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RESUMEN

La mangiferina se seleccioné como marcador en el control de calidad del ingrediente
farmacéutico activo VIMANG® y sus formulaciones, que se han empleado como
suplemento nutricional, cosmético y fitomedicamento. El trabajo tuvo como objetivo
la validacion del método electroforesis capilar para la determinacion cuantitativa de
mangiferina en la formulacién farmacéutica tabletas VIMANG® 300 mg. Se evaluaron
la especificidad, linealidad, exactitud y precisién. Los resultados obtenidos
demostraron que el método fue especifico, al no existir interferencias de los
excipientes o sus productos de degradacién. La linealidad mostré un coeficiente de
correlacion de 0,9979 en el intervalo de concentraciones estudiado. Los coeficientes
de variacion para la repetibilidad y la precision intermedia fueron menores de 2 %.
La exactitud mostré un recobrado del 100,20 % que no difiere significativamente de
100 %. En conclusion, el método validado es especifico, lineal, preciso y exacto, y
constituye una alternativa ventajosa al método cromatografia liquida de alta
resolucion establecido con anterioridad en el laboratorio.

Palabras clave: mangiferina, VIMANG®, electroforesis capilar, deteccién ultravioleta,
electroforesis capilar de zona.
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ABSTRACT

Mangiferin was selected as marker in the quality control of active principle VIMANG®
and its formulations, which have been used as nutritional supplement, cosmetic, and
phytomedication. This paper was aimed at validating the capillary electrophoresis
method for the quantitative analysis of mangiferin in the pharmaceutical formulation
300 mg VIMANG® tablets. The specificity, linearity, accuracy and precision were
assessed. The results showed the method specificity owing to lack of interference
by the excipients or their degradation products. Linearity showed a correlation
coefficient of 0.9979 in the studied concentration range. The variation coefficients
for repeatability and intermediate precision were less than 2 %. Accuracy reached a
recovery rate of 100.20 % that is not statistically different from 100 %. It may be
concluded that the validated method is specific, linear, precise and accurate and
could be an advantageous alternative to the high resolution liquid chromatography
method used at the lab setting.

Key words: mangiferin, VIMANG®, capillary electrophoresis, UV detection, control
zone electrophoresis.

INTRODUCCION

El ingrediente farmacéutico activo (IFA) VIMANG® es un polvo que se obtiene a
partir de la decoccidén acuosa de la corteza del arbol de mango (Mangifera indica
L.). Este producto natural ha sido desarrollado en Cuba a escala industrial para
emplearse como suplemento nutricional, cosmético y fitomedicamento. Estudios
quimicos realizados han permitido el aislamiento e identificacion de acidos fendlicos
(acido galico, acido 3,4-dihidroxibenzdico, acido benzoico), ésteres fendlicos (éster
metilico del acido galico, éster propilico del acido galico, éster propilico del acido
benzoico), flavon-3-oles (catequina y epicatequina) y la xantona mangiferina, que
constituye el componente mayoritario de la fraccidén polifendlica de este extracto
(aproximadamente 10 %). El IFA VIMANG® también contiene &cidos grasos como el
miristico, el palmitico, el esteéarico y el eicosatriendico.!

Se ha reportado el efecto analgésico y antiinflamatorio del IFA VIMANG® %y un
amplio rango de actividades farmacoldgicas incluyendo las acciones antioxidante,?
antitumoral y antiviral,* especialmente para la mangiferina. Por su mayor
concentracién, la mangiferina se seleccioné como el marcador en el control de
calidad del IFA VIMANG® y sus formulaciones.

Entre los métodos empleados para el analisis de mangiferina se encuentran la
cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR),>® la cromatografia de capa delgada
(CCD)’ y, mas recientemente, la electroforesis capilar (EC).%'° El desarrollo y
mejora en los ultimos afios de la EC la hacen un método atractivo para el estudio
de productos naturales, debido a su elevada eficiencia de separacién, corto tiempo
de analisis, bajo consumo de muestra y disolventes, bajo costo, facil limpieza y
regeneracion de las columnas capilares.

Un método por EC con deteccion electroquimica y electrolito de separacién borax
(50 mmol/L y pH 9,2) se aplicé para detectar la presencia de mangiferina y otras
sustancias activas en crudos de 2 plantas.® En este método se utiliz6 la inyeccidn
electrocinética aplicando 14 kV durante 10 s para la introduccién de la muestra en
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el capilar.® Otro método por EC se empled para el analisis de mangiferina extraida
de las hojas de Mangifera persiciformis C.Y. Wu et T.L. Ming.® En él, la separacién
se llevd a cabo usando un voltaje de 20 kV y deteccion UV a 254 nm y como
electrolito de separacion se utilizé una mezcla de borato (50 mmol/Ly pH 7,4) y
metanol [1:0,3 (v/v)].° La introduccidon de la muestra en el capilar se logré
aplicando presién durante 6 segundos.’ Las condiciones de andlisis descritas
anteriormente (deteccién electroquimica e inyeccion electrocinética® y pH 7,4 y
metanol en el electrolito de separacion®) fallaron en la separacidn desde la linea
base del pico correspondiente a la mangiferina en el IFA VIMANG®. En tal sentido,
se desarrolld y validé un método simple y rapido por EC para la determinacion
cuantitativa de mangiferina en lotes de IFA VIMANG® y para la determinacién de
pureza de lotes de mangiferina (material de referencia quimico, MRQ) obtenidos en
el laboratorio, empleando deteccién UV, electrolito de separacién borato a pH 9 sin
el empleo adicional de disolvente orgénico y la inyeccién por presién.® Tomando
como punto de partida este ultimo, el presente trabajo tuvo como objetivo la
validacion del método EC para la determinacién cuantitativa de mangiferina en la
formulacién farmacéutica tabletas VIMANG® 300 mg.

METODOS

Todos los reactivos empleados fueron de calidad puro para andlisis. Las disoluciones
se prepararon con agua ultrapura Milli-Q (Millipore, Milford, MA, EE. UU.). La
mangiferina (MRQ) con pureza del 93,92 % se obtuvo en el Centro de Quimica
Farmacéutica (La Habana, Cuba), el IFA VIMANG® en el Laboratorio Farmacéutico
"Mario Mufioz" (La Habana, Cuba) y las tabletas VIMANG® 300 mg y su placebo en
los Laboratorios Oriente (Santiago de Cuba, Cuba).

Las determinaciones se realizaron en un sistema de electroforesis capilar Agilent
3D-CE (Agilent Technologies, EE. UU.) equipado con un detector de arreglo de
diodos y el programa HP 3D Chemstation (Rev. A. 09.01) para el control del
instrumento, la adquisicion y el analisis de datos. Se empled un capilar de silice
fundida sin relleno de 56,0 cm (47,5 cm de longitud efectiva) y 50 im de d.i.,
termostatado a 25 °C. Las corridas electroforéticas se realizaron en tetraborato de
di-sodio 50 mmol/L y pH 9 como electrolito de separacion con polaridad normal a
25 kV (generandose una corriente cercana a los 60 pA) y deteccién directa UV a
254 nm. Las muestras se inyectaron por presion a 50 mbar (equivalente a 5 000 Pa)
durante 3 s (aproximadamente 3,3 nL) en el extremo anddico del capilar. La corrida
se completa a los 9 min.

Preparacion de las muestras y la sustancia de referencia

Las muestras de IFA VIMANG® y mangiferina MRQ se prepararon del mismo modo
que en la validacién del método de determinacion del IFA VIMANG®.! Para las
tabletas VIMANG® se pesaron 10 tabletas, se trituraron y mezclaron. De dicha
mezcla se peso el equivalente a 1 tableta, se adicionaron 50 mL de metanol al 85 %
y se agitd durante 20 min. La disolucién resultante se filtrd a través de un filtro de
0,2 mm. En el caso del placebo se repitid el procedimiento anterior pero adicionando
a la muestra 10 mg de mangiferina MRQ.

Los parametros evaluados durante la validacion del método desarrollado fueron
selectividad, precision (repetibilidad y precisidén intermedia), exactitud y linealidad
siguiendo los procedimientos reportados.!!!?
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Especificidad

Los posibles productos de degradacidn de la mangiferina y el resto de los
componentes del IFA VIMANG®, no interfieren en la determinacién de mangiferina
en el IFA VIMANG®.° Por lo anterior, en este trabajo se determind si existian
interferencias de los excipientes de la formulacion o de sus productos de degradacion.
Para ello, en el estudio de especificidad se analizaron: la sustancia de referencia de
mangiferina, el IFA VIMANG®, el placebo y el producto terminado. También se
analizo el placebo sometido a condiciones drasticas de degradacién acida y basica.
Debe cumplirse que no se observen interferencias de los excipientes de la
formulacidn en la zona de migracién del marcador mangiferina, para que el método
se considere especifico.

Linealidad

Para evaluar la linealidad se realizé el modelo de 2 determinaciones para 6
concentraciones diferentes (0,05; 0,15; 0,20; 0,25; 0,35y 0,50 mg/mL) de
mangiferina sustancia de referencia, lo que representa un rango de analisis del 25
al 250 % de la concentracion tedrica de analisis igual al 100 % de analito (0,20 mg/mL).
Se calcularon los parametros asociados a la ecuacion de la recta y= bx + a: el
coeficiente de correlacion (r), el coeficiente de determinacidn (r?), la probabilidad
(p) asociada al valor de F del modelo, la probabilidad (p) asociada a la prueba de la
t de Student del intercepto y el coeficiente de variaciéon de los factores de respuesta.

Precision

La precisién del método se evalué mediante el estudio de la repetibilidad y la
precisidon intermedia. La repetibilidad se estudid sobre la base de 6 determinaciones
independientes de placebo cargado con mangiferina sustancia de referencia a la
concentracién equivalente al 100 %. Se determinaron los valores medios, la
desviacion estandar y el coeficiente de variacion de la respuesta para n= 6. El
estudio de precision intermedia se realizé repitiendo este procedimiento por otro
analista en dias diferentes. Se tomaron los datos experimentales de ambos
analistas y se determiné el coeficiente de variacion global (n= 12).

Exactitud

Como el objetivo del método es la valoracién de un compuesto mayoritario en una
formulacién de producto terminado, se empled el procedimiento de aplicar el método
EC a 6 muestras independientes de placebo cargado con una cantidad conocida de
mangiferina sustancia de referencia. Se determiné el por ciento de recobrado, el
intervalo de confianza para el recobrado y la prueba de la t de Student para
determinar diferencias significativas entre la recuperacién media y el 100 %.

RESULTADOS

Durante el estudio de especificidad se compararon los perfiles de separacién de la
mangiferina, el IFA VIMANG®, el placebo y la tableta VIMANG® 300 mg (Fig. 1).
Como se observa en el electroferograma correspondiente a la muestra placebo no
se obtiene ninguna sefal en la zona de interés, alrededor de los 7 min, al ser
comparado con los electroferogramas obtenidos para la sustancia de referencia, el
IFA y la tableta. Por otra parte, la figura 2 muestra la comparacién del perfil de
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separacion de la sustancia de referencia con los perfiles de separacién del placebo
sometido a condiciones drasticas de degradacién acida y basica; puede observarse
que en las muestras de placebo degradado aparecen picos adicionales, pero
alejados de la zona de interés.
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Fig. 1. Resultados del estudio de especificidad. Camparacian de
los perfiles de separacion de la sustancia de referencia
mangiferina, el placebo, el IFA YIMAMNG® v |3 tableta YIMANG®

200 mg.
mall
100+
t=lng
GiH
Placeho -y —
4H Degradacion acida l . - _.:jtt
Degradacion basica r
24 J
Mangiferina ) L_
04
0 z 4 & 8 10
rmin

Fig. 2. Resultados del estudio de especificidad. Comparacion de
los perfiles de separacion del placebo sometido a degradacian
acida vy basica v de la sustancia de referencia mangiferina.
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En el estudio de linealidad se obtuvo la ecuacidn de regresion de la recta expresada
segun: y= 371,7 x - 4,5. El coeficiente de correlacién fue r= 0,9979 y el coeficiente
de determinacion fue r’= 99,58 %. La probabilidad (p= 0,0000) asociada al valor
de F del modelo fue mucho menor que 0,05, por lo que el valor de la pendiente "b"
fue significativamente diferente de cero. La probabilidad (p= 0,0689) asociada a la
prueba de la t de Student del intercepto es mayor que 0,05 por lo que se acepta
que el intercepto (- 4,5) no difiere de cero. El coeficiente de variacion de los
factores de respuesta fue de 4,51 %.

Los resultados del estudio de precision (repetibilidad y precision intermedia) del
método propuesto se muestran en la tabla 1. En el estudio de repetibilidad, los
valores de coeficiente de variacién obtenidos (n= 6) fueron 1,07 % para el analista
1y 1,86 % para el analista 2. En el caso de la precision intermedia, el coeficiente
de variacion global (n= 12) fue de 1,46 %.

Tabla 1. Resultados del estudio de precision

Repetibilidad Precisidn intermedia
gl &nalista 1 Analista 2
Conc, (mg/mL) | Conc, (rmgfmL)
1 0,1844 0,1871
2 0,1872 0,1820
3 0,1847 0,1836 Malobal= 12
Media= 0,1855 mog/mL

4 0,1850 0,1829 CWglobal= 1,46 %
] 0,1827 0,1898
& 0,1843 0,1896
Media 0,1853 0,1258
Chin=zg (%) 1,07 1,86

n: numero de determinaciones; Conc.: concentracidn de mangiferina
determinada; CV: coeficiente de variacidn,

Tabla 2. Resultados del estudio de exactitud

f Conc, medida | Conc. tedrica Fecobrado

(mg/mL} (mg/mL} (%)

1 0,18446 0,18326 100,56

2 0,1872 0,1217 103,03

3 0,1847 o,1872 03,65

4 0,1330 0,1380 100,02

5 0,1827 0,1226 99,52

] 0,13432 0,1254 09,42
Media 100,20
DE 1,53
) 1,52
teab 2,971
Laup 0,228
Intervalo

de onfianza 08,00-101,81
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Los resultados del estudio de exactitud (tabla 2) muestran que la media (n= 6) de
por ciento de recobrado fue de 100,20 %, el intervalo de confianza fue de 98,60 a
101,81 % vy la t experimental fue de 0,328.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en el estudio de especificidad (figs. 1 y 2) demuestran que
los excipientes de la formulacion de tabletas VIMANG® o sus productos de
degradacioén no interfieren en la determinacion del marcador mangiferina en
tabletas VIMANG® 300 mg.

En el estudio de linealidad se encontrd que los coeficientes de correlacién y
determinacién fueron superiores a los exigidos, 0,99 y 0,98 respectivamente.
valor obtenido del coeficiente de variacién de los factores de respuesta fue inferior
a lo exigido (5 %) y el intercepto no difiere significativamente de cero.'!'*? De esta
manera se demuestra la linealidad del método.

11,12

Los resultados obtenidos en el estudio de precision mostraron valores de coeficiente
de variacion para la repetibilidad y la precision intermedia inferiores a 2,0 % que es
la variabilidad permitida para métodos cromatograficos.'**? Por lo anterior, se
demuestra que el método es preciso.

Los resultados obtenidos en el estudio de exactitud muestran que el por ciento de
recobrado medio obtenido (100,20 % para n= 6) no difiere del 100 % ya que su
intervalo de confianza incluye el 100 % y en la prueba de significacién se obtuvo
una t experimental menor que la t tabulada. Estos resultados demuestran la
capacidad del método de brindar resultados cercanos al valor verdadero por lo que
se considera que es exacto.!!*?

En conclusién, el método analitico de electroforesis capilar de zona desarrollado
para la cuantificacion de la mangiferina en la tableta VIMANG® 300 mg, es
especifico, lineal, preciso y exacto. Este método constituye una alternativa
ventajosa al método CLAR establecido con anterioridad en el laboratorio, teniendo
en cuenta el bajo consumo de disolventes, alta eficiencia de separacién,
disminucién del tiempo de andlisis y facil lavado de las columnas capilares.
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