina, mostrando un similar compor-
tamiento que sin ellos. Por el contrario en
presencia de antioxidantes atrapadores se-
lectivos de radicales libres como el glutation
reducido (GSH) y la vitamina E (tocoferol)
hubo un detenimiento de este proceso (Figu-
ra 4). El efecto de fotohemélisis producido
por la clozapina sobre los eritrocitos fue de-
tenido en un 60 a 70% respectivamente. La
adicién de vitamina C como antioxidante fue
también relevante, siendo su efecto de pro-
teccion ante este proceso de un 60%.

En ensayos similares los fotoproductos
aislados no mostraron ninguan efecto fotohe-
molitico sobre los eritrocitos humanos.
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Figura4. Esquema de fotohemolisis de glébulos rojos (GR) en presencia de clozapina (1) irradiados en
presencia y ausencia de aditivos antioxidantes.

Los ensayos de la fotélisis de la clozapi-
na realizados en presencia de albumina hu-
mana no mostraron ningun efecto de aco-
plamiento covalente hacia esta proteina. Un
cambio esperado en las bandas de emision
en los espectros de fluorescencia de las
muestras no fue observado luego de irradia-
cién con luz UV-A o UV-B.

Conclusiones

La clozapina resulté ser fotolabil a las
radiaciones UV-B y UV-A. Se identificaron
los fotoproductos por medio de las técnicas
espectroscopicas de RMN y gases-masa. Se
propuso un mecanismo de fot6lisis derivado
del rompimiento del enlace entre los grupos
piperazinil- y dibenzodiazepina. con poste-
rior abstracciéon de Hy OH del solvente para
estabilizar los radicales intermediarios for-
mados.

La clozapina resulté ser fototoxica, ya
que acelera la hemdlisis de los eritrocitos
(glébulos rojos) bajo irradiacién UV-B. La
clozapina actiia como un agente endogeno
promoviendo el dafio de las membranas de
los glébulos rojos. No existe evidencia de for-
macion de oxigeno singlete, esto indica, que

muy probablemente el mecanismo de reac-
cion del proceso fototéxico es via radicales li-
bres. Los desactivadores selectivos de oxige-
no singlete, como azida de sodio o DABCO
no tuvieron ninguna influencia en el proceso
fotohemolitico. Ademas, se pudo corroborar
mediante los ensayos de fotohemélisis lleva-
dos a cabo en presencia de antioxidantes se-
lectivos atrapadores de radicales libre, como
glutation reducido y vitamina E (tocoferol),
en donde este proceso fue detenido casi en
su totalidad.

La Figura 5 esquematiza los procesos
alternos de acciéon fototoxica de una droga
fotosensibilizante sobre un medio biolégico.
En el caso de la clozapina s6lo una via (la de
radicales libres) pudo ser comprobada.

Por medio de las técnicas de fluores-
cencia se comprobd que la clozapina no es
capaz de formar una unién covalente a la al-
bumina humana, lo que indica que no po-
dria producir una especie de hapteno o com-
plejo antigeno-anticuerpo y asi inducir a po-
sibles respuestas inmunitarias de tipo fo-
toalérgica. Nuevos estudios se estan desa-
rrollando sobre otro tipo de células como
son los linfocitos y los neutroéfilos. Estos es-
tudios se estan completando y asi utilizar
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Prod:

S

Clox,_, + ¢

Figura5. Esquema de los posibles mecanismos de fotodegradacién de la droga clozapina (Cloz).

esta util informaciéon para conseguir una
formulacién adecuada, mejorando el disefo
del farmaco, localizando la subestructura
responsable de la fototoxicidad e introdu-
ciendo modificaciones a este nivel.

El estudio fotoquimico de farmacos
permite evaluar su riesgo fotobiologico y,
combinado con determinaciones toxicologi-
cas in vitro, contribuye al establecimiento
de las bases moleculares de la fototoxicidad
(25-26). Estos resultados son de mucho in-
terés en la comunidad (consumidores y pa-
cientes clinicos), garantizandole su protec-
cion y seguridad mediante el control de la
comercializacion de nuevos farmacos. Al
mismo tiempo tiene el interés de reducir la
experimentaciéon animal, validandose como
método alternativos a esta experimenta-
cion (27).
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