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RESUMEN

Introduccion: la suspension de triclazol 22 se emplea con fines veterinarios como
antiparasitario pues contiene triclabendazol y albendazol.

Objetivo: validar el método analitico para la determinacion simultanea del
triclabendazol y albendazol en la suspensién de triclazol 22 aplicable al control de la
calidad.

Métodos: para cuantificar el principio activo en el producto terminado, la separaciéon
se realizd a través de una columna cromatogréfica Lichrosorb RP-18 (5 pm) (250 x 4 mm),
con deteccion ultravioleta a 298 nm, empleando una fase movil compuesta por
acetonitrilo: solucién amortiguadora de acetato de amonio pH 6,6 (70:30) y la
cuantificacion de este frente a una muestra de referencia con el método del estandar
externo.

Resultados: los resultados de los parAmetros evaluados en la validaciéon realizada del
meétodo se encontraron dentro de los limites establecidos.

Conclusiones: el método analitico validado resultoé lineal, preciso, exacto y especifico
en el rango de concentraciones estudiadas.

Palabras clave: triclabendazol, albendazol, triclazol, validacion.
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SUMMARY

Introduction: triclazol 22 suspension containing triclabendazol and albendazol is
used as parasiticide for veterinary purposes.

Objective: to validate the analytical method for simultaneous determination of
triclabendazol and albendazol in triclazol 22 suspension for quality control.
Methods: for quantitation of the active principle in the final product, the separation
was performed through a liquid chromatographic column Lichrosorb RP-18 (5 um)
(250 x 4 mm), with ultraviolet detection range of 298 nm, by using a mobile phase of
acetonitrile: ammonium acetate buffer solution of ph 6.6 (70:30); the quantitation
was made against a reference sample by means of the external standard method.
Results: the results of the evaluated parameters in this validation yielded that they
were within the set limits.

Conclusions: The validated analytical method was linear, precise, exact and specific
in the range of studied concentrations.

Key words: triclabendazol, albendazol, triclazol, validation.

INTRODUCCION

La suspension de triclazol 22 contiene dos principios activos: el triclabendazol y el
albendazol; ambos se emplean en la practica como antiparasitario, en este caso se
desarrolla esta formulacion para uso veterinario.

El albendazol es un compuesto derivado de los benzimidazoles indicado como farmaco
en el tratamiento de una variedad de infestaciones causadas por parasitos (cestodos,
nematodos, Ancylostoma duodenale, Necator americanus, Trichuris trichiura) y en el
tratamiento de la esquistosomiasis.*

El triclabendazol es el nombre de un medicamento antihelmintico indicado en medicina
humana y veterinaria, es un derivado de la familia de los benzimidazoles. A diferencia
del resto de los medicamentos de su familia, el triclabendazol contiene un anillo de
benceno con cloro sin el tradicional grupo carbamato. Muestra una alta eficacia contra
la Fasciola hepatica inmadura y adulta.?

No se informan métodos por cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR), para la
determinaciéon simultanea de triclabendazol y el albendazol en la suspension. Sin
embargo, existen métodos para determinar cada uno de los principios activos
independientemente; por ejemplo: en el 2011, Oltean,® desarrollo un método para
determinar albendazol en una suspensién de rombendazole, empleando una columna
Kromasil C18 (150 mm x 4,6 mm) como fase movil metanol: agua destilada (65:35)
a un flujo de 1,2 mL/min y deteccidn ultravioleta a 308 nm; en el 2008, Waldia y
otros,* desarrollaron un método para determinar albendazol en tabletas, empleando
una columna NUCLEODUR C18 (250 mm x 4,6 mm) como fase movil acetonitrilo:
metanol: agua destilada (60:30:10) a un flujo de 1,8 mL/min y deteccidon ultravioleta
a 308 nm. Mientras que en el afio 2011, Nischal y otros,® desarrollaron un método
para determinar triclabendazol en suspension, empleando una columna Vydac, C-18,
(250 mm % 4,6 mm, 5 p) como fase maovil acetonitrilo: metanol: agua destilada
(45:45:10) a un flujo de 1,5 mL/min y deteccién ultravioleta a 254 nm; en ese mismo
afio Shurbaji,® desarroll6 y validé un método para determinar triclabendazol en
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formulaciones farmacéuticas, empleando una columna RP C-18, como fase movil
acetonitrilo: metanol: agua destilada: acido acético (56:36:7,5:0,5) ajustando pH a
4,35 a un flujo de 1,0 mL/min y deteccién ultravioleta a 245 nm.

La CLAR le brinda la posibilidad al analista de emplear esta herramienta para
solucionar los inconvenientes de los métodos espectrofotométricos en los estudios de
estabilidad, pues ademas de presentar una alta sensibilidad y exactitud, es en esencia
un método separativo; lo que permite medir con gran selectividad el compuesto
deseado, siempre y cuando se encuentre un sistema cromatografico que asegure una
adecuada separacion.”®

La validacion es el proceso establecido para la obtencion de pruebas documentadas de
que el método es lo suficientemente fiable para producir el resultado esperado.

En cuanto a los parametros analiticos que pueden ser considerados en la validacion de
un método analitico, segun se expresa en la Farmacopea de los Estados Unidos (USP 33)
y en la Regulacion 41-2007 del Centro para el Control Estatal de los Medicamentos
(CECMED), son exactitud, precision, especificidad, linealidad, entre otros.®**

El presente trabajo tiene como objetivo validar un método analitico para el control de
la calidad de triclazol 22 suspensién, para uso veterinario.

METODOS

Las sustancias de referencias quimica de triclabendazol y albendazol fueron
suministradas por el grupo de sustancias de referencia del Centro de Investigacion y
Desarrollo de Medicamentos (CIDEM, La Habana, Cuba), las cuales fueron analizadas
por los métodos cromatograficos establecidos para realizar el control de la calidad de
cada una de las materias primas, con una pureza de 99,6 % y 99,4 %,
respectivamente. El producto terminado en forma de suspension, fue elaborado en el
Grupo Empresarial LABIOFAM, identificado como el lote 001, el cual cumplié con las
especificaciones de calidad establecidas para el control de la calidad de las
suspensiones.

Todos los reactivos utilizados fueron de calidad analitica. En el ensayo se emple6 un
cromatografo (KNAUER) con detector UV/VIS (KNAUER) ajustado a 298 nm, un inyector
con un rulo de 20 pL e integrador (SHIMADZU CR 8 A). La separacion se realizé
isocraticamente empleando una columna Lichrosorb RP-18 (5 um) (250 mm < 4 mm),
a una temperatura de 35 °C y un flujo de 1,0 mL/min. La fase movil 6ptima, consisti6
en una mezcla desgasificada de acetonitrilo:buffer acetato de amonio pH 6,6 (70:30);
como diluente se empleé metanol.

Preparacion de la muestra. Se peso el equivalente a 1 mL de muestra; se trasvaso a
un volumeétrico de 100 mL adicionandose metanol; se colocé la muestra en un bafio
ultrasénico por 5 min y se completdé volumen con metanol. Se tomé 1 mL de la
solucién anterior y se trasvaso6 a un volumétrico de 100 mL adicionandose metanol, se
aplicé ultrasonido por 3 min y se completé volumen con metanol (concentraciéon de
trabajo 10 pg/mL de albendazol y 12 pg/mL de triclabendazol)

Preparacidon de la sustancia de referencia quimica albendazol. Se pesaron 10 mg de
sustancia de referencia quimica de albendazol y se trasvas6 a un volumétrico de 100 mL
adicionandose metanol; se aplicé ultrasonido por 5 min y se completé volumen con
metanol (soluciéon A) (concentracién de trabajo 0,1 mg/mL de albendazol)
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Preparacion de la sustancia de referencia quimica triclabendazol. Se pesaron 12 mg
de sustancia de referencia quimica de triclabendazol y se trasvas6 a un volumétrico
de 100 mL adicionandose metanol, se aplicé ultrasonido por 5 min y se completo
volumen con metanol (solucién B) (concentracion de trabajo 0,12 mg/mL de
triclabendazol).

Preparacion de la sustancia de referencia quimica (albendazol mas triclabendazol). Se
tomd 1 mL de Solucion Ay 1 mL de solucién B y se trasvas6 a un volumétrico de 10 mL
adicionandose 4 mL de metanol, se aplicé ultrasonido por 5 min y se completé
volumen con metanol (concentracién de trabajo 10 pg/mL de albendazol y 12 pg/mL
de triclabendazol).

Validacion del método analitico

La validacion fue realizada segun la Regulacion 41-2007 (CECMED), evaluandose los
parametros que a continuacion se describen:®’

Linealidad. Para el analisis de la linealidad se realizaron los modelos de tres
determinaciones para cinco concentraciones diferentes de sustancias de referencia
quimica: 60, 80, 100,120, y 140 % de cada uno de los principios activos a cuantificar
(albendazol y triclabendazol). Se determinaron las ecuaciones de las rectas, los
coeficientes de correlacion, las pruebas de significacion estadistica de significacion de
la pendiente Sb rel (%), los coeficiente de variacién de los factores de respuesta y los
ensayo de proporcionalidad.

Exactitud. Para el analisis de exactitud se realizaron los modelos de tres réplicas de
placebo cargado con cada uno de los principios activos para tres concentraciones
diferentes: 80, 100, 120 %, para el albendazol y se siguié la misma metodologia para
el triclabendazol, empleando el método de recuperacion; se determinaron los % de
recuperacion, las desviaciones estandar y los coeficientes de variacién. Se
determinaron ademas las pruebas de Gochran con vistas a comprobar si la variacién
de la concentracion produce diferencias significativas en los resultados y las pruebas
de Student para determinar diferencias significativas entre la recuperaciéon media y el
100 %.

Precision. Para los estudios de la precision sugirié los modelos de repetibilidad seis
réplicas para cada uno de los principios activos a cuantificar (albendazol y triclabendazol).
Con ellas se determinaron los valores medios, la desviacidon estandar y el coeficiente
de variacion.

De igual manera para los ensayos de la precision intermedia se utilizaron tres niveles
de concentracién que corresponden al 80, 100 y 120 % de cada uno de los principios
activos en la muestra de interés, para cada uno de los principios activos a cuantificar
(albendazol y triclabendazol), para dos analistas y tres dias diferentes. Se
determinaron las pruebas de Fisher y t de Student para determinar si existen
diferencias significativas entre los resultados al variar las condiciones de analisis.

Especificidad. Para el estudio de especificidad se analizaron: la sustancia de referencia
de albendazol, la sustancia de referencia de triclabendazol, el placebo sin albendazol y
sin triclabendazol, el placebo sin albendazol y con triclabendazol, el placebo con
albendazol y sin triclabendazol y las muestras de producto terminado.

Criterio de aceptacion: no debe obtener sefiales en la zona de elusion del
triclabendazol en el placebo que contiene albendazol y no contiene triclabendazol.
Tampoco debe observarse sefial en la zona de elusion del albendazol en el placebo
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que contiene triclabendazol y no contiene albendazol. No debe observarse sefial en la
zona de elusién de cada uno de los principios activos de interés en el placebo que no
contienen ni albendazol, ni triclabendazol. Las areas bajo las curvas de los patrones y
de los principios activos a cuantificar, en el producto terminado deben ser similares.

RESULTADOS

La figura muestra los resultados del estudio de especificidad del método. Como se
observa en el cromatograma correspondiente a la muestra placebo, no se obtuvo
ninguna sefial en la zona de interés, al ser comparado con la sefal obtenida para las
soluciones estandar de referencias y de la muestra de suspension, lo cual indica que
los excipientes o sustancias auxiliares de la solucién no interfieren en la
determinacién del principio activo.
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Fig. Resultados del estudio de especificidad del metodo. Cromatogramas del placeho
sin albendazol v sin triclabendazol (&); placebo sin triclabendazol v con albendazol (B);
placebo con triclabendazol v sin albendazol (C); solucidn de referencia quimica
(albendazol + triclabendazaol) (D) muestra (E).
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En la tabla 1 se informan los resultados del estudio de la linealidad del sistema. Para
el triclabendazol y el albendazol, los coeficientes de regresién lineal fueron de 0,999 y
0,998, respectivamente, y los coeficientes de variacion de los factores de respuesta
resultaron iguales a 2,05 y 3,26.

El resultado del estudio de precisidon del método desarrollado se presenta en las tablas 2,
3y 4. En el estudio de repetibilidad realizado para el triclabendazol y el albendazol,
las medias obtenidas fueron de 99,5 % y 99,3 % y los coeficientes de variacion
fueron de 0,03 % y 0,06 %, respectivamente.

Tabla 1. Estudio de linealidad

Parametros Albendazol Triclabendazaol Lirites
Ecuacion de la recta Y= E5812,75x% + 50,61 ¥=86741,10% - 10799,03 Y=h¥ + a3
Cueﬁc[gntg de = 0,999 r= 0,999 r= 0,990
regresion lineal
Coeficiente de r2= 0,998 r2= 0,999 r2z 0,980

determinacion
Significacion estadistica de la varianza de |a pendiente {b}

Desviacion estandar
relativa de la Shrel (%)= 1,97 Shbrel (%= 0,44 Shrel (%32 2,0 %
pendiente

Coeficiente de variacion de los factares de respuesta

Coeficiente de
variacion del factor de CWe= 3,260 % CWp= 2,05 % CWE= 5,0 %%
respuesta

Tabla 2. Estudios de la repetibilidad del método analitico

Replicas | Albendazol (%) | Triclabendazaol (%)

1 = 1= 99,7

o 99,1 09,5

3 aq, 5 aq,3

4 99,3 99,5

L a9, 1 aq,3

& 99,4 a9, 4
Armedia= 99,3 *media= 99,5
Ch= 0,06 %% Ch= 0,03 %
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Tabla 3. Estudio de la precision intermedia del método analitico-triclabendazol

_ | Analista 1 (%) | Analista 2 (%)
Niveles
| ler. dia | 2do. dia | 3er. dia | ler. dia | 2do. dia | 3er. dia
| 708 | 797 | 798 | 80,1 | 796 | 0.2
80 % | 795 | 796 | 79,4 | 79,7 || 79,9 | 79,7
| 80,1 | 79,7 | 795 | 799 | 802 | 79,8
| 99,7 | 998 | 997 | 995 | 993 | o096
100 % | 905 | o904 | o908 | 998 | 902 | 994
| 99,3 | 995 | 995 | 994 | 99,7 | 99,8
| 120 | 119,8 | 1201 | 1192 | 1197 | 119,7
120 % | 11905 | 119,7 | 119,7 | 119,7 || 1202 | 119,3
| 1194 | 119,4 | 1193 | 1196 | 1194 | 119,4
Analisis estadistico
Prueba de Fischer
Pruel?a de signiﬁcaFiﬁn | Prueba de significacion de Fisher por dia Limites
de Fisher por analistas (Ftab (5/5; 0,05)= 5.05)
(Ftab (8/8; 0,05)= 3,44) | Niveles | Dias 1/2 | Dias 2/3 | Dias 1/3
| 80 % | 112 [ 8 || 100 | 147 || 1,34
[ 100 % [ oee | 100 || 152 | zo01 || 1,30 || ©®=F@b
| 120 % | os7 | 120 || 128 | 1,11 || 1,31
| Prueba de t Student
Prueba de significacion Prueba de significacion de Student por dias
de Student por analistas ( ttab (10; 0,05)= 2,22) Limites
(ttab (16; 0,05)=2,12) | Niveles | Dias 1/2 | Dias 2/3 | Dias 1/3
| 80 % | 207 | 8 | o061 | o88 || 0,34
| 100 % | o509 | 100 | 041 | 1,29 | 0,99 texp< ttab
| 120 % | o057 | 120 | o8 | 066 | 0,10
| Coeficiente de variacion
| Miveles | Analista 1 | Analista 2 | Limites
| 80 % | 0,26 | 0,28
| 100 % | 0,18 | 0,22 V< 2 %
| 120 % | 0,23 | 0,25
173
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Tabla 4. Estudio de la precision intermedia del método analitico-albendazol

Analista 1 (%)

Miveles -
ler. dia

78,9
79,2
79,1
99,7
99,1
99,5
119,2
119,5
119,7

80 %

100 %%

120 %

Prueba de significacion
de Fisher por analistas

(Ftab (8/8: 0,05)= 3,44)

80 % 0,80
100 % 1,18
120 % 0,91

Prueba de significacion
de Student por analistas

(ttab (16: 0,05)=2,12)

80 % 0,92

100 % 0,41

120 % 0,59
Niveles

80 %

100 %

120 %

Analista 2 (%)

2do. dia 3er. dia ler. dia 2do. dia 3er. dia
79,2 79,1 78,7 78,9 79,2
79,4 78,8 79,2 79,3 9,1
79,5 78,7 79,6 79,5 79,5
99,7 99,4 99,3 99,8 Q9.2
Q9,2 99,6 99,1 99,4 99,3
99,4 99,1 99,4 99,6 99,2
119,4 119,5 119.4 119,3 119,55
119,2 119,6 119,6 119.8 119,1
119,2 119,6 119.,5 119,6 119,6
Analisis estadistico
Prueba de Fischer
Prueba de significacion de Fisher por dia o
Limites
(Ftab (5/5: 0.05)= 5.05)
Niveles Dias 1/2 Dias 2/3 Dias 1/3
80 1,80 1,59 1,13
100 1,11 155 1,72 Fexp= Ftab
120 1,94 1,53 1,27
Prueba t de Student
Prueba de significacion de Student por dias
( ttab (10; 0,05)= 2,22) Limites
Niveles Dias 1/2 Dias 2/3 Dias 1/3
80 1,18 1,56 0,29
100 1,2 1,86 0,42 taxp< ttab
120 0,55 0,53 0,02
Coeficiente de variacidon
Analista 1 Analista 2 Limites
0,26 0,29
0,249 0,22 CV< 2%
0,19 0,20

En la tabla 5 aparecen los resultados del estudio de exactitud. Para el albendazol, la
recuperacion media fue de 99,51 % y el valor de t calculada (1,75) y de G calculada
(0,527) fueron menores que los valores tabulados, t tabulada (2,31) para un 95 % de
confianza y G tabulada (0,797) para un 95 % de confianza, k= 3 y n= 3. Mientras que
para el triclabendazol, la recuperacion media fue de 99,77 % y el valor de t calculada
(1,58) y de G calculada (0,661) fueron menores que los valores tabulados, t tabulada
(2,31) para un 95 % de confianza, k= 3 y n= 3 y G tabulada (0,797) para un 95 %

de confianza, k= 3y n= 3.
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Tabla 5. Estudio de exactitud

Nivales Recuperacion Resultados Recuperacian Resultados Limnites
Albendazol Albendazol Triclabendazol Triclabendazaol
(%) (%)
Q9,25 a9,75
a0 % Q9,53 a9,63
Q9,37 100,12
=] ja= 99,51 %% =] ja= 99,77 %
media media 98,0-102,0 %
99,10 a9, 50
100 24 99,70 teale= 1,75 99,50 tealc= 1,58
texp= Ttab
ttab= 2,31 ttab= 2,31
99,50 99,280
09,33 _ aq,75 _
Geale= 0,527 Geale= 0,661 Gexn< Gtab
120 % 99,75 Gtab= 0,797 100,17 Gtab= 0,797
Q9,92 Q9,53
DISCUSION

Los resultados del estudio de especificidad del método (figura), demuestran la
especificidad del método al no presentarse interferencias de picos adicionales en la
determinacién de cada uno de los principios activos; no se evidencian interferencias
de los excipientes.®**

Los resultados de los estudios de linealidad muestran coeficientes de regresion y de
determinacioén superiores a los exigidos: 0,99 y 0,98 respectivamente; por lo que se
demuestra con el valor del coeficiente de correlacidon obtenido, cercano a la unidad, la
existencia de correlacion con una probabilidad elevada, asi como el grado de relacién
entre las variables concentracion y respuesta detectada por el equipo empleado.
También el coeficiente de variacion de los factores de respuesta y la desviacion
estandar relativa de la pendiente fueron inferiores al normado como méaximo para
estos indicadores: 5 % y 2 %, respectivamente; ambos son considerados estimadores
puntuales que permiten caracterizar la variabilidad. El valor obtenido de los
coeficientes de variacion de los factores de respuesta, permite demostrar que existe
variabilidad en la relacién respuesta y concentracién para cada nivel evaluado. El
intervalo de confianza del intercepto incluye al cero, lo que permite excluir la
significacion del error del intercepto. Se demostré con los resultados obtenidos la
linealidad del sistema propuesto.

En los estudios de la repetibilidad (tabla 2) realizado a una misma muestra, por el
mismo analista, el mismo dia, a través de seis réplicas, se alcanzaron coeficientes de
variacion adecuados, lo que demuestra la buena precisién del método; ademas, se
observa una variabilidad de los resultados dentro de los limites establecidos para los
métodos cromatogréaficos: CVd< 2,0 %.%*
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Segun los valores que se obtienen en los estudios de precision intermedia, de las
pruebas de Fischer y t de Student, para el estudio de la precisién intermedia, se
demuestra que no existen diferencias significativas entre las precisiones alcanzadas
por los analistas en diferentes dias para un 95 % de confianza, ya que los valores de
F calculadas son menores que la F tabulada, estos resultados permiten establecer que
las precisiones son similares (tablas 3, 4). Al realizar las pruebas t de Student los
valores calculados resultaron menores que el tabulado, para un 95 % de confianza, lo
cual demuestra que no existen diferencias significativas entre las medias alcanzadas,
con un nivel de significacion de un 5 %.

Los valores del porcentaje de recobro estuvieron dentro de los limites establecidos
para los métodos cromatograficos (98 %-102 %) y los valores del coeficiente de
variacion para cada uno de los niveles de concentracion estudiados resultaron ser
menor que el 2 %. En la influencia del factor concentracion sobre la variabilidad de los
resultados de la exactitud al aplicar la prueba de Cochran, se obtuvo que las G
calculadas fueron menores que la G tabulada para un 95 % de confianza, k= 3 y n= 3;
por lo tanto, las varianzas de las concentraciones empleadas son equivalentes, lo cual
indica que la concentracién no influye en la variabilidad de estos. En el rango
seleccionado en el estudio de exactitud, los valores de porcentaje de recobro estan
dentro de los limites establecidos para los métodos cromatograficos (98 %-102 %), y
los valores del coeficiente de variacion, para cada uno de los niveles de concentracion
estudiados, fueron menores que el 2 %.%**

En conclusion, el método analitico validado por CLAR para el control de la calidad de
la suspension de triclazol 22, resulté especifico, lineal, exacto y preciso en el rango de
concentraciones estudiadas.
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