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RESUMEN

Angeles Manjarrez José Luis. Desarrollo y validacion del método por
Cromatografia Liquida de Alta Resolucién para la identificaciéon de Rifaximina en
leche de vacas (bajo la direccion de: Salvador Avila Téllez y René Rosiles

Martinez).

El objetivo fue desarrollar y validar un método por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) para la deteccion de Rifaximina en leche de vacas. Para la
aplicacion del método se utilizé metanol grado HPLC y acetato de amonio como
fases moéviles, columna C18, y detector ultravioleta. La validacién del método se
realiz6 mediante estandares de sal pura de Rifaximina disuelta en metanol. Con
respecto a la validacién del método, se observo una linealidad superior al 0.99 de
r>; en la precisibn se observaron desviaciones relativas menores al 5%. El
porcentaje de recuperacion promedio fue superior al 54%; se obtuvo una alta
especificidad al evitar sustancias que interfirieran con los resultados. El limite
minimo de deteccion resulté de 30 ng/ml y su limite de cuantificacion de 150
ng/ml. Para el estudio de la cinética de la Rifaximina, se aplicé el antimicrobiano
por infusion intramamaria (100 mg) en dos vacas en lactacion. En este estudio, en
una primera vaca, se identific6 un coeficiente de depuraciéon de 0.0122, una vida
media de 24.6 horas, y un area bajo la curva (AUC) de 8.65 pg/ml*h. Para la
segunda vaca el coeficiente de depuracién fue de 0.00749 con una vida media de

23.9 horas, y un AUC de 7.75 pg/ml*h. En campo, en dos hatos lecheros con 800

vacas Holstein, se aplico el antimicrobiano por meato del pezon (100 y 200mg) en



vacas que finalizaron lactacién; obteniéndose muestras de calostro y leche de 20
vacas después del parto. Estas muestras resultaron negativas a Rifaximina al ser
analizadas por el método de HPLC. La aplicacion de este método por HPLC es

valida para la deteccion de Rifaximina en leche.



INTRODUCCION

Como parte de un programa exitoso en el ordefo, es importante considerar el
buen funcionamiento de las maquinas ordefiadoras, higiene del ordefno, control de
las vacas con mastitis, una terapia efectiva para las vacas en lactacion y las que
se encuentran en descanso lactacional, ademas muestreos de las vacas después
del parto en aquellos animales que han recibido tratamientos con antimicrobianos

al comienzo de este periodo.’

Con relacién a este ultimo punto, es menester conocer el proceso y tiempo de
eliminacion de dichos antimicrobianos por leche y otras acciones que permitan
conocer su cinética para evitar que existan residuos que afecten la calidad de la

leche en la lactacién que se inicia .2

Un residuo de antimicrobiano se define como el compuesto original o metabolito
del mismo, que se puede acumular, depositar o almacenar dentro de las células,
tejidos, organos o productos de consumo de origen animal, después de su uso

como terapéutico .2

Los problemas resultantes por el uso de los antimicrobianos conllevan a tres
aspectos: toxicidad, resistencia bacteriana e impacto econémico. Como ejemplos
de toxicidad se sefalan hipersensibilidad, sobre todo en individuos con
susceptibilidad a medicamentos como [-lactamicos y patologias causadas por
medicamentos carcinogénicos o mutagénicos como la nitrofurazona. Se da

resistencia bacteriana por la produccion de cepas resistentes. El impacto



econdmico se debe a la inhibicion de microorganismos utilizados para la

produccion de subproductos lacteos.*

Existen diversas instituciones que regulan los residuos para vigilar la inocuidad de
productos alimenticios y el cuidado de la salud del consumidor. Entre estos se
citan: Food and Agriculture Organization (FAO), la Unién Europea (EU), y la World
Health Organization (WHO). En la legislacion mexicana se menciona en el
reglamento de la Ley General de Salud (1998) en Materia de Control Sanitario de
Actividades, Establecimientos, Productos y Servicios, en el Titulo IV, Capitulo I,
que la leche se considera adulterada cuando se le haya agregado cualquier otra
sustancia, aunque sea componente normal, a excepcién de las vitaminas Ay D en
la leche semidescremada y cuando por accion de causas naturales haya sufrido
modificacion en su composicion intrinseca que reduzca su poder nutritivo, la
convierta en nociva para la salud, o modifique sus caracteristicas fisicas y
quimicas u organolépticas fuera de los limites previstos en el reglamento
mencionado anteriormente. Con respecto al uso de los antimicrobianos, en la Ley
General de Salud, solo se hace mencidon que la leche procedente de animales
tratados con bacteriostaticos, bactericidas, hormonas o cualquier otra sustancia,
no podra destinarse para el consumo humano dentro de los periodos de

eliminacién que sefialen las normas correspondientes. >*°
ESTRUCTURA QUIMICA

La Rifaximina es un miembro de la familia de las Ansamicinas, deribado de la

rifamisina S. Su formula quimica es (2S, 16Z, 18E, 20S, 21S, 22R, 23R, 24R, 25S,
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268, 27S, 28E)-5, 6, 21, 23, 25-pentahidroxi-27-metoxi-2, 4, 11, 16, 20, 22, 24, 26-
octametil-2, 7-(epoxipentadeca-[1, 11, 13] trienimino) benzofuro [4, 5-e] pyrido [1,
2-a]-benzimidazol-1, 15 (2H)-dion, 25 acetato. La formula quimica condensada es

C43Hs1 N3O44, con un peso molecular de 785.9 mmol (Fig. 1).”
MECANISMO DE ACCION

Este medicamento es un antimicrobiano semisintético cuyas moléculas actuan
uniéndose a la sub unidad B de la holoenzima ARN-polimerasa dependiente de
ADN de las bacterias, en el lugar del hibrido, ADN-ARN compitiendo con ella,
inhibiendo la union fosfodiéster con bloqueo de ARNr y ARNt. No es para uso
sistémico debido a su pobre absorcion. Tiene un grado menor de riesgo de causar

resistencia bacteriana por dosis repetidas.®
FARMACOCINETICA

La farmacocinética se define como la circulacién de un farmaco en el organismo.
Los resultados obtenidos en los estudios farmacocinéticos, con los procedentes de
los ensayos clinicos de eficacia y seguridad, son los que configuran el perfil
farmacologico de un nuevo medicamento, permitiendo establecer las directrices
para su correcta utilizacion en la practica clinica. Su estudio tiene los siguientes
objetivos: desarrollar nuevos medicamentos, seleccionar la via de administracion
adecuada, disefar la formulacion farmacéutica, conocer la capacidad de acceso a

organos Yy tejidos, establecer las vias metabdlicas, caracterizar los procesos de



eliminacion, disenar los regimenes de dosificacion, establecer relaciones con la
respuesta, y mejorar el resultado de los tratamientos farmacolégicos.g'10
Propiedades farmacocinéticas como baja biodisponibilidad, escasa distribucion
tisular, intensa inactivacién metabdlica, entre otras, pueden reducir el potencial
terapéutico de un farmaco. Se considera que una farmacocinética desfavorable es
la causa mas frecuente de interrupcion de ensayos clinicos en las fases iniciales
de desarrollo. ™

La legislacién sanitaria de los paises pertenecientes a la Union Europea establece
los estudios farmacocinéticos que deben incluirse en los protocolos de los ensayos
clinicos. La Legislacion Mexicana establece las buenas practicas de fabricacion
para farmacos en la NOM-164-SSA1-1998.%™"

La investigacion de nuevos medicamentos se ha orientado a mejorar las
caracteristicas farmacocinéticas, especialmente en cuanto a la absorcion
gastrointestinal, la distribucién tisular y la velocidad de eliminacion. El desarrollo
de formulaciones de liberacion modificada y el uso de vectores para conseguir una
distribucion tisular selectiva, pretende modificar el perfil farmacocinético de
algunos medicamentos para mejorar su rendimiento terapéutico. *'°

El éxito de un tratamiento farmacolégico depende en gran medida del régimen
posolégico utilizado, pero la seleccion del mismo se ve dificultada por las
variaciones o diferencias interindividuales en el perfil, tanto farmacocinética como
farmacodinamico del medicamento. °1°

La eliminacion de un antimicrobiano engloba los procesos que contribuyen a la
desapariciéon del mismo (biotransformacion y excrecidén). Algunos farmacos se
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pueden inactivar, y otros se convierten en metabolitos activos. Los procesos de
eliminacion se pueden expresar mediante el aclaramiento, que es la relacion
existente entre la velocidad de eliminacién y la concentracién en plasma. %™

Al estudiar las caracteristicas farmacocinéticas de la Rifaximina, se realizaron
diferentes investigaciones para demostrar que este antimicrobiano tiene una pobre

absorcion via sistémica:

En un estudio realizado en ratas, la distribucién revela que la Rifaximina se
encuentra en bajas proporciones en higado (6.5 ug/g y 9.6 pg/g, 4 y 6 horas

después de un tratamiento via oral). (Francesa Asta et al., 2005)."*"

Su distribucidn en animales tratados oralmente resultaron en una concentracion

menor a 0.2% en el higado y el riién y menor de 0.01% en otros tejidos. ™

En un estudio realizado con tubos de 5 ml conteniendo 100 mg de Rifaximina
aplicados por infusion intramamaria, se demostré6 que este antimicrobiano era
indetectable en suero sanguineo. En otro estudio en el que se utilizé6 cromatografia
liquida para la deteccion de la concentracion de Rifaximina, se encontraron 4 ug/g
en epitelio del seno lactifero de la glandula mamaria y del pezon; 1.6 ug/g en el
parénquima superficial y 0.8 pg/g en el parénquima profundo; lo que demuestra

cierta penetracion en el parénquima mamario. '

En una prueba en la que se administré Rifaximina via intramamaria a 10 vacas en
descanso lactacional, se muestre6 la secrecién de la glandula mamaria cada
semana, detectandose 0.25 ug/ml al dia 28, y 0.14 pg/ml al dia 42, cantidades

detectadas en la mitad de las glandulas tratadas.'
7



DOSIS RECOMENDADA Y NIVELES RESIDUALES MAXIMOS

PERMITIDOS

La Rifaximina se recomienda en dosis de 100 mg por glandula mamaria para el
tratamiento de mastitis y de 50 a 200mg para el tratamiento de metritis via

intrauterina .'®

El nivel maximo permitido de Rifaximina en leche por el “Committe For Veterinary
Products” (organismo perteneciente a la Union Europea) en el 2001, es de

60ug/Kg en leche de vaca para consumo humano."
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

La cromatografia de liquidos (HPLC) es un método accesible de alta especificidad,
que se ha utilizado en diversos estudios para la deteccion de Rifaximina y otros

antimicrobianos en liquidos corporales como: sangre, leche, heces, entre otros

18,19,20

Este método requiere de una fase movil que se refiere al solvente que fluye
continuamente a través de la columna (fase estacionaria) al ser inyectada por una
bomba. Esta fase actua como un acarreador de la muestra, misma que es

inyectada ya sea en forma manual o mediante un automuestreador. 2’



La fase solida esta adherida al soporte solido de la columna, y es un liquido de

mayor densidad que la fase movil.?*?%%*

La separacion de los componentes de la muestra inyectada, se debe a la afinidad
que tiene cada uno de estos por la fase moévil y la fase estacionaria. Esta
separacion se mide por el tiempo de retencion, es decir, el tiempo que tarda cada

compuesto desde que se inyecta hasta ser detectado.?*****

Después de la separacién de los compuestos, estos son identificados por un
detector que puede ser: ultravioleta, de masas, rayos cationicos, fluorescencia,
entre otros; la seleccion del detector sera de acuerdo con la sensibilidad y
selectividad requerida, asi como las propiedades del compuesto a analizar. Los
elementos detectados son enviados a una interfase que permite la graficacion de
la informacion en una computadora, ya sea por el area o la altura de la sefal, y asi

poderla interpretar. (Figura 2).%"%%%°

La validacion del método cromatografico es con el fin de obtener los mejores
resultados analiticos posibles. Se debe considerar el procesamiento de la muestra,
columna, fase mévil y método de deteccion. Existen especificaciones basicas que
se requieren para dicha validacién, y que incluyen: linealidad, repetitividad,
especificidad, precision, exactitud (porcentaje de recuperacion), limite de

deteccidn, limite de cuantificacion, y estabilidad.?*%>2627

La linealidad es determinada por una serie de inyecciones de solucidén estandar en
tres concentraciones diferentes. La respuesta o tamano de la sefal debe ser

proporcional a la concentracion del antimicrobiano inyectado. La linealidad se
9



mide por el tamafio de la r* de una regresion lineal; entre mas cercana este a 1,

esta sera mayor.?®%7:28:29

Repetitividad es el resultado de inyecciones sucesivas de mismas concentraciones
del estandar, con el objetivo de medir su variabilidad. Esta se identifica por la

desviacion relativa.?8272829

La especificidad es la habilidad de medir con precisién un compuesto en presencia
de sustancias que interfieran la respuesta de la muestra a analizar y que pueden

tener un tiempo de retencion similar o igual al antimicrobiano estudiado.?®:%282°

Precision corresponde a la variabilidad que se presenta al medir el tamafo de la
sefal y el tiempo de retencidn que presenta un compuesto en una concentracion
determinada del estandar, cuando el estudio es realizado por un mismo operador y

con el mismo equipo en diferentes tiempos de inyeccion.?:?728:29

Para la exactitud se prepara una muestra con una cantidad conocida del
antimicrobiano. El calculo de la concentracién final se compara con la
concentracion afadida a la muestra. Esta diferencia se mide por el porcentaje de
recuperacion del antimicrobiano; dependiendo este, de la cantidad obtenida y la

cantidad afiadida a la muestra.26%"%2°

El limite minimo de deteccibn es la cantidad minima detectable de un
antimicrobiano cuando el tamano de la senal es el doble del nivel umbral de la

sefial del detector.?6:27:28.29
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El limité minimo de cuantificacion es la concentracién del antimicrobiano que se
obtiene al multiplicar la cantidad encontrada en el ensayo por el volumen de aforo

de la muestra entre el tamafio de esta.?%27:28:29

La estabilidad se identifica al inyectar una misma concentracion del estandar en
tiempos diferentes. Si el compuesto es estable, no se encontraran diferencias

significativas en la sefial en un tiempo determinado.??"2829
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JUSTIFICACION

La calidad de la leche puede verse afectada por residuos de farmacos, por lo que
es necesario el desarrollo de un método de alta sensibilidad para su deteccion,
como es la Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC). La validacion
de esta metodologia para la identificacion de la Rifaximina es un requisito para la
confiabilidad del método en la identificacion de contaminantes por malas préacticas

médicas.

OBJETIVOS

a) Implementar y validar el método por HPLC para la deteccion de Rifaximina
e identificacion de su cinética en leche de vacas.
b) Aplicacion del método desarrollado para identificar la Rifaximina en calostro

y leche de vacas después del parto.

HIPOTESIS

a) La Rifaximina persiste durante el periodo del descanso lactacional, pero no
asi 24 horas después del parto.

b) El método por HPLC es adecuado y valido para identificar los residuos de
Rifaximina en leche de vacas después de la aplicacion como parte de una

terapia para el descanso lactacional.

12



MATERIAL Y METODOS

El desarrollo de este trabajo experimental consistié de dos fases:

Como primera actividad se identific la longitud de onda de mayor absorbancia de

la Rifaximina pura mediante espectrofotometria.

Posteriormente, se valido el método de cromatografia de liquidos con detector de
luz ultravioleta para la identificacion de la Rifaximina pura mediante el estudio de
la linealidad, repetitividad, especificidad, precision, exactitud, limite minimo de

deteccidn, limite de cuantificacion, y estabilidad.

Se utilizaron los siguientes elementos para dicho método:

1. Bomba binaria

2. Fase moavil A. Solucién molar de acetato de amonio.

3. Fase movil B. Metanol grado HPLC.

4. Columna C,g de 150 mm por 2.5 mm y tamafio de particula de 4p.

5. Auto muestreador Perkin Elmer 200

6. Detector de rayo ultravioleta Perkin Elmer 785A.

7. Paquete de computacion Total Chrome como integrador del analisis.

Se preparo un estandar de Rifaximina, mediante una dilucién de la sal pura en

metanol (0.0513g en 50 ml de metanol), la cudl se mantuvo en refrigeracion

13



durante la realizacion del estudio. Se realizaron tres diluciones de estandar en
metanol (1/100, 1/200, 1/400), para obtener una concentracion final de 513, 256,

128ng/50pl (50 pl=volumen de inyeccion).

La duracién del andlisis por muestra fue de 7 minutos (4 min del 50%A al 100%, y

3 min para regresar a la condicion inicial).

Para identificar parte de la cinética de la Rifaximina en la leche de la glandula
mamaria se partié del conocimiento de la cantidad de leche producida por cada
glandula tratada, se procedi6 al estudio del coeficiente de depuracion de la
Rifaximina en dos vacas Holstein multiparas sanas en lactacion y préximas al
secado. Este estudio se llevo a cabo en CEPIPSA, Centro de Ensefianza Practica,
Investigacion y Extension en Produccion y Salud Animal de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Nacional Autonoma de México,

México DF.

La cantidad de Rifaximina aplicada por glandula fue de acuerdo al siguiente

criterio:

a) Infusion intramamaria de 100mg de Rifaximina por glandula.

b) Dos de las 4 glandulas mamarias de la ubre recibiran 100m y 200mg del
antimicrobiano, quedando las glandulas restantes como controles.

c) Las muestras de leche fueron obtenidas con la frecuencia siguiente:

i- Primer muestra antes de la aplicacién del antimicrobiano.

14



ii- Muestras posteriores, antes del ordefio de la vaca durante siete dias

consecutivos.

d) Las muestras de leche obtenidas de las dos vacas, fueron transportadas en
refrigeracion (4°C) después de cada toma al laboratorio de toxicologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ), UNAM, para el analisis de

la Rifaximina por el método de HPLC.

e) El analisis de las muestras de leche para la identificacién de Rifaximina fue con
el sistema de cromatografia liquida desarrollado, con las siguientes

caracteristicas:

i-Extraccion de la muestra con 5ml de la misma en 5ml de metanol, y

centrifugado a 8000 r.p.m. durante 15 min.

ii- Aplicacion del Método por HPLC previamente validado.

iii- Con la cantidad minima detectable obtenida y las concentraciones
maximas, se implement6 una curva de regresion, para posteriormente hacer
el estimado de la concentracion en las muestras problema con el tamafio de

la sefial identificada en el detector en el mismo tiempo de retencion.

iiii- Los resultados fueron evaluados con el sistema estadistico PKa Analyst
para conocer los pardmetros de la cinética (area bajo la curva constante de

eliminacion y vida media).
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La siguiente fase de la investigacion se realiz6 en dos diferentes unidades de
producciéon de leche de vacas Holstein; la primera localizada en las coordenadas
99°48'39” longitud oeste y 19°37'34” latitud norte asi como la segunda en las
coordenadas 99°41'11” longitud oeste y 19°36’40” latitud norte respectivamente;
ambas unidades de produccién a 2460 metros de altitud, con clima templado sub
hamedo, precipitacion media anual de 828.4mm y temperatura media anual de

14.8°C.

La dosificacion del antimicrobiano al término de la lactacion, como terapia efectiva

durante el descanso lactacional, fue la siguiente:

Se aplicd una infusion con 100 mg de Rifaximina en glandulas calificadas por CMT
a: negativas, trazas, uno y dos. Cuando la calificacion fue CMT 3 se administraron

200mg de Rifaximina.

La duracion del descanso lactacional tuvo una variacion entre 60 a 95 dias.

Se obtuvieron las muestras de leche y calostro de 20 vacas en los dias 1, 2, 3, 4
y 5 del inicio de la lactacion. Las muestras se almacenaron en congelacion y
fueron examinadas posteriormente con el método cromatografico descrito en la

primera fase de la investigacion.
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RESULTADOS

VALIDACION DEL METODO CROMATOGRAFICO

Como primer paso para identificar las caracteristicas fisicoquimicas de la
Rifaximina, se identifico la longitud de onda de maxima absorcion por el escaneo

en un espectro de luz ultravioleta visible (455 nm).

Para validar el método de la identificacion de la Rifaximina por HPLC, se
consideraron: linealidad, repetitividad, precision, exactitud, especificidad, limite de

deteccion, limite de cuantificacidon y estabilidad del estandar.

La linealidad se identifico al establecer el indice de regresion con la inyeccion de
tres estandares, el primero de 128 ng, el segundo de 256 ng, y el tercero de 513
ng. El valor de la r? del &rea de la sefial de las tres concentraciones fue de 0.992

(cuadro 1; figuras 3, 4y 5).

La repetitividad de estas tres concentraciones (128, 256, 513ng/50ug), en 5
ocasiones cada una, resultd con una desviacion relativa para la concentracion
del26ng fue de 3.303%; para la concentracion de 256ng de 1.19%; para la
concentracion de 513ng de 3.32%. El promedio de la desviacion estandar de las

tres concentraciones fue de 2.603% (cuadro 2).

La precision del método se evalud al identificar el promedio y la desviacion relativa
del area y del tiempo de retencion en 5 repeticiones de las tres concentraciones

(128, 256, 513 ng/50ul). En la concentracién de 128ng se identific6 un promedio
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en el area obtenida de 527605 pV*s; tiempos de retencion en promedio de 0.52
minutos; resultando una desviacion relativa para el area de 3.97% y para el tiempo
de retencién de 1.71%. Con la concentracion de 256 ng, se obtuvo un area
promedio de 1316516 pV*s con un tiempo de retenciéon promedio de 0.519
minutos; resultando en una desviacion relativa para el area de 4.43% y para el
tiempo de retencion de 1.92%. El &rea promedio obtenida para la concentracion de
513 ng fue de 2358419 uV*s, con un tiempo promedio de retencion de 0.527
minutos; las desviaciones relativas resultantes fueron de 4.25% para el area y

2.07% para el tiempo de retencién (cuadro 3, 4, 5).

Para evaluar la exactitud del método, se obtuvo el porcentaje de recuperacion de
Rifaximina afiadida a una muestra de leche (1ml de estandar 1/10, 4ml de leche y
5ml de metanol) en 4 repeticiones; en los cuales resultd un promedio de

recuperacion de 54.17%, con una desviacion relativa de 4.5% (cuadro 6).

En el estudio de la especificidad, al realizar las inyecciones del estandar y de la
leche con Rifaximina afiadida, no se encontré6 ninguna sefal con tiempo de
retencion similar o igual al de la Rifaximina que interfiriera en su identificacion; es
decir, no existieron elementos que presenten una longitud de onda igual a la

Rifaximina.

El limite minimo de deteccion, se calculd al identificar el tamafio de la respuesta
del area en doble de la respuesta del nivel umbral de la sefial del detector}; en el
caso de la Rifaximina resultd6 de 30 ng/ml. El limite minimo de cuantificacion se

estimé al multiplicar el limite minimo de deteccién por el volumen de inyeccién y
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dividido entre el volumen de la muestra. En este caso resulto ser de 150ng de

Rifaximina en la muestra.

El estandar de Rifaximina fue estable al mantenerse en refrigeracion a 4°C; las
muestras se mantuvieron en congelaciéon hasta su estudio. La estabilidad se
comprob6 mediante la inyeccion de los estandares por tres ocasiones a intervalos
de 30 dias. La desviacion relativa obtenida para la concentracion de 128ng fue de
3.22%, para la concentracion de 256ng fue de 1.24% y en la concentracion de

513ng de 1.75% (cuadro 7).

CINETICA DE LA RIFAXIMINA EN LECHE

En una de las dos vacas en produccion de leche a la que se le aplico Rifaximina
por infusion intramamaria, se identificé la presencia del antimicrobiano, el cual
persistio por 5 dias después de la administracion, obteniéndose concentraciones
que variaron de 1684.2ng/ml a 1112.2 ng/ml. En las muestras de la segunda vaca,
se encontrd concentraciones que variaron de 3373.927 ng/ml a 697.17 ng/ml en el
cuarto dia. Las muestras de leche examinadas resultaron negativas a partir del

sexto dia. (cuadro 8).

Se aplico la formula Cgr=C*e® , que describe los parametros de cinética de
primer orden; donde: Cg, es la concentracion residual (716 ng/ml); C,, la
concentracion inicial (3370 ng/ml); e, es el logaritmo neperiano; a, es el coeficiente
de depuracion; t, es el tiempo en horas. En este analisis se encontré que para la

primer vaca el coeficiente de depuracién fue de 0.0122 y la vida media fue de 24.6
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horas; con un area bajo la curva (AUC) de 8.65 pg/ml*h obtenido mediante el PK
analyst. Aplicando la misma férmula para la segunda vaca, se obtuvo un
coeficiente de depuracion de 0.00749 con una vida media de 23.9 horas; con un

AUC de 7.75 pg/ml*h.

ESTUDIO DE CAMPO

En el analisis de las muestras de calostro de 20 vacas, que al inicio del descanso
lactacional recibieron un tratamiento de Rifaximina por via intramamaria (100 y
200mg), el estudio por HPLC resultd negativo a la presencia del antimicrobiano

(figuras 6, 7, 8, 9, 10).
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en la validacion del método por HPLC  fueron
satisfactorios. En el estudio de linealidad, se presenta un correlacion mayor de
0.992, cuando se requiere que estd sea mayor a 0.99, lo cual es lo ideal
establecido por la Unién Europea®®. Para la repetitividad se obtuvo una correlacion
de 0.997, lo que supera el parametro establecido por Smedley**, quien menciona
que el ideal es mayor a 0.98. En realidad, esta cifra depende de la experiencia del

operador y de las facilidades de trabajo en el laboratorio.

Respecto a la desviacidn relativa obtenida al estudiar la precision del método con
resultados de 4.25y 4.43% en las areas, y 2.07 y 1.92% para los tiempos, segun
lo mencionado para la validaciéon del método?, los porcentajes obtenidos estan
fuera de lo esperado (1.5%). Sin embargo en diferentes investigaciones en las que
se utilizo el HPLC, los resultados de coeficiente de variacion al validar el método
fueron de 3, 10.8 y 9.1%.'®'%?° : |o que demuestra la oscilacién que podemos
obtener al desarrollar un método con respecto al ideal establecido. Esto se asocia
a la habilidad del operador asi como las exigencias que se presentan en el

laboratorio.

El promedio del porcentaje de recuperacion obtenido (54%) es bajo con respecto a

lo que se menciona en diversos estudios™®*®

, asi como lo establecido por los
manuales, el cual es de 90%*?*. Se requiere realizar dos extracciones de la

misma muestra con el disolvente para tener una extraccion completa, los dos
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extractos para que la recuperacion del farmaco sea cercana al 90%, que es la

cantidad aceptable durante la validacion del método.

La especificidad resultante permite hacer mediciones exactas del area y altura del
pico que corresponde a la Rifaximina en el cromatograma. EL pico producido por
el frente disolvente es anterior al de Rifaximina y se puede descartar facilmente
mediante el tiempo de retencion que presenta el estandar o la adicién de una
concentracion conocida, y que pueda referirse al incremento de la sefial en el

cromatograma.

Con el método establecido es posible hacer las mediciones correspondientes a
las cantidades minimas requeridas por la Uniébn Europea (60ng/ml), cuando el
limite minimo de deteccion obtenido es de 30ng/ml; se debe reconocer que la
Union Europea presenta las mas estrictas exigencias en el control de la calidad de
sus productos. Una alternativa es el uso de otros detectores mas sensibles como

lo es el de masas y el detector por fluorescencia.*’2%%°

Este método de HPLC desarrollado y validado, es una propuesta para el uso de
tecnologia existente en el pais y su aplicacion para el beneficio del ser humano al
mejorar la calidad de los productos agroalimentarios y evitar residuos de farmacos

en alimentos de origen animal.

No se encuentra en la literatura estudios de cinética de la Rifaximina en vacas
lactando, debido al que el producto comercial esta hecho para su aplicacion

durante el descanso lactacional.
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La ausencia de la Rifaximina en calostro después de haberse aplicada por infusién
intramamaria al finalizar la lactacion, corrobora los resultados sefialados en un

417 En una

informe descrito por la Union Europea y otras investigaciones
investigacion de su distribucién en la glandula mamaria de vacas, se encontraron
residuos de 4pg/g en tejido glandular y seno lactifero, no encontrandose en
plasma sanguineo®. Se pueden derivar dos hipétesis de esta informacion: la
primera es que, la Rifaximina se biotransforma y al tratar de identificarla no se
detecta por ser una molécula distinta a la original. En la segunda hipétesis, se
puede inferir que la molécula original se desintegra, por lo tanto no se detecta

cuando se busca la molécula original, tal como sucedié en los ensayos de la

presente investigacion.
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CONCLUSIONES

a) El método por cromatografia liquida desarrollado e implementado cumple con
los estandares propuestos para la validacion de un método cromatografico; es

eficaz para la identificacion de la Rifaximina en leche y calostro.

b) La Rifaximina no persiste en calostro y leche al finalizar el descanso lactacional,
cuando fue aplicada como parte de un programa para el control de mastitis al

iniciar el descanso lactacional.

c) En la cinética de la Rifaximina, aplicada en vacas lactando, se encontr6 un
tiempo de persistencia de 5 dias, con concentraciones que variaron de 697.17

ng/mla 1112.2 ng/ml.
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CUADROS Y FIGURAS

Cuadro 1

Confirmacion de la linealidad (r?) de los estandares de Rifaximina (Rifa)

Ensayo Dilucion mg/ml ngRifa/50ul Area r?
1 0.01 0.01026 513 2364994 0.992
2 0.01 0.01026 513 2423337
3 0.02 0.00513 256 1368923
4 0.02 0.00513 256 1335423
5 0.04 0.00257 128 500364
6 0.04 0.00257 128 568163

r’=coeficiente de correlacion

Cuadro 2

Resultados de estudio de estandares de Rifaximina para la obtencion de la
repetitividad.

ng/50ul Area Area Area Area Area Prom Desv
uV*s puV*s puV*s uV*s uV*s puV*s relativa

513 2364994 2423337 2314141 2219911 2291076 2322692 3.303
256 1368923 1335423 1371355 1344997 1367111 1357562 1.19
126 550364 551105 558389 568173 519390 549484 3.32

Desv relativa= desviacion relativa pV*s=milivolts por segundo
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Cuadro 3

Precision del HPLC para la Rifaximina (concentracion de estandar 128 ng/ml)

Area
Numero de inyeccién pV*s  Tiempo de retencién (min)
1 551496 0.51
2 506983 0.52
3 521009 0.53
4 548963 0.53
5 511236 0.53
Media 527605 0.52
Desv estandar 20995 0.00894
Desv relativa 3.98% 1.71%
Desv estandar= desviacién estandar Desv relativa=desviacion relativa uV*s=milivolts
por segundo
Cuadro 4

Precision del HPLC para la Rifaximina (concentracion de estandar 256 ng/ml)

Area

Numero de Tiempo de
inyeccion puV*s  retencion(min)

1 1368923 0.53

2 1335423 0.52

3 1371355 0.51

4 1244997 0.51

5 1267111 0.53
Media 1316516 0.519
Desv estandar 58441 0.01
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Desv relativa 4.43% 1.92%

Desv estandar= desviacion estandar Desv relativa=desviacion relativa puV*s=milivolts
por segundo

Cuadro 5

Precision del HPLC para la Rifaximina (concentracion de estandar 513 ng/ml)

NuUmero de inyeccion Area Tiempo de retencion (min)
pV*s

1 2364994 0.52

2 2423337 0.54

3 2314141 0.52

4 2219911 0.52

5 2480822 0.54
Media 2358919 0.527
Desv estandar 100449 0.01
Desv relativa 4.25% 2.07%

Desv estandar= desviacion estandar Desv relativa=desviacion relativa

UV*s=milivolts por segundo

Cuadro 6

Andlisis de recuperacion de Rifaximina

NuUmero de ensayo ng Rifa/50pl Cantidad recuperada %
1 205.2 109.967 53.59
2 205.2 114.781 55.93
3 205.2 104.583 50.96
4 205.2 115.688 56.37
Media 54.17
Desv estandar 2.48
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Desv relativa 459

Desv estandar= desviacion estandar Desv relativa=desviacion relativa

UV*s=milivolts por segundo

Cuadro 7

Medicion de la estabilidad del estandar

Area Prom
ngRifa/50ul  Area pV*s  uV*s Area puV*s uV*s Desv relativa

513 2364994 2423337 2342689 2377007 1.75

256 1368923 1335423 1348693 1351013 1.24

128 527163 510388 544369 527306.7 3.22
Desv estandar= desviacion estandar Desv relativa=desviacion relativa
UV*s=milivolts por segundo

Cuadro 8

Concentraciones de Rifaximina en leche de vacas tratadas en lactaciéon

Area
Vaca Dia Area pV*s Concentracion Vaca Dia pV*s Concentracién
ng/ml mg/ml
46 1 * * 102 1 296797 1102.415
46 2 806895 3373.927 102 2 427463 1684.282
46 3 434615 1716.13 102 3 299726 1115.458
46 4 205794 697.17 102 4 252270 904.132
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46 5 * * 102 5 299009 1112.265
46 102 * *
46 7 * * 102 7 * *

»
*
*

(o]

UV*s=milivolts por segundo

Figural Estructura quimica de la Rifaximina (Bonechi, Corbini, Bonati, 2004)
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Figura 2. Funcionamiento del HPLC. La muestra extraida es colocada en la
bandeja del automuestreador, el cual la inyectara hacia la guardacolumna vy
posteriormente a la columna C18. Al mismo tiempo, la bomba de inyeccién se
encarga de inyectar la fase mdvil (encargada del arrastre de los compuestos)
hacia la misma columna. Los compuestos se forman en diferentes paquetes
proyectandose en diferentes tiempos de retencion, y son identificados por el
detector UV que enviard la informacion a través de una interfase hacia el

computador, donde se presentaran los cromatogramas mediante el Total Chrome.
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Figura 3 Analisis de Rifaximina (concentracion 513 ng). El area azul representa
el pico del antimicrobiano. El grafico proviene del cromatograma dispuesto por el
programa Total Chrome
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Figura 4 Analisis de Rifaximina (concentracion 256 ng). El area azul representa
el pico del antimicrobiano
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Figura5 Analisis de Rifaximina (concentracion 128 ng). El area azul representa
el pico del antimicrobiano
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Figura 6 Muestra de calostro (primer dia). No se encuentra la sefial con igual
tiempo de retencion que el estandar de la Rifaximina.
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Figura 7 Muestra de calostro (segundo dia). No se encuentra la sefial con igual
tiempo de retencion que el estandar de la Rifaximina.
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Figura 8 Muestra de calostro (tercer dia). No se encuentra la sefial con igual
tiempo de retencién que el estandar de la Rifaximina.
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Figura 9 Muestra de calostro (cuarto dia). No se encuentra la sefial con igual
tiempo de retencion que el estandar de la Rifaximina.
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Figura 10 Muestra de leche (quinto dia). No se encuentra la sefial con igual
tiempo de retencion que el estandar de la Rifaximina.
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