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Determinacion del curso temporal de fluoxetina y norfluoxetina
en perros Pastor Aleman y Akita Inu

Temporary course of fluoxetine and norfluoxetine in German
Shepherd and Akita Inu dogs

Christian Tapia A.'?, Elizabeth Tapia T.?, Nicol Millahueque S.', Carolina Rios P.2,
Gonzalo Chavez C."*

RESUMEN

Se evaluo la farmacocinética de la fluoxetina en dos razas de perros filogenéticamente
distantes. Para lograrlo, se puso a punto y validé el método de cuantificacion donde se
calculo el promedio, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion (CV) para cada
punto. Los valores del CV fueron del orden del 2%. El limite de deteccion fue de 3.36 ng/ml
y correspondié a tres veces la sefial ruido de la muestra blanco. El limite de cuantificacion
(LOQ) fue de 10.53 ng/ml. El analisis cromatografico indico que a las dos horas de la
administracion se alcanzaron las maximas concentraciones de fluoxetina (Akika Inu:
41.8+0.6 ng/ml; Pastor Aleman: 45.3+1.4.0 ng/ml), mientras que las concentraciones mini-
mas se alcanzaron a las 80 horas (Akika Inu: 3.9+0.1 ng/ml; Pastor Aleman: 3.9+0.1 ng/ml).
Solo se encontro diferencia significativa entre razas en los valores alcanzados a las 2 h
pos-administracion (p<0.05). Se puede presumir que, debido a las diferencias en la curva
temporal, el manejo farmacologico podria ser diferente entre razas filogenéticamente
diferentes.
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The pharmacokinetics of fluoxetine were evaluated in two phylogenetically distant
dog breeds. The quantification method was fine-tuned and validated through the mean,
standard deviation and coefficient of variation (CV) for each sampling point. The CV
values were around 2%. The detection limit was 3.36 ng/ml and corresponded to three
times the signal noise of the blank sample. The limit of quantification (LOQ) was 10.53 ng/
ml. The chromatographic analysis indicated that the maximum concentrations of fluoxetine
were reached at two hours post-administration (Akika Inu: 41.8 £ 0.6 ng/ml; German
Shepherd: 45.3 & 1.4.0 ng/ml), while the minimum concentrations were reached at 80 hours
(Akika Inu: 3.9 + 0.1 ng/ml; German Shepherd: 3.9 + 0.1 ng/ml). A significant difference
between breeds was only found in the values reached at 2 h post-administration (p<0.05).
Results may indicate that due to the differences in the time curve, drug management
might be different between phylogenetically different breeds.
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INTRODUCCION

La fluoxetina es un potente inhibidor
selectivo de la recaptura de serotonina (ISRS)
que acttia en el SNC, ampliamente utilizada
en humanos, entre otros, para tratar depre-
sion y trastorno obsesivo convulsivo (TOC)
(Gram, 1994). Su empleo en perros se en-
cuentra ampliamente documentado para el
tratamiento de diversos tipos de agresividad,
miedo y TOC (Fleischer et al., 2008). Esta
droga se metaboliza, principalmente, por N-
desmetilacion, dando lugar a la formacion de
norfluoxetina, metabolito que tiene mayor vida
mediay similar potencia que la fluoxetina (von
Moltke et al., 1997). Esta metabolizacion se
lleva a cabo a través de diversas isoenzimas
del citocromo P450 (CYP450), siendo tam-
bién capaz de inhibir su propia actividad. Es-
tas caracteristicas permiten asumir que la dis-
posicion de la droga y su metabolismo
estereoselectivo estan asociadas con diferen-
tes respuestas, dependiendo de los polimor-
fismos que presenten las isoenzimas invo-
lucradas.

Diversos estudios han mostrado que las
isoenzimas CYP2C9 y CYP2C19 juegan un
importante rol en la N-desmetilacion de la
fluoxetina (Liu ef al., 2001ab). A pesar del
aumento en investigacion sobre farmaco-
genética en humanos, existe una limitada in-
vestigacidn a este respecto en animales; no
obstante, se han reportado diferencias racia-
les dentro de algunas especies domésticas
como respuesta a sustancias exdgenas y
endogenas (Fleischer ef al., 2008).

Teniendo en cuenta la importancia de
conocer la correlacion entre las caracteristi-
cas fenotipicas, genéticas y la respuesta a
medicamentos, la Animal Pharmaceutics
and Technology Focus Group de la
American Association of Pharmaceutical
Scientists (AAPS — www.aps.org), viene
realizando trabajos sobre la fisiologia y el
metabolismo de distintas razas que podrian
influir tanto en el uso de perros como en mo-
delos animales, asi como en el desarrollo de
drogas para su uso en ellos.
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De acuerdo con los antecedentes que
evidencian la gran diversidad genética exis-
tente, no es sorprendente que haya diferen-
cias metabolicas y fisiologicas que puedan
influir no solo en la propension a ciertas en-
fermedades, sino ademas, en la farmaco-
cinética de diversas drogas y, por ende, en su
respuesta farmacologica (Egenvall et al.,
2000; Parker et al., 2007). Teniendo presen-
te que se ha logrado establecer el mapa
gendmico para un numero importante de ra-
zas (Ostrander y Wayne, 2005; Parker y
Ostrander, 2005), junto con la evidencia de
que las diferencias metabolicas entre razas
afectarian la farmacocinética y farmaco-
dinamia de las drogas, es prudente pensar que
en el caso de la fluoxetina, la velocidad de
absorcion, el curso temporal de la concentra-
cion plasmatica y, por ende, su biodisponi-
bilidad, deberian mostrar diferencias al ser
administrada entre razas de perro. Por lo tan-
to, el objetivo de este trabajo fue investigar
posibles diferencias en el curso temporal de
la fluoxetina entre dos razas de perros
filogenéticamente distantes entre ellas, Akita
inu y Pastor aleman.

MATERIALES Y METODOS

Ubicaciéon y Animales

El estudio se desarroll6 en la ciudad de
Viiia del Mar, Region de Valparaiso, Chile,
entre los afios 2017 y 2019.

Como criterios de inclusion se conside-
raron a perros de las razas Akita inu y Pastor
aleman, machos y hembras, entre 1 y 4 afios
de edad, intactos o castrados, con apropiada
funcionalidad hepatica y renal, alimentados
con extruido que cumpliera con los requeri-
mientos de la Asociacion de Oficiales Ame-
ricanos Controladores de Alimentos (AAFCO
—por su sigla en inglés), ajustados al estandar
de la raza de acuerdo a lo dispuesto por la
Federacion Cinologica Internacional (FCI), y
con certificado de inscripcion del Kennel Club
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de Chile. Ademas, no debian presentar tras-
tornos de conducta, condicion que debia ser
evaluada por un médico veterinario especia-
lizado en etologia clinica. Fueron excluidos
del estudio perros que estuvieran recibiendo
tratamiento farmacologico, que presentaran
enfermedad renal o hepatica, aguda o croni-
ca, enfermedad digestiva, epilépticos,
cardiopatas, diabéticos, con problemas de
nutricion, dislipidemia, hipercatabdlicos o con
secuelas de una infeccion masiva, alérgicos
al principio activo considerado en este estu-
dio y hembras en celo.

Consideraciones Eticas

Una vez seleccionado el paciente, se
sostuvo una entrevista presencial con el tutor
responsable del perro, para invitarlo a parti-
cipar de la investigacion. Se le solicito la fir-
ma de un consentimiento informado, docu-
mento ajustado a las recomendaciones de la
Comision Nacional de Investigacion Cientifi-
ca y Tecnologica de Chile (CONICYT). Se
consideraron, ademas, las indicaciones de la
Ley 20.380 sobre proteccion de los animales
(Ley 20.380, 2009). Asimismo, ¢l proyecto
fue aprobado por el Comité de Etica Cientifi-
co Institucional, de la Universidad Santo To-
mas (CEC — UST 05/2017).

Procedimiento

En una fase inicial y con base a los cri-
terios indicados, se seleccionaron 10 perros
Akita inu y 10 Pastor aleman. El tamafio de
la muestra se determin6 de acuerdo con las
recomendaciones de la Food and Drug
Administration (FDA, 2016) sobre estudios
de bioequivalencia, donde se plantea que para
que un estudio sea aceptado internacio-
nalmente se requiere de un minimo de seis
individuos. Sin embargo, considerando la po-
sibilidad de que durante el estudio ocurrieran
bajas por muerte, enfermedad o retiro volun-
tario de la investigacion por parte del tutor
del perro, se incluyeron 10 individuos por cada

grupo.
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A cada perro se le realiz6 hemograma
(hematocrito, recuento de eritrocitos, medicion
de hemoglobina, indices de Wintrobe, recuento
de reticulocitos [en caso de anemia], recuento
de plaquetas y estudio microscopico de frotis),
perfil bioquimico (proteinas totales, albtimina,
creatinina, nitrégeno ureico en sangre [NUS],
glucosa, fosfatasa alcalina [FA], alanina
transaminasa [ALT], aspartato aminotrans-
ferasa [AST], gamma-glutamil transpeptidasa
[GGT], bilirrubina total, bilirrubina indirecta,
bilirrubina directa, Ca y P) y perfil lipidico
(colesterol, triglicéridos, -lipoproteinas de alta
densidad [HDL] y -lipoproteinas de baja densi-
dad [LDH]). Las muestras fueron analizadas
en un contador hematoldgico HumanCount 30™S
y en un analizador bioquimico automatizado
Landwind LW C100.

En la segunda fase, una vez comproba-
da la elegibilidad de los perros, se indicé un
ayuno de 12 horas pre-administracion de
fluoxetina (Prozac®) y de 6 horas pos-admi-
nistracion, a razoén de 1 mg/kg via oral en dosis
unica (DL50 en perros — 100 mg/kg). Poste-
riormente, se tomaron muestras de sangre en
tubos sin anticoagulante al tiempo O (previo a
la medicacion) y 1, 2, 3, 6, 12, 24, 48 y 80
horas pos-administracion. Las primeras siete
muestras (0-24 horas) se obtuvieron con el
paciente internado en el Hospital Escuela y
las dos tltimas en el domicilio de los pacien-
tes. Las muestras fueron centrifugadas a 1800
g en centrifuga refrigerada, el plasma san-
guineo fue almacenado a -20 °C hasta efec-
tuar las determinaciones mediante
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC).

Ffluoxetina y Norfluoxetina

Se realizo la prueba de aptitud del siste-
ma HPLC en el Laboratorio de Ciencias Far-
macéuticas de la Escuela de Quimica y Far-
macia de la Universidad Andrés Bello, Vifia
del Mar, Chile. Los parametros para evaluar,
luego del analisis de una solucion estandar en
quintuplicado, fueron: tiempo de retencion,
factor de capacidad, platos teoricos, factor
de asimetria y resolucion.

Los estandares primarios de fluoxetina
y norfluoxetina fueron adquiridos a Sigma®
(USA). Las soluciones se prepararon en agua
calidad Milli-Q. Las soluciones stock de las
drogas y sus metabolitos fueron preparadas
en metanol calidad HPLC, almacenadas a -
20 °Cy utilizadas en un plazo no mayor a un
mes de su preparacion.

Se utilizé un equipo HPLC Shimadzu
(UFLC Prominence LC-20), con unidad
desgasificadora (DGU-20 A 5R), unidad de
entrega de solvente (LC-20AD), unidad de
autosampler (SIL-20AC HT), horno (CTO-
20AC), lectores (SPD-20 AV /UV VIS de-
tector y RID-10A / refractive index
detection) y comunication bus module
(CBM). La fase mévil utilizada fue la mezcla
de acetonitrilo, agua y trietilamina en una pro-
porcion 480:500:20, ajustada a pH 4.7 con
acido fosforico. Los analisis se realizaron en
el laboratorio BioTecnos®, laboratorio aso-
ciado al Centro de Innovacion de la Pontificia
Universidad Catolica de Valparaiso, Chile. To-
das las muestras se analizaron por triplicado.

Disoluciones de trabajo

A partir de una disolucion patron de
1 mg/ml para cada compuesto, se prepara-
ron soluciones de trabajo a concentraciones
de 100 pg/ml en metanol. Estas fueron utili-
zadas para la elaboracion diaria de las disolu-
ciones necesarias para cubrir el rango de con-
centraciones estudiado.

Preparacion de muestras de plasma

Para cada muestra de sangre se utilizo
una alicuota de 1 ml, a la que se adicion6 80
ul de clomipramina (1 mg/l) como estandar
interno. Se mezclaron durante 3 min con
vortex, con 4 ml de solucion acetonitrilo al
20% y se llevo a 10 ml con acetonitrilo
(100%). La mezcla fue centrifugada a 1000
g durante 15 min y filtrada a través de filtros
Milli-pore de 0.45 pm.
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Validacion de la técnica analitica

De acuerdo con las directrices de la
FDA, se estudio la linealidad, repetibilidad y
reproducibilidad, rendimiento, limite de
cuantificacion y supresion ionica (FDA, 2014).
Se utilizo el programa estadistico R-studio
para determinar el system suitability test y
la linealidad del sistema.

Validacion del Método Analitico

- Especificidad. Se realizaron pruebas
cromatograficas para mostrar que los
tiempos de retencion del analito de inte-
rés no presentaba interferencias con las
sefiales endogenas del plasma.

- Linealidad. El rango de concentracio-
nes de fluoxetina trabajado fue entre 10
y 300 ng/ml.

- Exactitud y precision. Se obtuvo reali-
zando una cuantificacion del analito en
plasma fortificado con fluoxetina y
clomipramina en concentraciones cono-
cidas. La relacion de area se ingresd en
la curva de calibracion para obtener un
valor para concentracion. Este valor se
compar6 con el valor real de concentra-
cion. La medicion se realizo por triplica-
do y en tres niveles de concentracion
(bajo, medio y alto). Para determinar la
precision del método se calculo el pro-
medio, desviacion estandar (DE) y co-
eficiente de variacion (CV) para cada
punto.

- Limite de cuantificacion (LOQ). Me-
nor punto del rango de concentracion uti-
lizado para establecer la linealidad del
método si la precision del LOQ es me-
nor al 20% y la exactitud se encuentra
dentro de un rango de £20%.

- Recuperacion del proceso de extrac-
cion. Serealizo cuantificacion del analito
en plasma y solucion stock en concen-
traciones conocidas. Las muestras de
plasma se sometieron al proceso de ex-
traccion descrito para el método. La
medicion se realizo por triplicado y en
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tres niveles de concentracion (bajo, me-
dio y alto). Se compar6 la relacion de
area obtenida en las muestras de plas-
ma respecto a las obtenidas en las mues-
tras soluciones stock.

- Limite de deteccion. Menor cantidad de
analito en una muestra que puede ser
detectada, pero no necesariamente cuan-
tificada con exactitud.

RESULTADOS Y DISCUSION

Validacion del Método Analitico

- Linealidad. Se encontr6 una alta correla-
cién entre las razones de area de los picos
de fluoxetina y clomipramina (Cuadro 1).

- Exactitud y precision. Los valores del
coeficiente de variacion fueron del or-
den del 2%.

- Limite de cuantificacion. E1 LOQ fue
de 10.53 ng/ml.

- Recuperacion del proceso de extrac-
cion. Los valores obtenidos para el por-
centaje de recuperacion fueron, en pro-
medio, de 75%.

- Limite de deteccion. Se alcanzd a los
3.36 ng/ml.

Analisis Sanguineos

Se observaron diferencias significativas en
14 analitos (45.2%). En el hemograma, 72.7%
de los analitos presentaron diferencias signifi-
cativas entre razas (hemoglobina, hematocrito,
VCM, CHCM, leucocitos, neutrofilos,
monocitos y eosinofilos) (Cuadro 2); en el per-
filbioquimico, ocurri6 en el 31.2% de los analitos
(globulina, relacion albumina /globulina, NUS y
Ca) (Cuadro 3) y en el perfil lipidico solo se
observo en el LDL (Cuadro 4).

Los resultados reafirman la necesidad
de desarrollar una linea de investigacion res-
pecto de los fenotipos bioquimicos para las
diferentes razas de perro, ya que estas dife-
rencias permiten presumir posibles diferen-
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Cuadro 1. Coeficiente de regresion lineal entre fluoxetina y clomipramina,
concentraciones de fluoxetina entre 10 y 300 ng/ml

Concentracion Area fluoxetina Area clomipramina RA
(ng/ml) (mAU) (mAU)
10 467,709 45,383,457 0.010
50 3,453,745.333 42,721,672.33 0.081
100 6,650,663 44,102,003.33 0.151
150 10,242,587.67 45,023,737.33 0.227
200 13,101,630.67 44,054,081 0.297
250 16,593,985.33 43,748,307 0.379
300 20,381,481.33 44,803,477.67 0.455

Los resultados muestran una alta correlacion entre las razones de area de los picos de
fluoxetina y clomipramina (estandar interno), como lo demuestra el coeficiente de
regresion lineal obtenido: r=0.9995

Cuadro 2.Resultados del hemograma en perros de las razas Pastor Aleman y Akita inu

Pastor aleman Akita inu Valor!
Prom + DE Min — Max Prom + DE Min — P referencial
Max
Eritrocitos, 6.98 +0.44 6.27-7.63 6.67+0.78 5.56-835 030 4.95-7.87
x10%/ul
Hemoglobina, 15.77 £ 1.31 13.4-18.15 12.88 + 11.4-15.2 <0.01 12-19
g/dl 1.147
Hematocrito, 47-39 +3.51 41.2-53.36 36.98+4.69 27.6-44.7 <0.01 37-57
%
VCM, fL 67.9+1.94 65-71 43.59 + 13-61.2 <0.01 60-77
21.22
CHCM, g/dl  33.25+0.66 32.4-34 339+0.09 33.8-34 <0.01 32-36.3
Leucocitos, ul 15,377 11,790— 9,668 6,520- <0.01 5,000-
+ 3,354 22,780 +2,027 12,810 14,000
Neutroéfilos 8,088 5,940- 5,712 3,260-  0.01 3,000-
Sfigmentados, + 1,882 12,629 + 1,833 8,967 12,000
u
Linfocitos, ul 4,024 +1,932 1,919-7,289 3,071+946 2,005- 0.18  400-2,900
4,848
Monocitos, ul 1,074 £+ 523 153-1,645 292 + 163 81-692 <0.01 100-1,400
Eosindfilos, 1,862+ 1,243  685-5,011 509+492  0-1,271 <0.01 100-1,300
ul
Plaquetas. 315.5+120.3 105-546 288.3 +83.1 209-461 0.56 200-600
103/ul

VCM: volumen corpuscular medio; CHCM: concentracién de hemoglobina corpuscular media
! Latimer (2011)
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Cuadro 3. Resultados del perfil bioquimico en perros de las razas Pastor Aleman y

Akita inu
Pastor aleman Akita inu Valor!
Prom+DE Min—Max Prom+DE Min— Max p referencial

g/r(‘l’ltema ol o e14065 6183 6274060 5070 006 73
Albumina, g/dL 3294034  2.7-38  3.64+0.27 3.1-4  0.02 2331
Globulinas, g/dl 3.52+0.79  2.7-5.6  2.63+040  19-3.1 <0.01 2.7-4.4
g/zlf‘“on AG 0981023 048133 1414019 121-1.76 <001 0611
Creatinina, 1104026 0515  114+015 0913 o068 14
mg/dl
NUS, mg/dl 2234+ 7.01 13-38  14.10+3.00 10.0-18 <0.01  8-28
Bilirrubina 0374010 021-049 026011 0104 090 103
total, g/dl
Bilirrubina 0.14+008 006032 0094004 003013 006 03
directa, mg/dl
Bilirrubina 0234012 008043 0184007 007027 025 003
indirecta, mg/dl
FA, U/L 118.8449.92 58213  115.9+47.1 72212 090 20-155
ALT, U/l 4350+ 1439 2274 563+22.05 27-110 0.4  10-109
AST U/l 3070+ 638 22-39 35+ 11.50 22-52 031 1337
GGT, U/l 6.06 + 2.08 1889  527+091  3.9-66 029  5-25
Glucosa, mg/dl 74+ 16.15 44-102  83.50+10.14  66-99  0.13  75-120
Calcio, mg/dl 9124124  72-109 10.19+£0.99 85-11.9 004  9.1-12
Fosforo, mg/dl 4.7 +0.85 3659  426+062 3354 020 29-7.9

Relacién A/G: relacion albumina /globulina; NUS: nitrégeno ureico en sangre; FA: fosfatasa
alcalina; ALT: alanina transaminasa; AST: aspartato aminotransferasa; GGT: gamma-glutamil

transpeptidasa
! Latimer (2011)

cias en la farmacogenética. Estas divergen-
cias interraciales coinciden con lo postulado
por Infante et al. (2015), quienes explican
que puede haber casos de no homogeneidad
genética dentro del mismo grupo racial debi-
do a los polimorfismos genéticos. Si se to-
man en cuenta estas diferencias, seria un paso
mas en los avances de la medicina veterina-
ria, considerando la evidencia de estudios que
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consideran diferencias entre razas, edad,
sexo, estado reproductivo y tamafio del ani-
mal (Sharkey et al., 2009; Rosset et al., 2012;
Lawrence et al., 2013; Brenten et al., 2016;
Chang et al., 2016).

Tal y como lo plantean Lavoué et al.
(2013), hay razas que se beneficiarian con
intervalos de referencia especificos. Un ejem-
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Cuadro 4. Resultados del perfil lipidico en perros de las razas Pastor Aleman y Akita

mu
Pastor aleman Akita inu Valor!
Prom+ DE Min—Max Prom+DE Min— Max referencial
g‘;l/zslteml otal, 5 061576 165339 2214436 173292 025 130278
HDL, mg/dl  164.87 £43.36 106-238  161.4+33.8 117221  0.84  89-149
LDL, mg/dl  69.47+2471  35-112 4720+12.80 3371  0.02  20-60
;/rfhce“dos’ 6094273  34-124 657042793 35125 070 0109

HDL: lipoproteinas de alta densidad; LDL: lipoproteinas de baja densidad

! Latimer (2011)

Cuadro 5. Concentraciones plasmaticas de fluoxetina (promedio + DE, ng/ml) por

raza de perros

Horas Akita inu Pastor aleman p
0 0 0 0
1 14.1+0.1 129 +0.1 0.09
2 41.8+0.6 453+14 0.03
3 123+1.0 11.9+0.9 0.77
6 9.3+0.1 9.8+0.3 0.14
12 7.9+0.1 8.0+0.3 0.59
24 6.7+0.3 7.5+£0.2 0.01
48 5.8+0.3 53+0.2 0.30
80 39+0.1 39+0.1 0.91

La concentracion maxima se observo a las 2 horas y la minima a las 80 horas

plo es el Akita inu y la microcitosis marcada
observada en el estudio. Segun Rizzi et al.
(2010), de no conocerse las caracteristicas
bioquimicas de cada raza, los médicos vete-
rinarios podrian realizar tratamientos
farmacologicos para contrarrestar una ano-
malia que realmente no es tal. Otro ejemplo

podria ser la monocitosis y eosinofilia en el
40y 60% de los pastores alemanes, respecti-
vamente, encontrados en el estudio, lo que
sugeriria una caracteristica de la raza, toman-
do en cuenta que la totalidad de los perros
muestreados se encontraban clinicamente
sanos al momento del estudio.
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Figura 1. Curva concentracion promedio de fluoxetina versus tiempo

Analisis Cromatografico

De los 20 perros incluidos en el estudio,
solo 12 llegaron al final de la segunda etapa
de lainvestigaciony 11 la concluyeron satis-
factoriamente. A través de analisis de los re-
sultados analiticos de las concentraciones
plasmaticas de fluoxetina por raza y por indi-
viduo se construyo la curva promedio de con-
centraciones plasmaticas de fluoxetina ver-
sus el tiempo transcurrido desde la adminis-
tracion del farmaco hasta las 80 horas.

Las concentraciones maximas se obtu-
vieron a las 2 horas en ambas razas (Cuadro
5, Figura 1), habiendo diferencia significativa
entre razas (p<0.05). Este resultando es re-
levante, dado que, en la practica clinica, las
posologias son definidas indistintamente de
la raza en la practica clinica. De otra parte,
considerando el limite de deteccidon y de
cuantificacion del método, las concentracio-
nes minimas se observaron a las 80 horas en
ambas razas.
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CONCLUSIONES

*  Se puede presumir que, debido a las di-
ferencias en la curva temporal de fluoxe-
tina, el manejo farmacoléogico deberia ser
diferente entre razas filogenéticamente
diferentes.

*  Anpartir de los resultados observados, se
deberia prestar atencion a la necesidad
de actualizar los intervalos de referen-
cia establecidos para la especie canina,
especialmente, en grupos filogenéticos de
razas de perros.
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