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RESUMEN

Se realiz6 la validacién de un método analitico por cromatografia liquida de alta
eficiencia para la cuantificacion de mefenesina en tabletas de 500 mg reformuladas
recientemente. Con respecto a su aplicacion al control de calidad, la validacion
incluyé los parametros linealidad, exactitud, precision y selectividad. Los resultados
fueron satisfactorios en el rango de 50-150 %. Para su empleo en estudios
posteriores de estabilidad quimica, se evalué adicionalmente la selectividad para
estabilidad y la sensibilidad. Los limites de deteccién y cuantificacidon estimados
resultaron adecuados y el método fue selectivo frente a los posibles productos de
degradacion.

Palabras clave: Mefenesina, estabilidad, cromatografia liquida de alta eficiencia,
tabletas, control de calidad.
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ABSTRACT

Authors made validation of an analytical method by high performance liquid
chromatography (HPLC) for quantification of Mephenesine in recently reformulated
500 mg tablets. With regard to its application to quality control, validation included
the following parameters: linearity, accuracy, precision, and selectivity. Results
were satisfactory within 50-150 % rank. In the case of its use in subsequent
studies of chemical stability, the selectivity for stability and sensitivity was
assessed. Estimated detection and quantification limits were appropriate, and the
method was selective versus the possible degradation products.

Key words: Mephenesine, stability, high performance liquid chromatography,
tablets, quality control.

INTRODUCCION

La mefenesina es un relajante muscular y sedativo moderado, que aprecio en el
mercado en 1947. Tiene accién selectiva sobre el sistema nervioso central y se
indica en enfermedades que provoquen hipertonia muscular, extrapiramidales,
entre otrfs.' Se formula en tabletas de 500 mg, en cremas al 2 % y en unguentos
al 10 9%.

En Cuba se introduce en los Laboratorios NOVATEC, en forma de tabletas con 500
mg de dosis, las cuales ha sido recientemente reformuladas.® Como parte de los
estudios requeridos, se encuentra la validacion de los métodos analiticos. Estos
incluyen los métodos destinados a cuantificar el farmaco en las tabletas recién
elaboradas, es decir, al control de calidad. Ademas se encuentran aquellos métodos
necesarios para dar seguimiento a la formulacién desde el punto de vista de la
estabilidad quimica. Estos estudios son de vital importancia y deben realizarse
segln las exigencias actuales.”

METODOS

Descripcion del método por CLAE para el analisis de mefenesina en
tabletas

El cromatégrafo empleado estaba constituido por:

- Bomba K-1001.

- Inyector manual con loop de 20 pL.

- Detector UV variable K-2500 acoplado a una computadora para la adquisicion de

los cromatogramas mediante el software CHROMGATE (version 3.1).

Las condiciones cromatograficas establecidas fueron las siguientes:
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- Fase mavil: acetonitrilo-agua (400:600).

- Fase estacionaria: columna LiChrosorb RP-18 25 cm x 4,6 mm 5 um.
- Longitud de onda (1): 278 nm.

- Detector: UV.

- Flujo: 1mL/min.

- Temperatura ambiente ( 30 &+ 0,5 °C).

Preparacioén de la solucién muestra

1. Pesar individualmente 20 tabletas de mefenesina (lote 25D7) y determinar el
peso promedio.

2. Triturar las tabletas en un mortero hasta obtener un polvo fino.

3. Pesar el polvo equivalente a 100 mg de principio activo y trasvasarlo a un matraz
aforado de 100 mL.

4. Anadir 50 mL de fase madvil y colocarlo en el bafio ultrasénico hasta total
disolucion.

5. Completar a volumen con fase movil.

6. Homogeneizar.

7. Filtrar la muestra por papel de filtracion rapida y desechar los primeros mililitros
del filtrado.

8. Tomar una alicuota de 1,0 mL y trasvasar a un matraz aforado de 10 mL.

9. Completar a volumen con la fase movil

Luego de preparar la solucién a la concentracion deseada, se inyectaron al
cromatografo 20 yL para cada analisis realizado de solucion muestra y de solucién
de referencia (0,1 mg/mL). Posteriormente se registraron los cromatogramas y se
obtuvieron los valores del area bajo la curva (AUC) correspondientes.

Procedimiento aplicado para el calculo

La concentracion de la muestra (Cm) (mg/mL) se determind por comparacion con
la respuesta analitica que se obtuvo para la solucion de referencia (SR) de la cual
se conocia su concentracion. La expresion utilizada fue la siguiente:

Cm= (Cp x Am) / Ap

donde:

Cp: concentracion del patron (SR) expresada en %.

Am: Area bajo la curva (AUC) del pico obtenido para la muestra.

Ap: Area bajo la curva (AUC) del pico obtenido para el patron (SR).

Validacion del método analitico para el control de calidad

Se realiz6 la validacion del método para el control de calidad teniendo en cuenta los
parametros exigidos para la categoria | segin USP 28, 2005.°

Linealidad del sistema: Se realizé6 mediante el analisis de 5 concentraciones de

mefenesina materia prima por triplicado, en un rango de 50-150 % de la cantidad
tedrica declarada como 100 % (1,0 mg/mL), equivalentes a 50, 75, 100, 125, 150
pg/mL respectivamente.

Se construy6 una curva de calibraciéon de area bajo la curva (AUC) vs.
concentracion teodrica (%). Los resultados se procesaron estadisticamente a través
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del paquete STATISTICA for Windows versién 6.01 (opcién regresion lineal
multiple) y se determind: r (coeficiente de correlacion lineal), r? (coeficiente de
determinacién), a (intercepto) y b (pendiente), para el 95 % de confianza.

Criterios de aceptacion

- Ecuacion de la recta: y= bx + a

-r>0,99

-r*>0,98

- Prueba de proporcionalidad del método analitico o hipdtesis nula de la ordenada
en el origen a= 0

- Se empled la prueba estadistica t de Student para n-2 grados de libertad, siendo
n el namero total de valores donde: tey, < tiap.

- Prueba de la hipo6tesis nula de la pendiente: b= 0. Se determiné a partir de una
prueba ANOVA de la regresioén, teniendo en cuenta la probabilidad asociada al valor
de la pendiente, es decir, si la p < 0,05, el valor de "b" difiere significativamente de
cero.

- Se calcularon los factores de respuesta (f) seguin la expresion:

F=
x
donde:

y: respuesta analitica (AUC)
X: cantidad de analito (%)

Con estos resultados se determiné el valor medio, la DE y el coeficiente de
variabilidad (CV). El CV debe ser menor que 5 %.

Linealidad del método: Este parametro se evalué en un rango de 50-150 %o,
preparando placebos cargados con 5 concentraciones crecientes del principio
activo; se analizaron por triplicado para un total de 15 determinaciones. Se
construy®6 la curva de calibracién correspondiente a los resultados de los 15 puntos
experimentales. Se aplicé el mismo procesamiento estadistico descrito para la
linealidad del sistema, asi como los mismos criterios de aceptacion.

Exactitud: Se analizaron por triplicado placebos cargados con cantidades
equivalentes al 80, 100 y 120 % con respecto a la cantidad tedrica declarada. Se
construy6 una curva de recuperacion de % recuperado (Y) vs. % afiadido (X). Los
resultados fueron procesados estadisticamente de igual forma que la curva de
calibracién de la linealidad del sistema y del método. Ademas se calcul6 el % de
recobro (R) a través de la férmula:

A
R=—=*100
B

donde:

A: % de mefenesina recuperados
B: % de mefenesina tedrico

Se incluy6 la determinacion del recobrado medio (F{) y del CV total.
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Criterios de aceptacion:

R: 98-102 %
CV<2,0%

Ademas, se realiz6 la prueba G de Cochran, para determinar si el factor
concentracion tiene alguna influencia en los resultados. El valor de Gexp se calculé
mediante la siguiente expresion:

rd

G - S‘I'I'I-aé:l'.
.
S IO

Giap (0= 0,05; k= 3; n= 3)
donde:

Smax: desviacion estandar maxima
S1.,.3: desviacion del nivel 1, 2y 3
k: grupos experimentales

n: determinaciones por grupo

Si Gexp < Giap las varianzas de las 3 concentraciones son equivalentes, o lo que es
igual, el factor concentracién no influye en la variabilidad de los resultados.

Por ultimo, se aplico la prueba de la t de Student para demostrar que no existen
diferencias significativas entre el valor medio de recobro obtenido y el 100 %.

Siendo: n-1 los grados de libertad y a= 0,05
t...= 100 -R |/ (m?/ cv)
donde:

E: valor medio del % de recobro.
CV: coeficiente de variacion de la desviacion tipica del % de recobro,
n: nimero de determinaciones.

Selectividad: Se analiz6 una muestra de referencia de concentracién equivalente
al 100 %, registrando el cromatograma y estableciendo el tiempo de retencion (tr)
del analito. Se procesaron por triplicado placebos del producto aplicando el
procedimiento descrito anteriormente. En cada caso se registré el cromatograma
correspondiente. Ademas se procesaron por triplicado placebos cargados con el 100
% de analito y se calculd el porcentaje de recobro promedio obtenido, el cual se
comparé estadisticamente con el 100 %, aplicando prueba de la t de Student de
una cola (o = 0,05).

Criterio: El método es capaz de dar respuesta con el analito sin interferencia de los
componentes de la matriz.

Precision:

- Repetibilidad
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Repetibilidad de la respuesta analitica al 100 %6: Se evalué por sextuplicado la
muestra homogénea preparada a partir de la forma terminada y se calcul6 el CV.
Criterio de aceptacion: CV < 2,0 %

Repetibilidad del método: Con los resultados obtenidos para la exactitud en cada
caso, se estimaron los CV para cada nivel de concentracion, los cuales se
compararon con el limite establecido.

Precision intermedia: Participaron dos analistas, en dos dias diferentes, en el
mismo laboratorio. Se analizaron por triplicado en cada caso muestras equivalentes
al 100 % obtenidas a partir de la forma terminada. Se calcul6 el CV total. Criterio
de aceptacion: CV < 3,0 %

Ademas se realizaron las siguientes pruebas:

- Prueba F de Snedecor: Se utilizé para determinar si existian diferencias
significativas entre los resultados de los analistas que emplearon el mismo método
y entre los dias en que se realizaron los andlisis, calculandose segun la siguiente
expresion.

)
>

F ——=
'c'z

talque F>1

donde:

Si: Varianza del analista 1, o del dia 1.
S,: Varianza del analista 2, o del dia 2.

El valor de Fy, se comparé con F, para oo = 0,05; F1= n-1 grados de libertad del
numerador y F2= n - 1 grados de libertad del denominador.

Si Fexp < Fian NO existe diferencia significativa entre la precisién alcanzada por los
analistas, en dos dias de trabajo.

- Prueba de la t de Student: Se utilizé para comprobar si los valores obtenidos
entre los analistas, que emplearon igual método, y los dos dias en que realizaron
los analisis eran homogéneos, para el nivel de significaciéon a = 0,05 y los grados
de libertad seleccionados F= (n; + ny) - 2.

El valor de t se determiné mediante la siguiente ecuacion:

X1- X2

Ls
1 1"
=] +
n, n,

donde:

X1 Y Xo: valores de las medias de los analisis de las series 1 y 2, respectivamente.
S: varianza ponderada que se calcula como:
e —
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1
. 2 > Fy
(ny - 1}5, +{n,- 1)5;

r‘l—na-p_

S_

n; y no: nimero de determinaciones de las series 1 y 2, respectivamente.
El valor de te,, se compara con el valor de la ti, para o= 0,05y f=n; + n, - 2.

Validacion del método para el seguimiento de la estabilidad quimica de la
mefenesina en las tabletas

Se evaluaron adicionalmente los parametros requeridos por la categoria I1:°

Selectividad: Se procesaron muestras de mefenesina materia prima sometidas a
diferentes condiciones drasticas:

- Hidrdlisis basica: 500 mg + 10 mL de solucion de NaOH 1 N.
- Hidrdlisis acida: 500 mg + 10 mL de solucién de HCI 1 N.

- Oxidacion: 500 mg + 10 mL de H,0, 30 %.

- Humedad relativa (HR) de 85 %.

Ademas se prepararon placebos segun el procedimiento establecido,® los cuales
fueron sometidos a iguales condiciones degradativas. De cada muestra se tomaron
alicuotas de 0,1 mL, se trasvasaron a un matraz de 50 mL y se completd con fase
movil. Seguidamente se analizaron 20 pL, previamente filtrados. El tiempo maximo
de exposicion de las muestras fue de 2 h y 30 min.

Para cada muestra, se registré el cromatograma y se comparoé con el de la solucién
de mefenesina (solucion de referencia) preparada al 100 % tanto cualitativa como
cuantitativamente.

Criterio: El método es capaz de dar respuesta con el analito selectivamente, en
presencia de posibles productos de degradacion sin interferencia.

Sensibilidad: La evaluacién de este parametro se realiz6 mediante la estimacion
del limite de cuantificacion (Lc) y el limite de deteccion (Ld). Para ello se trabajaron
con diferentes concentraciones; 10, 20 y 30 % equivalentes a 10, 20, 30 pug/mL
respectivamente.

Se aplicaron los siguientes pasos:®

1. Se determind la pendiente de la curva de calibracion obtenida para la validacion
del método (AUC vs. concentracion en %) y se obtuvo el valor de "b".

2. Se construyod otra curva de calibracién analizando 3 puntos con 3 réplicas cada
uno de concentraciones menores del analito 10, 20 y 30 pg/mL respectivamente) y
se determind la ecuacion de esta nueva recta de calibracion aplicando regresion
lineal por el software Statistica for Windows (versiéon 6.01). Se extrapold la
respuesta a concentracion cero y se obtuvo un estimado de la respuesta blanco "Y
bl".

3. Se determindé la desviacion estandar (S) correspondiente a cada concentraciéon
evaluada en el paso anterior. Se construy6 otra curva de calibracion de desviacion
estandar (S) vs. concentracion (ug/mL). Al igual que en el paso anterior se
extrapolé la S a concentraciéon cero y se obtuvo el estimado "Slb" correspondiente a
la S del blanco.

http://scielo.sld.cu 7



Revista Cubana de Farmacia. 2009; 43(2)

Se calcul6 Lc y Ld a través de las siguientes ecuaciones:

|- Ybl+ 103bl

donde:

K =2

b

v h

Ld: limite de detecciéon

Lc: limite de cuantificacion
b: pendiente de la recta de regresion lineal
Ybl: estimado del blanco

Slb: estimado de la desviacién estandar del blanco

L4 = Ybl + 35bl

b

n: niUmero de medidas individuales

1

VN

Comprobacion experimental del limite de cuantificacion: Se analizaron por
triplicado placebos cargados con concentracion equivalentes a 0,58 pg. Se
determiné Media y DE.

RESULTADOS

En la tabla 1 se resumen los principales resultados obtenidos en la validacion del
método, asi como los criterios de aceptacion, los cuales se cumplieron

satisfactoriamente en cada caso.

Resultados

Criterios

Tabla 1. Resultados de la validacidn del meétodo analitico

Linealidad del
rmetodo

Y=B6563,2x% +
4530,33
r=0,9989

re= 10,9979

tewp < trab
{o=D0,05; n=13)
T=1051<«2l186
p=0,6176

b = 6563,2

t= 78,599

p= 0,0000

CWe= 1,85 %
¥=hx + a

rz 0,99

re = 098
Intercepto no
significativo

tuwe <t (2,168);
p = 0,05

b1

t alta

p £ 0,05

Cve= 5 9%

Exactitud

Biotal= 99,24 %
Chiaral= 0,72 %
Geyxp= 0,65
Giap=0,87

tewp (5,516) < teab

Rtots= 98-102 %%
ChWiotal = 2,0 %
Gexp < Gtab

(= 0,05;k=3; n=3)

tewp < teab (12,71)

Repetibilidad
Para 100 %5
CW= 0,36
Para 3 niveles:
CWoeo= 0,29 %
Wy =0,19 %
CWioee=0,14 %

Cv=1,5%

Precisian

intermedia
Ch= 0,63 %
Entre
analistas:
Fawxg= 2,94
fep= 0,30
Entre dias:
Fawg= 1,51
tep= 0,99

Cw=3.0%
Fischer(F) v
Student {t)
entre analistas
y entre dias:
Fiap= 5,05
Teap= 2,23

En la figura 1 se muestran los cromatogramas de la fase movil (para control de

calidad de la materia prima), del analito (SR), del placebo procesado por el método
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en estudio y del placebo en presencia del principio activo. El conjunto de estos
resultados permitié afirmar que el método es selectivo para control de calidad.

A B

Fig. 1. Selectividad para control de calidad. A) fase mdvil; B) analito SR 100 %;
C) placebo: D) placebo mas 100 % de analito.

En la figura 2 se muestran los cromatogramas resultantes de la evaluacion de la
selectividad para estabilidad. Los resultados demostraron la adecuada selectividad
del método frente a los componentes de la matriz, asi como frente a los posibles

productos de degradacion.

Fig. 2. Resultados obtenidos en el estudio de selectividad para estabilidad
aplicado @ muestras de mefenesina correspondientes a 2 hy 30 min de
degradacion. A) hidrdlisis basica; B) hidrdlisis acida; C) oxidacion con
HzD2; D) humedad relativa de 85 9%.
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Los valores utilizados en la estimacion de los Ld y Lc se resumen en la tabla 2, asi
como los resultados obtenidos para estos parametros. Una vez estimado
tedricamente el Lc, se comprob6 experimentalmente y se obtuvieron resultados
satisfactorios. La recuperacion promedio fue de 99,070 0,741 %. El método fue
suficientemente sensible para el propésito con que fue desarrollado, pues es capaz
de cuantificar una cantidad equivalente al 98,5 % de degradacion.

Tabla 2. Besultados de la estimacian de la sensibilidad del método

Parametro Resultado
Pendiente de |a curva de calibracion del metodo (b’ GB563,20
' hl 3359,66
Shl 2672,78
Ld a,577
Lc 1,513

DISCUSION

El método fue lineal, por lo que el efecto de la matriz no fue significativo desde el
punto de vista estadistico, resultados que estan en perfecta correspondencia con
los obtenidos en la selectividad para control de calidad.

En la exactitud al realizar el procesamiento estadistico, se comprobo el
cumplimiento de todos los criterios exigidos seguin la regresion lineal aplicada. El
coeficiente de recobrado medio no excedio6 el limite de 98-102 %. Ademas el CV
total quedd comprendido en el rango de aceptacion acotado por un limite superior
igual al 2 %.

Adicionalmente se evaluo la influencia de la concentracion de analito en la varianza
(S) de los resultados a través de la prueba de G de Cochran. Como la Gexp < Giaps
las varianzas de los tres niveles de concentracion evaluados, fueron equivalentes.
Es decir, no influyd el factor concentraciéon en la exactitud del método. Por su parte,
la prueba de la t de Student corrobord la exactitud, ya que la t obtenida fue inferior
a la tabulada, por lo que no existieron diferencias estadisticamente significativas
entre el recobrado medio y el 100 %. De modo que se pueda afirmar que la técnica
fue exacta y no se afectd por errores sistematicos de forma significativa, por lo que
permite obtener valores experimentales muy préximos al valor verdadero.

Para la repetibilidad de la respuesta analitica al 100 % se cumplid
satisfactoriamente el criterio de aceptacion establecido, por lo que la respuesta es
repetible en condiciones similares de operacién.

La repetibilidad del método se estim6 mediante la determinacion de los CV para 3
niveles de concentracién: bajo, medio y alto. Se reportaron CV bajos, inferiores al
1,5 % establecido como limite, por lo que el método cumple con los criterios de
aceptacion establecidos y es suficientemente repetible para control de calidad de
las tabletas.
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Para la precision intermedia también los valores de CV fueron inferiores al criterio
de aceptacion (CV < 2,0 %), de modo que los errores aleatorios no repercutieron

apreciablemente. EL andlisis se complementé con las pruebas de Fischer y de la t
de Student.

En ambos andlisis la F, fue menor que la Fp, por lo que no existieron diferencias
significativas entre las precisiones de los analistas, independientemente del dia en
que se efectlo el ensayo. Los valores de las texp resultaron menores que las ttab
en cada caso, por lo que no existieron diferencias significativas entre los valores
medios obtenidos por los analistas. El conjunto de estos resultados permitié
asegurar que estos fueron homogéneos, lo que ratifico la precision del método en
estudio para producto terminado.

Como se observa, el tratamiento aplicado y el procedimiento cromatografico,
garantizan la adecuada selectividad del método frente a la fase mévil empleada y a
los componentes de la matriz para el caso de la formulacién de tabletas, por lo que
el método se considera selectivo y puede aplicarse al control de calidad de la
mefenesina en las tabletas de produccién nacional.

Como el objetivo fundamental de este método, es realizar el seguimiento de la
estabilidad quimica de la mefenesina en las tabletas, se impone demostrar en la
etapa de validacion, que es un método suficientemente selectivo frente a los
posibles productos de degradacion, tanto del principio activo, como de los demas
componentes de la formulacion.

Por esta razén, fue necesario someter a condiciones degradativas al principio activo
y a muestras placebo. Los placebos degradados no mostraron ninguna sefal
adicional, por lo que en todas las condiciones evaluadas, los cromatogramas fueron
similares al presentado con anterioridad.

Para las muestras de mefenesina materia prima degradadas, los resultados
mostraron adecuada separacion del analito en todas las condiciones ensayadas,
excepto para el medio oxidante (fig. 2, C). En este caso, solo se obtuvo una sefial
adicional atribuida al producto de degradacion, por comparacion del tr de la
muestra degradada con la muestra de referencia de dicha sustancia en
correspondencia con la disminucién en la altura del pico del analito.
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