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RESUMEN

INTRODUCCION: en Cuba, al igual que en otros paises, la infestacion por Pediculus capitis se ha incrementado notablemente a partir
de la década de los setenta, por lo que se desarrolla un intenso programa dirigido a su control y prevencion, en el cual se incluyen
estudios sobre la calidad de la permetrina, que es un piretroide sintético, activo frente a una amplia gama de parasitos, con
actividad pediculicida a 1 % y escabicida a 5 %. Dada su baja toxicidad y por responder favorablemente a la relacion riesgo/
beneficio, constituye uno de los pediculicidas de eleccion para disminuir la infestacion por piojos. OBIETIVO: revalidacion de una
metddica analitica por cromatografia liquida de alta resolucion y su aplicacion en la cuantificacion de 12 muestras de 2 lotes de
locion de permetrina 1 %, de produccion nacional. METopos: los parametros evaluados fueron linealidad, precision y exactitud.
Se prepararon 7 estandares de calibracion y soluciones de trabajo con concentraciones que se encontraban entre 100
y 15 000 pg/mL. Estos parametros de validacion fueron verificados a través del coeficiente de correlacion, el coeficiente de
variacion y el error relativo porcentual. REsurLtapos: la especificidad del método fue corroborada a través de los cromatogramas
realizados, en los cuales los tiempos de retencion fueron entre 8,8 y 9,2 min para el isomero trans y entre 10,7 y 11,2 min para
el isomero cis. El coeficiente de correlacion determinado para ambos isdbmeros fue mayor que 0,99; el coeficiente de variacion
fue menor que 3 % y el error relativo porcentual estuvo entre -3 y 1 %, tanto para los estudios interdia como intradia. Se
determiné que la media de la concentracion de permetrina en lotes de solucion topica 1 % resulté de 6 780,14 pg/mL.
Concrusiones: el método revalidado fue lineal, preciso y exacto dentro del rango de concentraciones estudiadas. La concentracion
de permetrina calculada estuvo por debajo de lo esperado segun la informacion de la composicion de la solucién de permetrina
1 % (9 100-10 900 pg/mL). Este método resulta util para la cuantificacion de solucion de permetrina 1 % en los estudios de
calidad del producto farmacoldgico que se distribuye a la poblacion.
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INTRODUCCION

En Cuba, al igual que en otros paises, la
Pediculus capitis se ha incrementado de modo
notable a partir de la década de los afios setenta,
por lo que se desarrolla un intenso programa dirigi-
do a su control y prevencion, particularmente en

estudiantes de escuelas primarias y sus convi-
vientes. Se realizaron diversos trabajos entre los
cuales se propusieron estudios sobre la calidad de
la permetrina, como producto farmacologico que
se distribuye a la poblacion.!*

De los 2 farmacos utilizados en Cuba para la
pediculosis, la permetrina se considera el trata-
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miento de primera eleccion,’ dada su baja toxicidad,
ademas de responder favorablemente a la rela-
cion riesgo/beneficio. No obstante su amplio uso
en solucion al 1 % contintan sucediendo los bro-
tes, fundamentalmente en la poblacion infantil.® Es
por ello que se hizo necesario la cuantificacion de
la permetrina en esta solucion y la busqueda de un
método analitico por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) para esta cuantificacion.

Lapermetrina (PMT) (3-[2,2-diclorovinil]-2,2-
dimetilciclopropanocarboxilato de n-fenoxibencilo)
es un piretroide sintético activo frente a una am-
plia gama de parasitos en los que se incluyen pio-
jos, garrapatas, pulgas, dcaros y otros artrépodos.
Actiia sobre la membrana de la célula nerviosa,
bloqueando la corriente de los canales de sodio y
como consecuencia de esta alteracion se produce
un retraso en la repolarizacion y la consiguiente
paralisis del insecto. La permetrina actia por tan-
to como una neurotoxina. No surte efectos sobre
las neuronas de mamiferos, ni en las aves, por lo
que tiene poca toxicidad, con la excepcion de re-
acciones de hipersensibilidad en mamiferos, inclui-
dos los humanos.’

En medicina humana, se indica la PMT para
erradicar la pediculosis en la cabeza (piojos), el
area pubiana (ladillas) y la escabiosis (sarna). Se
plantea que este insecticida mata tanto a los para-
sitos como a sus huevos.® Aunque estudios recien-
tes aluden a la resistencia genética en poblaciones
de piojos.”!® En Cuba, no se dispone de estudios
de piojos en humanos, sobre la susceptibilidad y(0)
resistencia de la permetrina.

La permetrina 1 % es pediculiciday a 5 % es
escabicida. Los insecticidas piretroides existen en
diferentes formas isoméricas y la accion insectici-
da es extremadamente estereoespecifica. Los
isdbmeros Cis suelen ser mejores insecticidas que
los trans, y la magnitud de la diferencia depende
de la especie y del estadio estudiado. En los lti-
mos afos se ha manifestado una tendencia hacia
la identificacion y comercializacion de los isémeros
mas activos de los piretroides, enfoque que permi-
te disminuir la cantidad de principio activo en los
tratamientos insecticidas y evita la aplicacion de
moléculas con baja actividad biologica. !

Para la revalidacion de este método analitico
se modificaron algunas condiciones cromatogra-
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ficas: como el flujo de la fase movil, la columna
cromatografica y el rango de concentraciones
evaluadas, de lo reportado en la literatura por
Modamio y otros.'?

El rango de concentraciones de trabajo de
nuestro interés (de 100 a 15 000 pg/mL) estaba
muy por encima del estudiado (de 3 a 125 pg/mL),"
por tal motivo fue necesaria la revalidacion del
método analitico con un rango de concentraciones
mas alto. Se escogid este rango de concentracio-
nes de trabajo porque la solucion topica de
permetrina 1 % debe tener una concentracion teo-
rica de 10 000 pg/mL. Por esta razon, el objetivo
del presente trabajo experimental fue la revalida-
cion de una metddica analitica'? por HPLC para
realizar estudios de calidad de la locion de
permetrina 1 % producida en el pais.

METODOS
Instrumental y reactivos

El metanol grado HPLC, las columnas
cromatograficas LiChrospher RP-18, 150 x 4 mm
(ID) de 5 pm y las precolumnas LiChroCART®
4 x 4 con cartridge ODS (KKS-015326) fueron
suministrados por la firma KONIK-HI-TECH
(Barcelona, Espafia).

La permetrina grado técnico fue suministrada
por los laboratorios Medilip (Bayamo, Granma,
Cuba) con No. lote 07/115.

Los frascos de solucion de permetrina 1 %
fueron suministrados por la farmacia del Instituto
de Medicina Tropical "Pedro Kouri" con No. Lote
9057 y 9062 (6 frascos de cada lote).

El equipo de HPLC 560 consistié en una
bomba Beta 10 v.1.7 ECOM, un detector UV va-
riable Flash 06 DAD V.2.8 ECOM y un inyector
automatico “Robokrom”, todo de la firma KONIK-
HI-TECH (Barcelona, Espaiia).

Condiciones cromatograficas

Para la revalidacion de este método analitico
las condiciones cromatograficas mas adecuadas
resultaron ser las siguientes, tanto el flujo, como la
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columna y el rango de concentraciones evaluadas,
fueron modificadas del reportado en la literatura: 1

- Columna: LiChrospher RP-18, 150 x 4 mm (ID)
de 5 um con precolumnas Cartridge ODS (KKS-
015326).

- Longitud de onda: A=272 nm.

- Flyjo: 1,3 mL/min.

- Fase movil: metanol:agua (83:17, v/v).

- Tiempo de corrida: 20 min.

- Volumen de inyeccion: 50 pL

Preparacion de estandares

La materia prima de PMT fue pesada y diluida
con metanol para preparar las soluciones madres
de 10000y 15 000 pg/mL, a partir de las cuales se
realizaron diluciones para obtener el resto de
los estandares de calibracion necesarios. Los
estandares de calibracion obtenidos correspondie-
ron a las concentraciones siguientes: 100, 500,
1 000, 2 500, 3 000, 10 000 y 15 000 pg/mL.
Alicuotas de estos estandares fueron guardadas
en viales a - 25 °C hasta su analisis.

Una vez validado el método se realizaron de-
terminaciones de permetrina en 12 frascos corres-
pondientes a 2 lotes de locion al 1 % como forma
farmacéutica terminada (6 frascos de cada lote),
se cogieron 3 réplicas por frasco (n= 3) corres-
pondiente a 50 pL, para introducirla directamente
en la columna analitica del HPLC mediante un in-
yector automatico.

Validacion del método analitico

El rango de concentraciones de PMT estudiado
comprenden 7 valores de concentracion entre 100
y 15000 ug/mL. La revalidacion del método anali-
tico se llevo a cabo mediante la realizacion de los
ensayos de linealidad, precision y exactitud intradia
e interdia.

Para la realizacion de la curva de calibracion
en el ensayo de linealidad se utilizaron las 7 con-
centraciones de permetrina con 5 réplicas de cada
valor de concentracion (n= 5). La linealidad se
verifico mediante el tratamiento estadistico de los
datos a través del coeficiente de correlacion (r).
La ecuacion de las curvas se empleo para calcular

la concentracion adecuada en los controles y las
muestras de los lotes.

Los ensayos de precision y exactitud intradia
e interdia se basaron en el analisis de patrones
estandares a varios niveles de concentracion
dentro del rango establecido. Para los ensayos de
precision y exactitud intradia se utilizaron 4 con-
centraciones con n= 5y para el interdia 3 concen-
traciones con n= 3. La exactitud fue expresada
como error relativo porcentual (ER%) y la preci-
sion se verifico mediante el coeficiente de varia-
cion (CV%) de la serie de medidas, dados por las
ecuaciones siguientes:!?

Concentracion calculada - Concentracion teorica
ER (%)= x 100
Concentracion tedrica

Desviacion estandar
CV (%)= - x 100
media

RESULTADOS

Se determinaron los parametros de validacion
linealidad, precision y exactitud.

Un cromatograma representativo de PMT, is6-
mero trans y cis, a la concentracion de 3 000 pg/mL,
obtenido con el método analitico detallado se mues-
tra en la figura. Los tiempos de retencion (t,) fue-
ron de 8,9 y 11,0 min, para cada uno de ellos,
respectivamente.

Los resultados de los parametros de valida-
cion en el método cromatografico se muestran en
la tabla 1.

En el ensayo de linealidad se obtuvieron coefi-
cientes de correlacion de r=0,9991 para el isomero
trans y r= 0,9988 para el isomero Cis.

La precision se demostr6 a través del CV%
de la serie de medidas con un valor de 2,48 y
2,0 % para el ensayo interdia de los isdbmeros trans
y Cisy de 2,62 y 2,90 % para el intradia, respecti-
vamente. La exactitud se comprobd por el ER%
con valores de -1,02% y -2,71% para los isomeros
trans y cis en el ensayo interdia, 0,59 y - 0,94 %
para el intradia, respectivamente.

Los resultados del estudio de la determinacion
de permetrina en una locién al 1 % se observan en
la tabla 2. Se determiné la concentracion de los
isdmeros trans y cis de la permetrina en 2 lotes,
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Fig. Cromatograma representativo de los isdmeros trans y cis de un estandar de permetrina a una concentracion de

3 000 pg/mL.

TABLA 1. Resultados de los parametros de validacion de la permetrina (100-15 000 pg/mL)

Parametros PMT (trans) PMT (cis)
t, (min) 8,8 -9,2 10,7 - 11,2
r (n=5) 0,9991 0,9988
Ecuacion de la curva y= 3,38458*x y= 1,44227*x
Interdia (n= 3) 1 000 — 10 000 (ug/mL) 1 000 — 10 000 (pg/mL)
Precision CV (%) 2,48 2,00
Exactitud ER (%) - 1,02 - 2,71
Intradia (n= 5) 100 — 10 000 (pg/mL) 100 — 10 000 (pg/mL)
Precision CV (%) 2,62 2,90
Exactitud ER (%) 0,59 - 0,94

PMT: permetrina; t,: tiempo de retencidn; r: coeficiente de correlacion; CV: coeficiente
de variacion; ER: error relativo porcentual.

TABLA 2. Determinacion de concentracion de permetrina en la locion topica 1 %

(concentracion nominal posible calculada en 110 mL= 10 000 pg/mL; n= 3)

Isdbmero de % de cada Media de la concen-

permetrina isomero  tracion calculada (ng/mL) DE EE CV (%)
Trans 73,2 4 963,51 87,65 25,30 1,77
Cis 26,8 1 816,63 50,43 14,56 2,78
Permetrina

total 100 6 780,14 126,31 36,46 1,86

DE: desviacion estandar; EE: error estandar; CV: coeficiente de variacion.

de solucion topica al 1 % (con 6 frascos de cada
lote), que resulta la concentracion calculada por
debajo de la esperada y fuera del rango de con-
centracion permitido para las especificaciones de
calidad (9 100-10 900 pg/m).

DISCUSION

Los resultados del ensayo de linealidad mos-
traron una buena correlacion entre el area y la

concentracion dentro del rango estudiado dado por
los coeficientes de correlacion (), que es r> 0,99
para ambos isomeros y cumple con lo establecido
en la literatura,'® aunque por debajo de lo obtenido
por Modamio y otros (r=0,9998 y r=0,9997 para
el isomero trans y cis, respectivamente).'? Esto
demuestra que existe regresion (relacion lineal)
entre las variables concentracion y sus respuestas.

El método es también exacto y preciso dentro
del rango de concentraciones estudiado, y aunque
los CV obtenidos fueron superiores a lo referido
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por Modamio y otros (2,07 y 1,73 % para el
interdia y 2,1 y 0,73 % para el intradia),'” estan
por debajo de 20 % que es lo aceptado por la
literatura."® Los valores de ER% también estuvieron
superior a lo obtenido por Modamio y otros
(- 0,2 % y -2,05 % para el interdia para los
isomeros trans y cis y - 0,37 y -0,3 % para el
intradia, respectivamente)'? pero estan dentro del
rango aceptado (-10 a 10 %)." Estos resultados
muestran una baja dispersion en cuanto a los datos
y un resultado experimental cercano al valor real,
como se plantea en la literatura.'

La cuantificacion realizada a los 12 frascos de
2 lotes de locion de permetrina 1 % demostrd que
la concentracion obtenida (6 780,14 pg/mL) esta-
ba por debajo de lo esperado (10 000 pg/mL) y
fuera del rango de concentracion permitido para
las especificaciones de calidad (9 100-10 900 pg/mL).
Este método puede ayudar a la cuantificacion de
permetrina en estudios de la locion topicaal 1 %y
dar un resultado concluyente acerca de la calidad,
en un muestreo a mayor escala, como producto
farmacéutico producido por los Laboratorios
Medilip en Bayamo que se distribuye a la poblacion.

AGRADECIMIENTOS

Al estudiante Ramon Caro Barrios del Tec-
nologico "Martires de Giron" de Ciudad de La
Habana, por su constancia y dedicacion en la reali-
zacion de su tesis de grado en parte del tema tra-
tado.

A la doctora Caridad O’ Farril del Ministerio
de Salud Publica y al doctor Degnis Lobaina de los
Laboratorios Farmacéuticos “Saul Delgado” por
la solicitud y donacion de la permetrina para reali-
zar los ensayos.

High performance liquid chromatography-validated
analytical method for 1 % permethrin quantification

ABSTRACT

InTrRODUCTION: in Cuba, as well as in other countries, Pediculus
capitis infestation has increased since the 70s; this is the reason
why a program aimed at controlling and preventing this
infestation was designed. This program includes quality control
studies of the active synthetic pyrethroid Permethrin and its
activity at 1 % on lice and 5 % on scabies. Due to its low toxicity
and positive risk/benefit ratio, Permethrin is a pediculicide of

choice to decrease Pediculus capitis infestation. OBJECTIVE: to
validate an analytical method using high performance liquid
chromatography and its application in the quantification of 12
samples from 2 batches of Cuban-made 1 % permethrin
pediculicidal preparation. METHODS: linearity, precision and
accuracy parameters were determined. Seven calibration standards
and working solutions with concentrations ranging from 100 to
15000 pg/mL were prepared. These validation parameters were
verified through the correlation coefficient, the variation
coefficient and the percentage relative error. REsuLTs: the
specificity of this method was proved in the chromatograms
that showed retention times of 8,8 to 9,2 min for the isomer
trans and 10,7 to 11,2 min for the isomer cis. The correlation
coefficient for both isomers was higher than 0,99; the variation
coefficient was under 3% and the percentage relative error was -
3 and 1 % for the inter-day and intraday studies, respectively.
The mean permethrin concentration in 1% solution batches was
estimated at 6 780,14 pg/mL. ConcrLusions: the validated method
was linear, precise and exact within the range of the studied
concentrations. The estimated concentration of permethrin was
below the expected rate according to the composition of 1 %
permethrin solution (9 100-10 900 pg/mL). This method may
be useful for the quantification of 1 % permethrin solutions in
the quality studies of the product sold to the population.

Key words: permethrin, HPLC, validation, analytical methods,
pediculosis
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