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Resumen

La administracion oral de doxiciclina para el tratamiento de ehr-
lichiosis canina monocitica (ECM) puede generar multiples efectos
adversos en caninos. Los beneficios de la liberacion controlada de
farmacos incluyen el mantenimiento de la concentracion sérica
del farmaco a un nivel terapéutico éptimo durante un intervalo
de tiempo prolongado y, por consiguiente, una posible mejora
del cumplimiento de la administracion de farmacos. En el caso
de formulaciones de liberacion controlada es necesario realizar
ensayos in vitro (Celdas de Franz), asi como también in vivo (es-
tudios farmacocinéticos) para analizar su comportamiento. La
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absorcion, distribucién y eliminacion de la doxiciclina dependen de multiples
factores. Se han utilizado varios métodos para determinar concentraciones
de doxiciclina en tejidos bioldgicos que incluyen técnicas microbiologicas,
fluorimétricas, cromatografia gas-liquido, cromatografia en capa delgada,
técnicas de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), técnicas espec-
trofotométricas de masas y electroforesis capilar. Sin embargo, la técnica
con HPLC es una de las mas usadas ya que tiene una alta sensibilidad, espe-
cificidad y velocidad de deteccion.

Palabras clave: Tetraciclinas, ehrlichiosis monocitica canina, HPLC, liberacion
controlada de medicamentos, doxiciclina.

Introduccion

Las tetraciclinas han sido utilizadas ampliamente desde su descubrimiento en
1953 cuando fue comercializada por primera vez por Laboratorios Lederle®.
Durante muchos afos, la tetraciclina fue la primera opcion en el tratamiento
sistémico del acné en pacientes humanos (1). Con el tiempo las dificultades
que representaba la ingesta de 4 dosis al dia, y la necesidad de tomarla en
ayunas para que cumpliera un buen efecto bacteriostatico, llevo al desarrollo
de antibidticos sintéticos de la familia de las tetraciclinas, empezando con
el desarrollo de la doxiciclina en 1967 (2). La doxiciclina es un antibiotico
semisintético de la familia de las tetraciclinas (3-6) que se caracteriza por
tener actividad frente a una amplia gama de microorganismos Gram positi-
vos y Gram negativos (6-8). La doxiciclina es considerada un antibiotico de
segunda generacion (9). En términos de estructura se pueden distinguir de
las originales tetraciclinas por sustituciones en las posiciones 5y 6 (figura 1).

Aunque estas sustituciones causan pocas variaciones en las propiedades bac-
teriostaticas, si cambian sus propiedades fisicoquimicas (9). En particular, su
lipofilia es bastante diferente a la de las tetraciclinas, la doxiciclina tiene un
coeficiente de particion mas alto (0.63) en comparacion con las tetraciclinas
(0.102). La mayor lipofilia le permite un mayor paso por las membranas bio-
logicas, lo que le facilita la penetracion en los tejidos corporales (2,3,9,10).
La doxiciclina es el tratamiento de eleccion para multiples infecciones
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Figura 1. Estructura quimica de la doxiciclina.

Fuente: elaboracion propia.

rickettsiales (7,8,11) incluyendo Ehrlichia canis, agente de la ehrlichiosis
monocitica canina (12,13). A pesar de ser el tratamiento de eleccion para
esta enfermedad en pacientes caninos, su uso ha sido cuestionado debido a
la presencia constante de efectos adversos cuando se suministra de manera
oral pues requiere una administracion prolongada para cumplir con la tota-
lidad del protocolo terapéutico (4,8,14). No obstante, las formulaciones de
liberacion controlada de doxiciclina (como la microencapsulacion) pueden
reducir estos efectos adversos y mejorar la eficacia del antibiotico durante
largos periodos de tratamiento (4,15). En el caso de formulaciones nuevas,
es necesario realizar ensayos in vitro para analizar su comportamiento asi
como también ensayos farmacocinéticos comparativos in vivo entre formu-
laciones, con el fin de aclarar las diferencias en los procesos de absorcion
y disposicion que puedan subyacer (16). Adicionalmente, para llevar a cabo
el desarrollo de estos ensayos se requiere en primera instancia un método
analitico sensible que sea capaz de determinar concentraciones bajas de
farmacos en muestras pequenas (6), siendo la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) la mas adecuada ya que tiene una sensibilidad, especifi-
cidad y velocidad de determinacion de ensayos muy alta (7,17) (figura 2).
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Figura 2. Con la finalidad de disminuir los efectos adversos que causa la administra-
cion oral de doxiciclina se han desarrollado las formulaciones de liberacion contro-
lada como los microencapsulados. Al tratarse de nuevas formulaciones es necesario
analizarlas, para ello resulta util la realizacion de ensayos in vitro/in vivo, siendo
el método mas sensible para analizar la doxiciclina el HPLC.

Fuente: elaboracion propia.

Caracteristicas de la doxiciclina

La doxiciclina es un antibiotico de segunda generacion de la familia de las
tetraciclinas (3,5,6) que se caracteriza por ser un isomero estructural de
esta (8,18) ya que puede distinguirse de la original por una diferencia estruc-
tural en la posicion 5y 6 (9). Tiene un amplio espectro de actividad contra
una amplia variedad de microorganismos Gram positivos y Gram negativos,
incluyendo Rickettsiales, Chlamydiales y Micoplasmas, ejerciendo un efecto
bacteriostatico sobre estas al acoplarse con gran afinidad a la subunidad 30S
del ribosoma bacteriano de manera que impide la union del sitio aminoacil
del acido ribonucleico de transferencia a la subunidad 30S ribosomal, parali-
zando la incorporacion de aminoacidos durante la sintesis proteica (19-22). Se
describe a su vez como el tratamiento de eleccion contra bacterias del orden
Rickettsiales (3,6,12). Este antibiotico también se incluye en la resolucion de
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microorganismos de importancia médico veterinario, uno de los mas comunes
comprende a la especie Ehrlichia canis, |a cual afecta principalmente a los
monocitos en ejemplares caninos (23) (figura 3).
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Figura 3. La doxiciclina es un isdbmero estructural de la tetraciclina. Acta como un
bacteriostatico que se acopla con gran afinidad a la porciéon aminoacil de la subuni-
dad 30s ribosomal impidiendo la union del ARNt a este sitio. Tiene efecto sobre una
amplia gama de microorganismos Gram positivos y Gram negativos. A pesar de ser el
tratamiento de eleccion en la ehrlichiosis canina, su uso ha sido cuestionado debido
a la presencia de efectos adversos cuando es administrado oralmente (esofagitis,
efectos cardiovasculares, irritacion gastrica, alteraciones digestivas, capacidad para
fijar el calcio, efectos toxicos en células renales y hepaticas cuando se administra
en altas dosis).

Fuente: elaboracion propia.

La forma farmacéutica mas comun de la doxiciclina en caninos para adminis-
tracion oral es la tableta, siendo la doxiciclina hiclato el principal compuesto
utilizado; sin embargo, han sido reportados efectos secundarios debido a su
propiedad irritante sobre el tracto gastrointestinal (14). Dentro de los efec-
tos indeseables principalmente se reporta el vomito, la irritacion gastrica
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y la esofagitis (4,24). Debido a un alto acople a las proteinas plasmaticas
es requerido administrar en altas concentraciones el medicamento con el
fin de asegurar una terapéutica adecuada (se describen estos efectos como
dependientes de la dosis) (20). Adicionalmente se reportan alteraciones de
la microflora intestinal, efectos cardiovasculares, como arritmias cardiacas,
deposito en el tejido 6seo y capacidad para fijar el calcio (lo cual produce
decoloracion dental por defectos del esmalte), retardo en el crecimiento y
efectos toxicos sobre las células hepaticas y renales cuando el antibiético
es suministrado en altas dosis (25) (figura 3).

Formulaciones de liberacion controlada

En las dltimas décadas se ha dado un creciente interés en la industria
farmacéutica veterinaria por el desarrollo de formulaciones de liberacion
controlada de doxiciclina ya que estos podrian reducir los efectos adversos
y mejorar la eficacia durante largos periodos de tratamiento (26,27). Den-
tro de estas se incluyen formulaciones enterales y parenterales de accion
prolongada (4,5,26,28,29). Entre las formulaciones enterales se describe la
microencapsulacion (sistema de administracion de microparticulas) como uno
de los sistemas de suministro de farmacos prometedores ya que permite la
distribucion de los mismos a una velocidad controlada durante un periodo
de tiempo. Los microencapsulados se componen de un biopolimero (ya sea
natural o sintético) que luego de ser mezclado adecuadamente puede encap-
sular un farmaco de tal manera que el agente activo se libere del material de
una forma predisenada. Se afirma que estos sistemas basados en particulas
para la administracion de farmacos tienen una biodisponibilidad mejorada,
una respuesta terapéutica predecible, mayor eficacia y seguridad, un perfil
de liberacion controlado y prolongado de farmacos a dosis menores (15).

Los estudios farmacocinéticos son una herramienta util para evaluar las pro-
piedades de las formas de dosificacion desarrolladas después de su administra-
cion in vivo (6). Dentro de los ensayos in vitro para evaluar las formulaciones
de liberacion controlada se ha planteado el uso de celdas de Franz con el fin
de garantizar la confiabilidad y seguridad de los resultados en los ensayos
clinicos obtenidos in vivo. Las celdas de Franz representan desde su desarrollo
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en 1975 uno de los principales métodos utilizados para evaluar la penetracion
transepitelial y, a partir de los Ultimos afos, la liberacion de farmacos. Esta
metodologia constituye un sistema compuesto por dos camaras, una donadora
y otra aceptora, separadas por una membrana de origen animal, humana o
sintética que permite evaluar la difusion de moléculas bioldgicamente activas
de una camara a otra (30). Shanmuganathan y colaboradores (31) utilizaron
un modelo de difusion con celdas de Franz como parte de un estudio in vitro
para la preparacion y caracterizacion de microesferas de quitosano para la
liberacion de doxiciclina, con el cual lograron definir el sistema de dosificacion
relativo a la absorcion percutanea del farmaco (31).

Farmacocinética

Los perfiles de liberacion in vivo han sido descritos en estudios farmacociné-
ticos. Cuando es administrado uno o mas medicamentos se deben considerar
los niveles plasmaticos alcanzados por medio de perfiles farmacocinéticos
(absorcion, distribucion, metabolismo y eliminacion), estos parametros en
su conjunto determinan una curva concentracion-tiempo (32). El proceso
de absorcion comprende los mecanismos de liberacion del farmaco de su
forma farmacéutica, su disolucion, la entrada al organismo desde el lugar de
administracion, los mecanismos de transporte y la eliminacion presistémica,
asi como las caracteristicas de cada via de administracion, la velocidad, la
cantidad con que el farmaco accede a la circulacion y los factores que pueden
alterarla (33). La doxiciclina por tener un coeficiente de particion alto cuenta
con una mayor solubilidad en lipidos, lo que explica su absorcion superior
en comparacion con otras tetraciclinas después de la administracion oral,
caracteristica (til para una buena distribucion del farmaco hacia los tejidos
(a excepcion del liquido cefalorraquideo) (2,3,9,10,34). La doxiciclina pre-
senta una mayor absorcion por via oral con rangos que oscilan entre el 90%
y el 100% de biodisponibilidad debido a su alta liposolubilidad, sin embargo,
esto puede tener como inconveniente la unién en mayor medida a proteinas
plasmaticas, principalmente a la albumina (35), en comparacion con otras
tetraciclinas (36). La union oscila entre el 82 y el 93% (37) lo cual podria
representar un problema pues los farmacos que se fijan facilmente a las
proteinas no penetran igual que los que tienen una unién menor, esto podria
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inferir una actividad reducida puesto que solo la fraccion libre puede actuar
en su objetivo (38). Por ello, para poder mantenerse con concentraciones
minimas inhibitorias (MIC) se requiere la administracion de dosis consideradas
altas y de manera constante (que podrian conllevar a efectos indeseados)
para que se ejerza una accion bacteriostatica. También se ha asociado a la
union con transferrina en su fraccion B-globulina en humanos (39). Desde el
punto de vista terapéutico, una alta biodisponibilidad no siempre es lo mas
apropiado ya que una mayor absorcién podria asociarse con un incremento
en la aparicion de efectos adversos, y, como premisa farmacocinética, lo
deseable de un farmaco es que mantenga niveles séricos adecuados durante
tiempos prolongados (33).

En general, las tetraciclinas en disolucion suelen ser mas estables frente al
pH acido y en su mayoria se comportan como anféteros, por lo tanto, pue-
den actuar como aniones (formando sales de sodio) o como cationes (como
clorhidratos) (36). La absorcion ocurre principalmente en el intestino delgado
superior (34). La dieta puede producir interaccion con las tetraciclinas por la
formacion de precipitados insolubles que pueden llegar a causar una reduc-
cion en la cantidad del antibidtico que se absorbe (por cationes divalentes
tales como Ca+2, Mg+2 y Fe+2) (36). A pesar de esto y a diferencia de otras
tetraciclinas, ha sido reportado que la doxiciclina puede tener un efecto
poco significativo en la formacion de dichos precipitados por la propiedad
quelante propia de estos iones luego de un tratamiento en conjunto con la
ingesta de alimentos. Los cationes divalentes son elementos considerados
bajos en la dieta y en consecuencia la interaccion con las tetraciclinas no ha
sido considerada representativa (33,34,40). No obstante, se ha reportado que
algunos parametros farmacocinéticos como la biodisponibilidad y el area bajo
la curva (AUC) podrian verse afectados hasta un 20% cuando el antibiotico es
suministrado en conjunto con los alimentos (35,37,41), lo cual podria ser un
inconveniente gracias a la posibilidad de no cumplir con las concentraciones
minimas inhibitorias en la gama de patdgenos sensibles.

Respecto a la distribucion, la cinética de absorcion cuantifica la entrada
de farmaco en la circulacion sistémica y engloba los procesos de liberacion
del farmaco de su forma farmacéutica, disolucion, absorciéon propiamente
dicha y eliminacion presistémica, incluyendo el estudio de la velocidad de

absorcion, de la cantidad absorbida y de los factores que la alteran (33). En
términos generales luego de empezar el proceso de absorcion de doxiciclina
se pueden encontrar trazas en sangre después de 15 minutos de adminis-
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tracion oral (9) con un volumen de distribucion de 0.7 l/Kg en promedio,
y con una concentracion maxima (Cmax) detectable entre las 2 y 3 horas
después de ser administrada (37). Las caracteristicas lipofilicas y el alto vo-
lumen de distribucion de la doxiciclina en ejemplares caninos facilitan una
amplia distribucién por todo el organismo que permite la acumulacién de
estas sustancias en diversos tejidos (20). La doxiciclina es clasificada como
farmaco de accion prolongada por presentar un largo tiempo de vida media
con una semivida promedio de 10.36 h en perros (42) y entre 16 a 18 horas
en humanos (20,34,43).

La eliminacion de la doxiciclina se realiza principalmente a través de la bilis,
a diferencia de las otras tetraciclinas las cuales tienen como mecanismo de
excrecion la via renal (36). La eliminacion de la doxiciclina por via urinaria
es muy escasa (30 - 42%) (9,10,20) y por lo tanto es uno de los farmacos
recomendados en pacientes con infeccion extrarrenal y fallo renal (20,34).
La doxiciclina puede atravesar la barrera placentaria afectando al feto vy,
de igual manera, puede ser eliminada por la leche (35). Las tetraciclinas se
someten a la circulacion enterohepatica y gran parte del farmaco excretado
en la bilis se reabsorbe en el intestino, este proceso contribuye a expandir su
tiempo de vida media (35). Las concentraciones hepaticas pueden alcanzar
datos similares a los niveles séricos, mientras que la bilis puede contener
hasta una proporcion 11 veces mayor del antibiético (9,10), aunque se han
reportado concentraciones 25 veces superiores en bilis que en suero (37).
A diferencia de otras tetraciclinas como la minociclina, la doxiciclina no se
metaboliza en el cuerpo y no hay datos de trazas de metabolitos encontrados
en sangre, orina y heces (9,10). Una vez la doxiciclina ha alcanzado la luz
intestinal, una parte de esta es quelada probablemente para iones Ca2 +vy
Mg2, y luego de la formacion de este, ya no puede ser absorbida y pierde
gran parte de su actividad antibacteriana. Finalmente, la doxiciclina no
quelada se reabsorbe lo que le permite ingresar de nuevo para ser reciclada
enterohepaticamente (9).

El aclaramiento renal en ejemplares caninos normalmente varia en promedio

en 1.68 + 0.44 ml/min/Kg (42) dato similar al que se presenta en humanos
(9,10). El pH de la orina puede cambiar la difusion de la doxiciclina en el tejido
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renal, por lo que una orina acidificada aumenta sus concentraciones en este
tejido, mientras que una alcalinizacién aumentaria su aclaramiento (9,44).

HPLC como herramienta sensible
para su deteccion

La industria veterinaria en las Ultimas décadas ha reportado multiples estu-
dios de farmacocinética de doxiciclina en diferentes especies animales que
comprenden caninos (21,22,29), felinos (3,14), rumiantes (5,11), equinos
(8,18,19,28), primates (45), ratas (24) y elefantes marinos (46). La reali-
zacion de estudios farmacocinéticos requiere métodos analiticos sensibles
para permitir la determinacién de concentraciones bajas del farmaco en
muestras pequenas (6).

Se han utilizado varios métodos para determinar niveles de doxiciclina en
tejidos bioldgicos que incluyen técnicas microbioldgicas, fluorimétricas,
cromatografia gas-liquido, cromatografia en capa delgada, técnicas de cro-
matografia liquida de alta resolucion (HPLC), técnicas espectrofotométricas
de masas y electroforesis capilar (6,7). La técnica HPLC tiene una alta sen-
sibilidad, especificidad y velocidad de deteccion (7). La cromatografia hace
referencia a una serie de técnicas que se utilizan para separar multiples
componentes en una muestra basandose en las afinidades relativas de estos
componentes entre la fase movil y la fase estacionaria. Un cromatoégrafo, a
su vez, es un instrumento disefado para generar tal separacion y esta com-
puesto por un sistema de control de fase movil, un inyector, una columna
(fase estacionaria) y un detector. La cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) es una técnica que utiliza columnas rellenas de particulas de 3-10 mm
de diametro y requiere que la fase movil sea forzada a través de una bomba
(a menudo a presiones superiores a 500 psi) para separar los componentes de
una mezcla basandose en diferentes tipos de interacciones quimicas entre
las sustancias analizadas. Un cromatografo basico esta compuesto por un
sistema de control de fase movil, un inyector, una columna y un detector
(47). Entre los detectores utilizados para el procesamiento de la doxiciclina
con HPLC se encuentra el espectrometro de masas con tecnologia de triple
cuadrupolo (TQD) el cual consta de cuatro barras alargadas en formacion
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cuadrada conectadas eléctricamente entre si en pares opuestos. A dichos
pares (polos) se les aplica una tension de radiofrecuencia variable que
sintoniza con un determinado ion. Cuando existe sintonia entre el ion que
esta pasando por ellas y la frecuencia aplicada, este ion continia su camino
desviandose todos los demas por fuera del cuadrupolo, evitando impactar
en el detector. El triple cuadrupolo consiste en tres cuadrupolo en serie, el
primero transmite iones (iones progenitores) de la misma manera que un
instrumento de cuadruple Unico. El segundo contiene un gas de colision que
genera iones adicionales (iones hijos) de los seleccionados por el primer
cuadrupolo, estos iones hijos se envian entonces al tercer cuadrupolo para
el filtrado final de masas/carga para su deteccion (47).

Otro detector (a base de aerosoles para la cromatografia liquida) es el de-
tector de aerosoles cargado (CAD) que consiste en la conversion del efluente
cromatografico liquido en gotitas de aerosol y la posterior desolvatacion
(secado) con el fin de eliminar la mayor parte de la fase movil dejando
atras particulas secas que contienen principalmente las especies de analito
menos volatiles. Posteriormente, estas particulas secas interactlan con
una fuente de iones que dan como resultado la transferencia de carga a las
mismas. Los iones en exceso, que tienen mayor movilidad, se recogen en
una trampa y la carga asociada con las particulas de analito se miden con
un electrémetro (48).

Conclusiones

La doxiciclina es el tratamiento indicado para diversos microorganismos,
sin embargo puede generar efectos adversos (inclusive en concentraciones
terapéuticas) principalmente cuando su administracion es prolongada. Para
disminuir estos efectos indeseables se han desarrollado formulaciones de
liberacion controlada que, al ser innovaciones, requieren de la protocoliza-
cion de ensayos preclinicos y clinicos (in vitro e in vivo) para determinar la
seguridad en el uso de nuevas propuestas micro y nanotecnologicas. Dentro
de los ensayos in vivo es importante ahondar en los ensayos farmacocinéticos
para determinar el comportamiento de las nuevas formulaciones (absorcion,
distribucion y eliminacion) en comparacion con las moléculas que se encuen-
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tran disponibles en el mercado. La técnica cromatografica de alta resolucion
es una de las herramientas mas sensibles para la deteccion de la doxiciclina
en muestras donde hay poca concentracion del farmaco.
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