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RESUMEN

La tulatromicina es un antimicrobiano aprobado para el tratamiento de enfermedades respiratorias de bo-
vinos. Dada la importancia del uso de este antibidtico en los animales, se validé un método analitico basado
en cromatografia liquida de alta performance en tandem con ionizacién por electrospray y deteccién por
espectrometria de masas/masas (LC ESI MS/MS) para cuantificar tulatromicina en diferentes tejidos bo-
vinos, de acuerdo a normas de Agencias Regulatorias Nacionales e Internacionales. El procedimiento op-
timizado implicé la homogeneizacién de la muestra con acetato de etilo y acido clorhidrico, e hidroélisis de
la fase acuosa resultante, para convertir la tulatromicina y sus metabolitos en el residuo marcador (2R, 3,
4R, 5R, 8R, 10R, 11R, 125, 13S, 14R) -2-etil-3,4,10,13-tetrahidroxi-3, 5,8,10,12,14-hexametil-11 - [[3,4,6-tri-
desoxi-3- (dimetilamino) -B-D-xilohexopiranosil] oxi] -1-oxa-6-azaciclopentadecan-15-ona, conocido como
CP-60,300. Seguidamente, se realizé una limpieza del extracto acuoso mediante un cartucho de intercambio
cationico y posterior analisis por LC ESI MS/MS. La metodologia analitica propuesta fue validada cumplién-
dose los criterios de aceptacion establecidos por los organismos de referencia en la tematica, demostrando
ser adecuada para el andlisis de residuos de tulatromicina en tejidos bovinos con fines reglamentarios.
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SUMMARY

Tulathromycin is an approved antimicrobial used in cattle to treat respiratory diseases. An analytical
method based on high performance liquid chromatography in tandem with electrospray ionization and
detection by mass / mass spectrometry (LC ESI MS / MS) was validated to quantify tulathromycin in di-
fferent bovine tissues according to standards of National and International Regulatory Agencies. The op-
timized procedure involved homogenizing the sample with ethyl acetate and hydrochloric acid, hydroly-
sis of the resulting aqueous layer to convert tulathromycin and its metabolites into the marker residue
(2R, 3S, 4R, 5R, 8R, 10R, 11R, 12§, 13S, 14R) -2-etil-3,4,10,13-tetrahidroxi-3, 5,8,10,12,14-hexametil-11
- [[3,4,6-tridesoxi-3- (dimetilamino) -B-D-xilohexopiranosil] oxi] -1-oxa-6-azaciclopentadecan-15-ona,
also known as CP-60,300, cleaning by using a cation exchange cartridge and subsequent analysis by LC
ESI MS/MS. The proposed analytical methodology was validated meeting the acceptance criteria esta-
blished by the reference organisms, proving to be adequate for the analysis of tulathromycin residues in

bovine tissues for regulatory purposes.
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INTRODUCCION

La tulatromicina es un agente antimi-
crobiano macroélido semisintético, pertenecien-
te a una serie de antibi6ticos macrociclicos tri-
basicos que se han denominado triamilidas. Se
ha desarrollado para la administraciéon paren-
teral Uinica en bovinos y tiene actividad in vitro
contra: Mannheimia haemolytica, Pasteurella
multocida y Haemophilus somnus y Actinobaci-
llus pleuropneumoniae, Pasteurella multocida y
Mycoplasma hyopneumoniae, que son las bac-
terias patégenas mas cominmente asociadas a
las enfermedades respiratorias del ganado bovi-
no®'?, La tulatromicina en medio acuoso, consis-
te en una mezcla equilibrada de dos isémeros: A

y B; en una relacién porcentual 90:10, respecti-
vamente (Figura 1)

La administracion en especies animales
destinadas al consumo humano, requiere de mé-
todos de vigilancia reglamentaria de los residuos
de tulatromicina en los tejidos comestibles de los
animales de produccion. En este sentido, los orga-
nismos reguladores de cada pais, establecen cua-
les son los limites maximos de residuos (LMR)
permitidos para asegurar la calidad de los ali-
mentos. En Argentina, el Servicio Nacional de Sa-
nidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA) es la
entidad responsable de reglamentar los LMR en
alimentos de origen animal, mediante la resolu-

~90%

~10%

Figura 1. Estructura quimica de los isémeros de tulatromicina. Fuente: J. vet. Pharmacol. Therap.2004; 27(4), 203-10.
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cién nimero (N°) 559 del afio 2011*%. Dichos LMR
resultan necesarios para establecer los periodos
de restriccién de los productos veterinarios, que
se deben respetar para que los alimentos prove-
nientes de animales tratados resulten seguros
y no generen inconvenientes a la salud publica,
siendo para bovinos (mg/kg): grasa 0,1, higado y
rifiéon 3°. En cuanto a la tulatromicina, se metabo-
liza en varios compuestos, siendo el principal re-
siduo marcador el metabolito (2R, 35, 4R, 5R, 8R,
10R, 11R, 12S, 13S, 14R) -2-etil-3,4,10,13-tetra-
hidroxi-3, 5,8,10,12,14-hexametil-11 - [[3,4,6-tri-
desoxi-3- (dimetilamino) -B-D-xilohexopiranosil]
oxi] -1-oxa-6-azaciclopentadecan-15-ona, tam-
bién conocido como CP-60,300, producto de la hi-
drolisis de la tulatromicina y sus metabolitos'>">.
Es asi, que todas las guias establecen como resi-
duo marcador al metabolito CP-60,300 para esta-
blecer el LMR58°,

El objetivo de este trabajo fue validar una
metodologia analitica para identificar y cuantifi-
car tulatromicina en diferentes tejidos de bovi-
nos: higado, rifién, musculo, sitio de inyeccién y
grasa, por LC ESI MS/MS.

MATERIALES Y METODOS

En el presente estudio, se utilizaron
muestras de tejidos bovinos: higado, rifién,
musculo, sitio de inyeccion y grasa, provenien-
tes de animales de frigorificos faenados. Para
la determinacién analitica del compuesto en
estudio se utilizé como estandar interno (EI),
tilmicosina fosfato (Til), otro antibiético de la
familia de los macrélidos, para normalizar las
pérdidas del compuesto de interés durante el
tratamiento de muestras. El estandar de Til es
de la firma FIPHARM Co. Limited, China y el
de tulatromicina de LIVZON New North River
Pharmaceutical co. Ltd., China. Se tom6 como
referencia el trabajo publicado por Saito-Shida
et al. (2019)'%, y a partir del mismo se realiza-
ron una serie de modificaciones y se incorpo-
raron nuevas matrices.

Tratamiento de muestras

Se pesd 1 g de tejido representativo de
la muestra, previamente disgregado, y se for-

tifico con 0,1 mL de solucién de trabajo de Til
nominal 100 mg/L para las matrices higado, ri-
noén y sitio de inyeccién, y nominal de 10 mg/L
para musculo y grasa. Junto al E], se adicion6 0,1
mL de soluciones de trabajo de concentraciones
diferentes de tulatromicina en el rango analiti-
co propuesto para cada matriz. Se homogenizd
durante 1 min con 2,5 mL de acetato de etilo y
luego se agregaron 2,5 mL de HCI, concentra-
ciéon nominal 2 M, y se homogenizé 1 min. Se
sonicé 10 min y luego se centrifugé a 3000 g x
durante 10 min, descartandose la fase organica
y separando la fase acuosa en otro tubo (primer
extracto). Se repiti6é la operacion con el pellet
de tejido, agregando 1 mL de acetato de etilo y
luego 1 mL de HCl, para luego descartar la fase
organica y combinar la fase acuosa obtenida con
la de la primera extraccion. Se llevé a un bafio
termostatizado a 60 °C durante 0,5 h para la hi-
drdlisis. Posteriormente, se realiz6 una limpieza
mediante extraccién en fase sélida (SPE) con un
cartucho de intercambio catiénico STRATA XC
33 um 60 mg/3mL, para lo cual se acondicion6
el lecho con 1 mL de metanol y 2,5 mL de agua;
se dispensaron 0,5 mL del extracto acuoso, se
lavé con 0,5 mL de metanol y se eluy6 con 0,5
mL de una solucién de hidréxido de amonio/
metanol (5:95 %). El eluato se evaporé bajo co-
rriente de nitrégeno, en un bafio termostatiza-
do a 50 °C durante 5 min y posteriormente se
reconstituy6 en 150 pL de metanol/agua (1:1),
para luego analizar mediante inyeccién directa
en el instrumento.

Equipamiento

Se utilizé un cromatdgrafo de liquidos
UFLC Shimadzu que consta de dos bombas bi-
narias, un desgasificador y un muestreador
automatico SIL-20AC XR con horno para calen-
tamiento de columna. La separaciéon cromato-
grafica se realizé en una columna analitica Shi-
madzu Shim-pack GIST C18 (3,0 pm, 100 mm x
4,0 mm) provista de una columna de proteccién
Shimadzu-pack GIST (G) C18 (3,0 pm, 4,0 x 10
mm) y termostatizada a 35 °C. La identificacién
y cuantificacién se logré mediante el uso de
un espectrémetro de masas triple cuadrupolo
QTrap 3200 (AB Sciex) equipado con una fuente
de iones por electrospray (ESI).
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Condiciones operativas del cromatégrafo de
liquidos y espectrémetro de masas

La fase mévil A consistié en una solu-
cion buffer de acetato de amonio nominal 10
mM, pH 4, con acido acético glacial, y la fase mo-
vil B consistié en metanol. La velocidad de flujo
fue de 0,35 mL/min y el volumen de inyeccidn
de 5 pL. El gradiente se inici6é con 50 % de B du-
rante 4 min, modificAindose hasta el 100 % en
0,5 min y luego se mantuvo durante otros 0,5
min. Seguidamente, se regresé6 al 50 % en 0,5
min y se mantuvo durante otros 4,5 min para lo-
grar reequilibrar la columna. El espectrometro
de masas triple cuadrupolo operé en modo ioni-
zacién positiva, y la identificacién y cuantifica-
cion se realizé6 mediante monitoreo de reaccio-
nes multiples (MRM). El gas cortina fue seteado
en 20 psi, el gas de nebulizacidon (GS1) y el gas
de secado (GS2) en 60 y 50 psi respectivamente,
el voltaje de ionizacién por electrospray fue de
5500 V y la temperatura de la fuente de 650 °C.
Los parametros optimizados para cada ion se
muestran en la tabla 1.

Validacion de la metodologia
analitica para bovinos

La validacién se define como el proceso
de asegurar que un método analitico sea capaz
de brindar resultados confiables con precisién y
exactitud aceptables. Para validar la metodolo-
gia analitica, se estudiaron las cifras de mérito,
tomandose como referencia distintos organis-
mos de referencia en la tematica”1013,

Selectividad/Especificidad. Para diferen-
ciar univocamente el compuesto de interés en
presencia de otros componentes en la matriz
de muestra bajo las condiciones de analisis
establecidas, se analizaron dos extractos de:
solvente, soluciones de trabajo del compuesto
en estudio y estandar interno (EI), extractos
blancos de matriz procesados y extractos
blancos de matriz procesados con el agregado
del compuesto en estudio y EI. Criterio de
aceptacion: ausencia de interferencia entre
la sefial del compuesto en estudio/El y las
sefiales del disolvente y/o de la matriz; en
caso de interferencias:

Tabla 1. Principales pardmetros optimizados para CP-60,300 y Til.

Energia Dwell
Compuesto | Polaridad [IonQ1| IonQ3 | Colision Time |DP (V)| EP (V)| CXP (V)
q2 (V) (msec)
158,61 45 10
CP-60,300 Positiva 577,2 150 90 5
116,4® 30 20
174,50
Til Positiva 870,7 50 150 70 10 45
697,8?

®: ion de cuantificacién; @: ion de confirmacion; Q1, g2 y Q3: cuadrupolos del espectrometro de masas; Dwell Time: tiem-

po del experimento (transicién), milisegundos (msec); DP: voltaje en el orificio (Declustering Potencial), Voltio (V); EP:

potencial de entrada (Entrance Potential), V; CXP: Potencial de salida de la celda de colisién (Collision Cell Exit Potential), V.
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e La sefial del compuesto interferente en el
tiempo de retencion del compuesto de inte-
rés, debe ser inferior al 20 % de la respues-
ta del compuesto de interés en el limite de
cuantificacién.

e La sefial del compuesto interferente en el
tiempo de retencion del EI, debe ser inferior
al 5 % de la respuesta del EI

Linealidad y rango. La curva de calibra-
cién se prepar6 en tejido, a partir de fortificar
un pool de tejido testigo con soluciones de tra-
bajo del compuesto en estudio (tulatromicina)
y el EI (Til), y posterior procesamiento segin
tratamiento de muestra descripto anterior-
mente. La curva de calibracién se construyo
graficando la relacién cociente de areas (area
CP-60,300/4area Til) frente a la concentracién
de tulatromicina. El rango de concentracién
(mg/kg) fue: 0,48 - 12,96 para higado, 0,53
- 13,43 pasa rifién, 0,09 - 1,27 para musculo,
1,08 - 25,33 para sitio de inyeccién y 0,01 -
0,37 para grasa. Para el limite de cuantificacién
(LOQ), se considera el primer punto de la cur-
va de calibracidon que cumpla con la exactitud y
precision establecidas. Criterio de aceptacion:

Tabla 2. Parametros estudiados para robustez.

cada punto de la curva debe cumplir con los va-
lores de exactitud.

Exactitud y precisién. Se estudiaron por
andlisis triplicado y quintuplicado, respectiva-
mente, en los niveles bajo, medio y alto del rango
analitico de trabajo, siendo para higado 0,97-
5,50-12,92, para rifién 1,00-5,76-13,39, para
musculo 0,15-0,60-1,27, para sitio de inyeccidon
1,99-12,60-24,66 y para grasa 0,5-0,22-0,30 mg/
kg. La exactitud se calcula a partir de la concen-
tracién obtenida respecto de la concentracién
real y se expresa como porcentaje (% E), y la
precisiéon como porcentaje de coeficiente de va-
riacidén (% CV). Criterio de aceptacién: la exac-
titud debe estar incluida en el rango 70-110%
0 80-120%. La precisién < 15 %, excepto para
el LOQ < 20%.

Robustez. Se realizaron pequefios cam-
bios de parametros que pueden tener influencia
significativa sobre los resultados. Se utiliz6 el di-
sefio de Placket y Burman que permite estudiar
n variables en n+1 ensayos. Los parametros es-
tudiados fueron: % composicién fase movil, pH
fase A, temperatura columna, flujo fase movil, vo-
lumen de inyeccidn, temperatura fuente y voltaje
de ionizacién por electrospray (tabla 2).

Parametro Condicién nominal Variacion
A/a % composicién fase mévil intervalo isocratico 50% A 47% a
B/b pH fase A 4,13 B 3,96 b
C/c Temperatura columna 35°C C 30°C c
D/d Flujo Fase Mévil 0,35mL/min D 0,30 mL/min d
E/e Volumen de inyeccién 5uL E 3uL e
F/f Temperatura fuente 650 °C F 600 °C f
G/g Voltaje 5500V G 5000V g

Estabilidad. Se determiné la estabilidad qui-
mica del analito a largo plazo (> seis meses)
en cada una de las matrices de bovino. Se
estudioé por analisis triplicado de las mues-
tras fortificadas en los niveles de concentra-

cion bajo, medio y alto del rango analitico
de trabajo, (como se mencioné previamente
en exactitud y precisién), almacenamiento a
-80 °C, y se calcul6 la precision y exactitud.
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RESULTADOS

En primer lugar, se procedi6 a validar
la metodologia analitica en los diferentes teji-
dos bovinos. La técnica empleada fue selectiva,
dado que se observo para cada una de las ma-
trices ausencia de interferencia en el compuesto
de interés y el EI propuesto. También resulté ser
robusto porque los parametros estudiados no
tuvieron influencia significativa sobre el resulta-
do final de los andlisis. En la tabla 3 se muestran
los resultados de las cifras de méritos estudia-

Tabla 3. Cifras de mérito estudiadas en tejidos bovinos.

das. Para cada tejido, en el nivel de estudio se in-
forman: rango analitico, LOQ, % E y % CV; cum-
pliendo los criterios de aceptacion establecidos
por organismos de referencia en la temdtica. En
la Figura 2, se grafican las curvas de calibrado
para cada tejido bovino. En cuanto al estudio de
estabilidad a largo plazo, el compuesto se man-
tuvo estable en las condiciones de almacena-
miento propuesta para las diferentes matrices
de bovino en estudio (tabla 4).

. . . 0 S5 (D
Tejido bovino | Rango LOQ Exactitud (%) E Precision (% CV)
(mg/Kg) | analitico | (mg/Kg)
Bajo Medio Alto Bajo Medio Alto
Higado 0,48-12,96 048 80,9 113,0 92,5 13,4 11,1 6,7
Rifién 0,53-13,43 053 110,5 83,2 100,0 14,7 11,3 6,2
Musculo 0,09-1,27 0,09 91,9 99,7 94,1 9,9 4,9 44
Sitio de 1,08-25,33 108 76,3 110,0 99,3 131 3,2 43
inyeccion
Grasa 0,01-0,37 0,01 76,2 77,2 105,0 14,0 73 7,0
LOQ: limite de cuantificacién; % CV: coeficiente de variacion.
Higado Riiién Misculo
1.5 0.8 0.8
.
§ 10 § 0.6 é 0.6 .
= = &
it i 2
5 £ 04 ] 0.4
= 2 2
2 05 5 g
© ¥ =0,01054 x +0,04298 02 y=0,05242 x +0,02839 = 0.2 ¥ =0,4793 x + 0,04000
R%=0,9909 R2=0,9969 R*=0,9785
0.0+ T T 1 0.0+ T T 1 0.0+ T T 1
50 100 150 0 5 10 15 0.0 0.5 1.0 1.5
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°
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Figura 2. Curva de calibrado en los diferentes tejidos de bovinos.
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Tabla 4. Estabilidad a largo plazo (> 6 meses) en tejidos bovinos a -80 2C en diferentes concentraciones.

Exactitud (%E) Precision (% CV)

Tejido bovino

Bajo Medio Alto Bajo Medio Alto
Higado 86,3 86,0 85,7 10,8 7,5 7.8
Rifi6n 85,9 87,2 86,0 59 12,3 13,2
Musculo 92,4 87,0 97,2 11,7 10,4 6,0
SO COMIEEE 88,2 853 85,7 8,8 149 48
Grasa 97,6 99,3 114,8 6,0 14,0 2,2

% CV: coeficiente de variacion.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El método analitico propuesto me-
diante LC ESI MS/MS proporciona un proce-
dimiento simple, rapido y confiable para la
identificacion y cuantificaciéon de CP-60,300 en
tejidos bovinos. La determinacién analitica de
CP-60,300 es el método regulatorio aprobado
por los organismos reguladores y esta disefia-
do para detectar concentraciones de cualquier

cocientes de dreas - ordenada al origen

isoforma de tulatromicina. En el tratamiento
analitico propuesto, la etapa de hidrolisis de
los tejidos en estudio asegura convertir la tu-
latromicina y sus metabolitos en el residuo
marcador (CP-60,300), correlacionandose lue-
go en la curva de calibracién la respuesta con
la cantidad presente de tulatromicina segun la

Tulatromicina (mg) - (
kg

Por lo tanto, su validacién constituye
una herramienta de gran utilidad para la cuan-
tificacion del analito de interés en tejidos de
bovinos, el conocimiento sobre su acumulaciéon
y metabolizacidn, y la posibilidad de determi-
nar los tiempos de retiro de los animales de
produccién para ajustarse a los LMR en los te-
jidos comestibles, garantizando la seguridad e
inocuidad de los alimentos sin inconvenientes
para la salud publica.

Multiples estudios clinicos muestran
que la tulatromicina es eficaz en el tratamiento

pendiente

siguiente ecuacidn:

de enfermedades respiratorias en bovinos. Por
otra parte, otros trabajos muestran un efecto in-
munomodulador sobre macréfagos*. A su vez, al
igual que la tilmicosina, la tulatromicina se ha
desarrollado para la administracion parenteral
Unica en bovinos, lo que minimiza la manipu-
lacién de los animales y maximiza el cumpli-
miento de los tratamientos. A raiz de estos re-
sultados, la tulatromicina ha sido registrada en
varios paises para tratar afecciones de impor-
tancia econdémica, particularmente problemas
respiratorios."'*. A su vez, una caracteristica

masa tedrica
masa real
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farmacocinética importante de la droga es su
amplia distribucién en los tejidos y la buena pe-
netracion celular, logrando mayores concentra-
ciones en tejidos que en plasma de bovinos. De
esta forma, asegurar la ausencia de residuos en
los mismos o tratar que el residuo no supere los
LMR resulta fundamental®. Segiin la Agencia Eu-
ropea de Medicamentos (EMA)® detalla que la
ingesta diaria admisible (IDA) de tulatromicina
en humanos es de 3 mg/kg de peso. En este sen-
tido, se pudo observar que en el dia 15 post-ad-
ministracién de tulatromicina la concentraciéon
del analito se encontré por debajo del IDA. Por
lo tanto, esta metodologia analitica, que cumple
con los criterios de aceptacién establecidos por
los organismos de cada pais, resulta adecuada
para el andlisis de tulatromicina y la determi-
nacion de los tiempos de retiro de los animales.
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