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RESUMEN

Introduccion: La enfermedad de Alzheimer es la primera causa de demencia en el
mundo y afecta al cerebro humano de forma irreversible; para su tratamiento se
emplea el medicamento memantina clorhidrato en las etapas moderada y grave.
Objetivo: Validar un método analitico para la cuantificacién de memantina
clorhidrato con el fin de obtener resultados seguros y confiables en condiciones del
clima tropical humedo aplicando modificaciones.

Métodos: Se emple6 un método por cromatografia de gases con detector de
ionizacion de llama, columna de 50 m x 0,32 mm, relleno G27 de 0,52 pm, helio como
gas de arrastre con velocidad de flujo de 4,0 mL/min, temperatura del inyector a 220
°C, temperatura del detector a 300 °C, volumen de inyeccién de 1 pL. La memantina
clorhidrato se disolvié en un medio basico para su posterior extraccion con hexano
y se cuantific6 con adamantano como estandar interno. Se evaluaron los

parametros de especificidad, linealidad, exactitud, precisién y robustez.

() ev-ne | Esta obra estd bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES



https://orcid.org/0000-0001-9845-4438
https://orcid.org/0000-0002-6184-1458
mailto:wilmer.tamayo@correounivalle.edu.co

eCiMED

/A EDITORIAL CIENCIAS MEDICAS

Resultados: El método fue lineal, con un coeficiente de correlacion de 0,999942, un
coeficiente de determinacion de 0,999885 y un coeficiente de variacion de los
factores de respuesta de 0,7 %, las varianzas no difirieron significativamente en el
intervalo de concentraciones evaluados en la linealidad y exactitud, en este ultimo
se obtuvo una cantidad promedio recuperada de memantina clorhidrato de 101,4 %,
el coeficiente de variacién de la precision instrumental fue de 0,7 % y la precision
intermedia cumplié segun los criterios establecidos con una significancia de 0,05.
En la especificidad no se observaron interferencias de picos adicionales en el
tiempo de retencién del pico principal del principio activo y ninguna de las
variaciones realizadas al método analitico demostraron ser criticas.

Conclusiones: El método analitico validado por cromatografia de gases para la
cuantificacion de la memantina clorhidrato, con las modificaciones realizadas
respecto al método es especifico, lineal, exacto, preciso y robusto en el intervalo de
concentraciones utilizadas para su aplicacién en el control de la calidad en
condiciones del clima tropical humedo.

Palabras clave: validacién; memantina clorhidrato; cromatografia de gases.

ABSTRACT

Introduction: Alzheimer's disease is the leading cause of dementia in the world and
affects the human brain irreversibly; the drug memantine hydrochloride is used for
its treatment in the moderate and severe stages.

Objective: To validate an analytical method for the quantification of memantine
hydrochloride in order to obtain safe and reliable results in humid tropical climate
conditions by applying modifications.

Methods: A gas chromatographic method with flame ionization detector, 50 m x
0.32 mm column, 0.52 pm G27 packing, helium as carrier gas with flow rate of 4.0
mL/min, injector temperature at 220 °C, detector temperature at 300 °C, injection
volume of 1 uL was used. Memantine hydrochloride was dissolved in basic medium

for subsequent extraction with hexane and quantified with adamantane as internal
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standard. The parameters of specificity, linearity, accuracy, precision and
robustness were evaluated.

Results: The method was linear, with a correlation coefficient of 0.999942, a
coefficient of determination of 0.999885 and a coefficient of variation of the
response factors of 0.7%, the variances did not differ significantly in the range of
concentrations evaluated in linearity and accuracy, in the latter an average recovered
amount of memantine hydrochloride of 101.4% was obtained, the coefficient of
variation of the instrumental precision was 0.7% and the intermediate precision met
according to the established criteria with a significance of 0.05. In specificity, no
additional peak interferences were observed in the retention time of the main peak
of the active principle and none of the variations made to the analytical method
proved to be critical.

Conclusions: The validated analytical method by gas chromatography for the
quantification of memantine hydrochloride, with the modifications made with
respect to the method is specific, linear, accurate, precise and robust in the range of
concentrations used for its application in quality control in humid tropical climate
conditions.

Keywords: validation; memantine hydrochloride; gas chromatography.
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Introduccion

En el informe mundial(” sobre alzhéimer se estimé que habria mas de 50 millones
de personas con demencia en todo el mundo para 2019, una cifra que aumentara a
152 millones para 2050. Actualmente, la enfermedad de Alzheimer (EA) es la
primera causa de demencia en el mundo, se caracteriza por el declinar progresivo e
irreversible de funciones cognitivas y de la conducta humana que afecta la calidad
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de vida de los pacientes, familiares y cuidadores.(2®) Para su tratamiento se emplea
la memantina clorhidrato en las etapas moderada y grave,® la cual es, ademas, un
potencial medicamento en el trastorno del espectro autista pediatrico (TEA).*)

A través de los afios, la industria farmacéutica ha ganado un papel de vital
importancia en la sociedad, lo cual le impone a la vez una maxima responsabilidad
social por los medicamentos de uso humano. La necesidad de métodos analiticos
confiables de los laboratorios constituye una exigencia desde el punto de vista
normativo a nivel nacional e internacional,® para lo cual la validacion es una etapa
fundamental, porque es la forma de obtener pruebas documentadas de que un
método ofrece consistentemente resultados exactos, precisos y reproducibles.®)
Las validaciones se hacen con frecuencia para ingredientes activos, productos
terminados, ensayos de disolucion e impurezas(”) por diferentes técnicas analiticas,
tales como espectrofotometria UV-Vis,® potenciometria, cromatografia en capa
fina de alta resolucion (HPTLC) y cromatografia liquida/gaseosa acopladas a
diferentes detectores. Estas ultimas aprovechan la gran selectividad del método;
algunos ejemplos: desarrollo de un método analitico para la determinacion de
sustancias relacionadas y productos de degradacion de cabotegravir utilizando
principios analiticos de calidad por disefio,® un método verde de cromatografia de
capa delgada de alto rendimiento para la determinacion de cafeina en bebidas
energéticas comerciales y formulaciones.(1917)

El objetivo de este trabajo fue validar un método analitico para la cuantificacién de
memantina clorhidrato con el fin de obtener resultados seguros y confiables en

condiciones del clima tropical humedo aplicando modificaciones.

Métodos

La validacién del método tuvo como base las recomendaciones para analisis de la
materia prima descrita en la farmacopea (USP-NF2021)("2 con algunas

modificaciones al procedimiento. Se utiliz6 un método por cromatografia de
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gases/FID, columna de 50 m x 0,32 mm, relleno G27 de 0,52 ym, helio como gas de
arrastre con velocidad de flujo de 4,0 mL/min, temperatura del inyector a 220 °C,
temperatura del detector a 300 °C, volumen de inyeccion de 1 pL, relacion de
particién 1:50 y temperatura del horno: 50 °C a 5 °C/min, 145 °C a 10 °C/min y 250
°C por 20 min. Se evaluo la solucién estandar para la aptitud del sistema: asimetria
maxima 2,0 para memantina y adamantano y desviacion estandar relativa de no mas
de 2,0 % para el cociente entre las areas de los picos de memantina y adamantano.
Se prepararon estandares de referencia y muestras de memantina HCl a una
concentracion de trabajo de 4,0 mg/mL en balén de 50 mL, se disolvié en hidréxido
de sodio 1 N, luego se extrajo la memantina base agregando el compuesto
adamantano en hexano como estandar interno con una concentracién de 4,0
mg/mL, se tapd y agité durante 25 minutos en agitador mecanico a una velocidad
de 600 rpm, se dejo que las capas de las fases se separaran. Posteriormente se
deshidrataron 10 mL de la capa superior pasandolos a través de una jeringa que
contenia 1 g de sulfato de sodio anhidro. Se emple¢ el filtrado transparente para su
inyeccion de 1 L en el cromatodgrafo de gases Agilent 7890A.

Las modificaciones realizadas respecto al método oficial fueron:

- Reduccién de la cantidad de estandar de referencia (60 mg/15 mL) necesaria
sin modificar la concentracion final.
- Cambio del tipo y tiempo de agitacion para la extraccién de la memantina.

- Forma de deshidratar la fase organica posterior a la extraccion.

Validacion del método analitico
Especificidad: Se analiz6 el ingrediente farmacéutico activo (IFA) muestra de control
de memantina HCI sin degradar, muestras sometidas a condiciones de degradacién
forzada, como hidrélisis acida (HCI 1 N, 60 °C por 60 min), hidrélisis alcalina (NaOH
1N, 60 °C por 60 min), oxidacién (H202 al 30 %, 60 °C por 60 min), fotdlisis (254 nm
por 24 horas) y sus respectivos diluentes sometidos a iguales condiciones de

degradacion. Debido a que no se observé degradacion a las condiciones iniciales,
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se prepararon nuevas muestras sometiéndolas a condiciones de degradacion mas
intensas para la hidrélisis alcalina (NaOH 3 N, 80 °C por 120 min) y oxidacion (H202
al 30 %, 80 °C por 120 min) junto con sus respectivos diluentes. Se determiné el
contenido de memantina HCI en porcentaje y la posible generacién de productos de
degradacion o impurezas que interfirieran en su cuantificacion.

Linealidad del sistema: Se prepararon muestras de memantina HCL para obtener con
un intervalo cinco concentraciones: 50, 75, 100, 125y 150 % de la concentracién de
trabajo analizandose por triplicado cada nivel de concentracién. La linealidad se
establecié por medio de la regresion lineal para obtener la ecuacion de la recta de
las respuestas obtenidas a las diferentes concentraciones de trabajo, se determiné
el coeficiente de correlacion, coeficiente de determinacioén, anélisis de la varianza
de la regresion lineal (ANOVA) y test de linealidad.

Exactitud: Para el estudio de este parametro se analizaron muestras de memantina
HCL por triplicado en niveles equivalentes al 75, 100 y 125 % de la concentracién de
trabajo o del valor tedrico declarado, se determiné el promedio del porcentaje de
recuperacion por cada uno de los niveles de concentracion, coeficiente de variacién
(CV) por nivel y el CV global, ademas se realizé andlisis de la varianza para
determinar si el factor de concentracién tiene alguna influencia en los resultados
obtenidos.

Precision del sistema: Se analizé una solucidon estandar a una concentracién de
trabajo de 4,0 mg/mL y se inyecto 6 veces en el equipo cromatdgrafo de gases/FID
para hallar la variabilidad de respuesta del equipo instrumental, se determiné el CV.
Precision intermedia: Se realizé la misma cuantificacion por dos analistas, en dos
dias diferentes, en el mismo laboratorio. Cada analista preparé estandares de
referencia por duplicado y 6 muestras de memantina HCL con concentracion real de
4,0 mg/mL. De los resultados, se determin6 el promedio de los porcentajes de
memantina HCL, los CV individuales y globales de analisis para llevar a cabo el

analisis de la varianza.
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Robustez: Se realizaron variaciones razonables en las condiciones cromatograficas
del método (ver tabla 1). El estudio de robustez se llevé a cabo modificando un

factor a la vez y las muestras se analizaron por triplicado.

Tabla 1 - Cambios propuestos para evaluar la robustez del método cromatografico

Variables a
Valores por debajo de parametros Valores por encima de parametros

analizar
Temperatura del 40°Ca5°C/min,145°Ca 10 °C/miny 60 °Ca5°C/min,145°Ca10°C/miny
horno 200 °C por 23 min 300 °C por 17 min
Velocidad de flujo 3,5 mL/min 4,5 mL/min
Relacion de

o 1:30 1:70
particion

Se determiné el contenido de memantina clorhidrato y su CV; asimismo, se llevo a
cabo el analisis de la varianza a cada una de las variaciones propuestas y se

verificaron los requisitos de aptitud del sistema en funcionamiento.

Resultados

Especificidad
En los cromatogramas obtenidos ninguna de las sefiales correspondiente al diluente
de preparacién de muestras, estandar interno, hexano presentaron sefal al tiempo
de retencion de la memantina. No se presentaron picos correspondientes a
productos de degradacién o impurezas en todo el rango evaluado que interfirieran
con su cuantificacion, la metodologia analitica fue capaz de identificar la molécula
inalterada. En la figura 1 se muestran los cromatogramas de gases

correspondientes al estandar de referencia, IFA control y su diluente.
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Fig. 1 - Cromatogramas de gases de: A) estandar de referencia, B) IFA control, C) diluente.

Los resultados obtenidos de las muestras sometidas a degradacion fueron: 100,1 %
y 99,5 % para la hidrolisis alcalina; 100,1 % y 100,3 % para oxidacién; 100,3 % para
fotdlisis y 0 % para hidrdlisis acida. En la figura 2 se muestran los cromatogramas
de gases de las muestras de memantina HCl sometidas a condiciones de

degradacion forzada: hidrolisis acida y alcalina, oxidacion y fotdlisis.
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Fig. 2 - Cromatogramas de gases correspondientes a las muestras de memantina HCI
sometidas a:

D) hidrdlisis acida, E) hidrdlisis alcalina, F) oxidacion y G) fotolisis.

Linealidad del sistema
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En el estudio del parametro de la linealidad del sistema (fig. 3A) se obtuvo la recta
de regresion lineal Y = 0,184x-0,00924, con coeficiente de correlacién = 0,999942,
coeficiente de determinacion = 0,999885 y un CV de los factores de respuesta = 0,7
%. El grafico de distribucion de los residuos (fig. 3B) mostré una dispersién aleatoria
alrededor de la linea del cero, los valores experimentales de t de Student para el
intercepto y la pendiente (4,00 y 336,11, respectivamente) fueron mayores que el
valor tabulado (t wab = 2,16), el valor de Cochran G exp = 0,32 fue menor al G b = 0,68
y el valor de Fisher F e = 112972,37 fue mayor al F wb = 4,67, todo con una

significancia de 0,05.
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Fig. 3 - A) curva de calibracion de la linealidad del sistema, B) distribucién de los residuos.
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Exactitud

En la tabla 2 se presentan los resultados del estudio de exactitud de medicion.

Tabla 2 - Datos experimentales obtenidos para la determinacion de exactitud del método

Nivel de concentracion Cantidad promedio Promedio total (%) / CV Promedio nivel
recuperada % (%)

de memantina HCI, %

75 % 101,2 101,4/03 759
100 % 101,4 101,4
125 % 101,6 1271
Ho: la varianza es Valor p: 0,82 Valor p referencia (Significancia): 0,05
homogénea Valor Cochran: 0,48 Valor Cochran de referencia: 0,87
Ho: el % recuperado Valor p: 0,16 Valor p referencia (Significancia): 0,05
promedio en todos los Valor F: 2,56 Valor F de referencia: 5,14

niveles es igual

Precision del sistema y precision intermedia
La precision instrumental determinada por el CV de las areas de memantina HCl fue
de 0,7 %. En la precisién intermedia se obtuvo para cada analista un promedio de
101,5 %y 101,2 % con CV de 0,6 % y 0,3 %, respectivamente; el promedio de las 12
muestras de memantina HCI| fue de 101,3 % y un CV de 0,5 %, los valores
experimentales de p y Fisher fueron 0,26 y 1,41, respectivamente frente a los valores

tabulados de 0,05y 4,96 con una significancia de 0,05.

Robustez

En la determinacion de robustez, los resultados del contenido de memantina HCI
estuvieron dentro del rango (98,0 %-102,0 %) y su promedio fue de 101,3 %, con un

CV de 0,3 %; los valores experimentales de Fisher fueron menores que 18,51, los
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requisitos de aptitud del sistema se cumplieron en cada una de las variaciones de

las condiciones cromatograficas del método analitico.

Discusion

En la evaluacion de la especificidad las respuestas de las muestras de memantina
HCl no presentaron cambios considerables aun cuando se sometieron a
condiciones de degradacion mas fuertes en medio alcalino y de oxidacion. Con los
resultados obtenidos fue posible determinar que la molécula de memantina HCl es
bastante estable a las diferentes condiciones de degradacion a la que fue sometida,
no hay interferencia con los picos de interés ni se presentan sefiales adicionales en
los cromatogramas en todo el rango de estudio. En las muestras de la hidrélisis
acida no se observa la sefal correspondiente a memantina, debido a que la amina
se protona en el acido clorhidrico acuoso, cambiando su solubilidad y formandose
la sal de la amina, la cual se disuelve en la fase acuosa.('® La resolucion entre los
dos picos de interés es de 70, lo que indica que el método usado tiene la capacidad
cromatografica de separar las moléculas. En cromatograma del diluente no se
detecta senal al tiempo de retencion de la memantina, lo cual descarta un error
sistematico en cada analisis a causa del diluente utilizado. Con los resultados
obtenidos se determina que la respuesta del método analitico es unicamente
proporcionada por la memantina HCl y el adamantano, sin interferencias en la sefial
a causa de productos de degradacion.

Con los valores de coeficientes de correlacion y de determinacién (0,999942 y
0,999885) obtenidos en la linealidad se asegura que hay un alto grado de relacion
proporcional entre la concentracion de la memantina HCl y el cociente de las areas
obtenidas como respuesta del equipo instrumental (fig. 3A). El coeficiente de
variacion de los factores de respuesta demuestra que estos son semejantes entre
si en todo el intervalo de estudio. El andlisis de los residuos (fig. 3B) sugiere una
distribucion normal sin ningun tipo de tendencia y con una dispersién aleatoria
alrededor de la linea del cero, ello indica que el ajuste por minimos cuadrados es el
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mejor modelo para describir el comportamiento de los datos, esto ultimo
corroborado por medio del analisis de varianza de la regresion lineal. La evaluacion
de la pendiente mediante el test de t de Student permite comprobar que existe una
pendiente significativamente distinta de cero y su respuesta aumenta de manera
proporcional con el aumento de la concentracion, para el intercepto se rechaza la
hipétesis nula, lo cual indica que a este nivel de significancia, el intercepto presenta
una diferencia significativa o es estadisticamente diferente de cero. El cumplimiento
del test de Cochran deja claro que las varianzas no difieren significativamente a lo
largo del intervalo de concentraciones.

La homogeneidad de varianzas no difiere significativamente entre los niveles de
estudio para la exactitud, con el tratamiento estadistico se determina que el
promedio del porcentaje recuperado en todos los niveles es igual y que el factor de
concentracion no influye en la variabilidad de los resultados.

La repetibilidad instrumental demuestra que el sistema instrumental opera con una
precision adecuada y que al momento de cuantificar los resultados son confiables.
En la precisidon intermedia no se observa una diferencia significativa de los
porcentajes promedios de memantina HCl de cada analista, el conjunto de
resultados permite asegurar que el método analitico es preciso cuando se aplica en
diferentes dias de analisis y por distintos analistas.

El promedio del contenido de las muestras de memantina HCI de las modificaciones
realizadas en la robustez junto con el coeficiente de variacion avalan el hecho que
ninguna de las variaciones realizadas son criticas, por lo que no se consideran
parametros sensibles y se puede trabajar en el rango de las modificaciones de
estudio sin que se vea afectada la reproducibilidad del método y donde se mantiene
de igual forma la aptitud del sistema.

En conclusion, el método analitico validado por cromatografia de gases para la
cuantificacién de la memantina HCI con las modificaciones realizadas respecto al
método es especifico, lineal, exacto, preciso y robusto en el intervalo de
concentraciones para su aplicacion en control calidad en condiciones del clima

tropical humedo.
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