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ESPECIFICACIONES TECNICAS

Validacion de un método por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) para la determinacion de ivabradina en comprimidos

Validation of a high resolution liquid chromatography method (HPLC) for
the determination of ivabradine tablets

*Roig C', Gauto G, Ibarrola N', Duarte M’, Monges L!, Romero D!, Riva A"

Departamento de Investigacién & Desarrollo - Laboratorio de Productos ETICOS
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RESUMEN

Se presentan los resultados obtenidos en la validacién de un método analitico por
cromatografia liquida de alta resolucién, para la determinacién de ivabradina en
comprimidos, el cual se disefié para identificar y cuantificar a dicho analito, con la
utilizacion de una columna RP-18 (150 x 4,6 mm) 5 um y un detector UV-Vis a una A:
285 nm. Dicho método se empleara para el control de la calidad y estabilidad de
ivabradina comprimidos. El método fue validado siguiendo una metodologia de trabajo de
acuerdo a los lineamientos de la Conferencia Internacional sobre Armonizacién de
Requisitos Técnicos para el Registro de Medicamentos de uso humano, Validacion de
procedimientos analiticos (ICH Q2), obteniendo los siguientes resultados: linealidad (r* =
0,999), precision Desviacion estandar relativa (DSR) = 0,67 % para comprimidos del lote
piloto y DSR=0,31% para comprimidos del lote comercial) y exactitud recuperacion
media=100,2%, demostrando de esta manera que el método propuesto es aplicable a la
dosificacion de ivabradina en comprimidos, tanto en el analisis del producto terminado
como en los estudios de estabilidad.

ABSTRACT

We present the results obtained in the validation of an analytical method, performed by
high resolution liquid chromatography for the determination of ivabradine in tablets,
which was designed to identify and quantify this analyte using an RP-18 (150 x 4.6 mm)
5 um column and a UV-Vis detector at A: 285 nm. This method will be used to control the
quality and stability of ivabradine tablets. The method was validated using a work
methodology that followed the guidelines of The International Conference on
Harmonization of Technical Requirements for the Registration of Pharmaceuticals for
Human Use, Validation of Analytical Procedures (ICH Q2). The following results were
obtained: linearity (r2 = 0.999), precision Relative Standard Deviation (RSD) = 0.67 for
pilot lot tablets and RSD = 0.31% for commercial lot tablets and accuracy, mean recovery
= 100.2% thus demonstrating that the proposed method is applicable to the dosage of
ivabradine in tablet form, both in the finished product analysis as in the stability studies.

INTRODUCCION

La ivabradina denominada segun IUPAC como 3 - [3 - ({[(7S) -3, 4-dimetoxibiciclo
[4.2.0] octa-1, 3, 5-trien-7-il] metil}(metil)amino) propil] -7, 8-dimetoxi- 2,5-dihidro-1H-
3-benzacepin-4-ona con CAS number 155974-00-8 estd clasificada como agente
cardiotdnico.

La ivabradina disminuye la frecuencia cardiaca debido a una inhibicion selectiva vy
especifica de la corriente If del marcapasos cardiaco, que controla la despolarizacion
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diastdlica espontanea en el nédulo sinusal y regula la frecuencia cardiaca. Los efectos
cardiacos son especificos del nddulo sinusal, sin efecto sobre los tiempos de conduccidon
intraauricular, auriculoventricular o intraventricular, ni sobre la contractilidad miocardica
ni sobre la repolarizacién ventricular (1,2). La ivabradina también puede interaccionar con
la corriente Ih retiniana, por lo que interviene en la resolucidén temporal del sistema visual
restringiendo la respuesta de la retina a los estimulos luminosos brillantes. En
circunstancias propicias (cambios bruscos de luminosidad), la inhibiciéon parcial de la
corriente Th por la ivabradina origina los fendmenos luminosos o fosfones que pueden
experimentar ocasionalmente los pacientes. El descenso de la frecuencia cardiaca con
ivabradina es de aproximadamente 10 Ipm (latidos por minuto) en reposo y durante el
esfuerzo, por lo que se produce una reduccidon del trabajo cardiaco y del consumo
miocdardico de oxigeno. Su absorcion es rapida y casi completa tras su administracién oral
y alcanza su pico plasmatico en aproximadamente 1 hora cuando se administra en ayunas
(3,4).

Si bien existen métodos analiticos validados que emplean cromatografia liquida (LC)
con deteccidn fluorimétrica y con deteccion mediante espectro de masas para cuantificar
la ivabradina en la orina y plasma (5,6), no es facil encontrar en la bibliografia una
metodologia analitica de facil aplicacion que permita la identificacién vy cuantificaciéon de
ivabradina en comprimidos de liberacion inmediata; es por esta razon que este trabajo
propone un método preciso, especifico, exacto y confiable que permita dosificar
ivabradina en esta forma farmacéutica. El objetivo del presente trabajo fue validar un
método que emplea cromatografia liquida para la identificacion y dosificacion de
ivabradina en comprimidos de liberacién inmediata siguiendo los lineamientos
establecidos por la Conferencia Internacional sobre Armonizacion de Requisitos Técnicos
para el registro de productos farmacéuticos de uso humano, validacién de procedimientos
analiticos (ICH Q2).

MATERIALES Y METODOS
Equipamientos

Se empled un cromatadgrafo liquido de alta resolucion- HPLC — WATERS (2695), detector
con arreglo de diodos (DAD) — WATERS PDA 2996, inyector automatico WATERS, horno
para columnas WATERS y SOFTWARE de procesamiento de datos EMPOWER ™. Se utilizd
material volumétrico aforado marca BRAND; Balanza analitica OHAUS modelo AR 1140
+ 0,1 mg; pH metro oakton pH/con S10 Series y estufa Cole Palmer.

Reactivos y soluciones

Los reactivos empleados fueron: fosfato di basico de amonio (Merck), acetonitrilo grado
HPLC (Merck), metanol grado HPLC (Merck), tetrahidrofurano grado HPLC (JTBaker),
buffer fosfato di basico de amonio pH 7.3: se pes6 1.32 g de fosfato dibasico de amonio
y se llevd a un matraz aforado de 1000,0 ml. Se agregé 800 ml de agua destilada
calidad HPLC. Fue ajustado el pH a 7.3 con &cido fosforico (1:5) y se llevé a volumen de
1000 ml con agua destilada calidad HPLC.

La fase movil utilizada estuvo compuesta por un buffer fosfato dibasico de amonio pH
7.3: acetonitrilo: metanol: tetrahidrofurano en una relaciéon (550:315:112.5:22.5),
materia prima ivabradina clorhidrato y la referencia de trabajo fueron suministrados por
Ind-Swift Laboratories Limed (Chandigarh, India) y los comprimidos de ivabradina
utilizados fueron suministrados por el Laboratorio de Desarrollo Galénico de Laboratorios
ETICOS CEISA - Paraguay.
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Procedimiento

Preparacion de la solucion de referencia: En un matraz aforado de 50 ml se pesd 25
mg de IVABRADINA HCI REF. Se disolvid y llevé a volumen con FASE MOVIL. Se tomé 2
ml de la soluciéon anterior y se llevd a matraz aforado de 10 ml, se diluyd y llevd a
volumen con Fase Mévil. Para Filtrar se utiliz6é membrana de Nylon de 0.45 ym. (Conc.:
100 pg/mil).

Condiciones cromatograficas: Los desarrollos cromatograficos se realizaron empleando
una Columna Gemini C-18 (150 x 4,6 mm) 5 um S/N: 462044-1 y S/N: 462460-3, un
detector UV-Vis a una longitud de onda de 285 nm, un flujo de 1 ml/min, inyectandose
10 pL en cada corrida.

Parametros a ser validados

Los parametros a estudiar se seleccionaron en funcion de las caracteristicas y de los
objetivos del método analitico utilizado y el rango de concentraciones en que se analizo la
ivabradina en los comprimidos (7,8).

Linealidad

Se determind la linealidad del método empleando concentraciones del analito en el
rango 50 % a 150 % de la concentracion propuesta para la determinacion de ivabradina
en el comprimido. Las determinaciones de cada una de las soluciones se realizaron por
triplicado. El criterio de aceptacion o rechazo de la linealidad del método se basé en el
calculo del estadistico de student (t).

Exactitud

La exactitud del método se evalud preparando tres muestras de comprimidos cuya
concentracion de ivabradina era conocida y correspondia al 80, 100 y 120% de la
cantidad declarada de ivabradina por comprimido. Cada muestra se analizd por triplicado,
determinando en cada caso la recuperacion del analito empleando la metodologia
analitica propuesta. Utilizando una matriz de 3 x 3 se determind la recuperacion media,
la desviacion estandar del método y el estadistico F. El criterio de aceptacion o rechazo
utilizado se basé en el valor medio de la recuperacion y en el célculo del estadistico F.

Precision

Para este ensayo se selecciond un lote comercial y otro lote piloto elaborado por el
Departamento de Investigacion & Desarrollo (I&D), con el cual se procedio de la siguiente
forma, fueron analizadas 6 muestras de productos.

Preparacion de las muestras: Se pesaron no menos de 20 comprimidos y se determino
su peso medio. Se procedié a molerlos en polvo fino en un mortero. En un matraz aforado
de 50 ml se pesd el equivalente a 5 mg de ivabradina, se agreg6é 35 ml de fase movil y
se llevo a bafio de ultrasonido durante 20 min. Una vez que alcanzé la temperatura
ambiente y se llevd a volumen con fase mévil. Se agitd y filtré por membrana de Nylon de
0.45 pym. (Conc: 100 pg/ml). Se determind la desviacion estéandar relativa (DSR) entre
las concentraciones obtenidas en los analisis.

Especificidad

Para el estudio de este parametro se prepard una solucidon de referencia (solucion de
trabajo) a partir de la cual, se realizaron otras soluciones y estas fueron sometidas a
condiciones de degradacion acida, alcalina, oxidante, reductora, térmica y fotolitica. Las
soluciones que se obtuvieron fueron inyectadas en el HPLC en las condiciones descriptas
en el método y se evalud la capacidad del sistema para separar el analito principal de los
productos de degradacion o impurezas.
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Adecuacioén del sistema

Para el estudio de este parametro se analizd con 5 muestras de un lote. La preparacion
de las muestras y las soluciones de referencia se realizé como se indica en el parametro
de exactitud. En los cromatogramas obtenidos se determind el factor de cola (T), la
eficiencia de la columna (N), la resolucién (R) y la precisién de la inyeccion (DSR). Los
calculos se realizaron con las siguientes formulas:

2% (t2 - ty)

R =
W1 + W»
Donde:

t, = tiempo de retencidn del analito 2 (en min)
t; = tiempo de retencion del analito 1 (en min)
w; = ancho de pico del analito 1 (en mm)
w, = ancho de pico del analito 2 (en mm)

N= 6 t)?
w
Donde:

t = tiempo de retencién del analito (en min)
w = ancho de pico del analito (en mm)

Wo,05

T =
f
Donde:
F = distancia del centro al costado izquierdo del pico al 5% de altura (en mm)
Wo,0s = ancho de pico del analito en 5% de la altura del pico (en mm)

RESULTADOS

Como resultado del analisis de la linealidad del método analitico se obtuvo un valor de
coeficiente de correlacién r?> = 0.9994 y t calculado = 90.50 en el siguiente rango de
trabajo 50 - 149 ug/ml, (figura 1)

Linealidad
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Figura 1. Curva de calibracién de ivabradina
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Los analisis estadisticos se visualizan en las tablas 1, 2 y en la figura 2.

Tabla 1. Linealidad, Estadistica de la regresién
Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacién multiple 0,9998
Coeficiente de determinacion R~2 0,9995
R~2 ajustado 0,9994
Error tipico 9064,8325
Observaciones 6

Tabla 2. Linealidad, Anélisis de Varianza

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de .
libertad cuadrados los cuadrados F Valor critico de F
Regresion 1 6,73012E+11 6,73012E+11 8190,36 8,937E-08
Residuos 4 328684752,7 82171188,18
Total 5 6,7334E+11
L. ;. /oy - . . Inferior Superior
0, 0,

Coeficientes Error tipico Estadistico t  Probabilidad Inferior 95% Superior 95% 95,0% 95,0%
Intercepcidn 3489,51 10679,01315 0,326763716 0,76023023 -26160,18 33139,2078 -26160,18 33139,2078
Variable X 1 9801913,57 108307,7117 90,50 8,937E-08 9501203,2 10102624 9501203,2 10102624
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Figura 2. Un cromatograma donde se observa un pico puro de ivabradina con un tiempo de
retencion de 5.015 min.
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Los resultados del analisis del parametro de exactitud se muestran en la tabla 3. En
donde se observan los porcentajes de recuperacion de las tres formulaciones distintas.

Tabla 3. Resultados de exactitud del método cromatografico

CAI:I/EI))AD Recuperacion 1 Recuperacion 2 Recuperacion 3
80.0 100.0 100.4 100.6
100.0 99.8 100.1 100.4
120.0 100.1 100.4 100.8

Recuperacion media: 100.2 %
DSR: 0.33 %

El analisis de los ensayos de precisién se presentan en las tablas 4 y 5 con valores de
DSR menores que los criterios de aceptacion establecidos (menor o igual que 5.50 %).

Tabla 4. Precision del método cromatografico del lote
proveido por Laboratorios ETICOS CEISA-Paraguay.

Ivabradina (mg/comp)

5,37
5,31
5,26
5,29
5,29
5,29
PROMEDIO 5.30 mg/comp

DSR 0.67 %

Tabla 5. Precision del método cromatografico del lote
proveido por Ind-Swift Laboratories Limited

Ivabradina (mg/comp)

4,95
4,94
4,96
4,94
4,98
4,96
PROMEDIO 4.96 mg/comp

DSR 0.31 %
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En el estudio del parametro de especificidad se observé que la ivabradina tiene una
resolucién mayor a 1,5 con los picos de productos de degradaciéon acida, basica, oxidante,
reductora, fotolitica débil y termolitica y se presenta puro en todos los ensayos de
degradacion forzada propuestos (tabla 6).

Tabla 6. Resultados de especificidad del método cromatografico.

AREA o
Yo AREA PUREZA DE PICO
PROCESO IVABEQIDINA ORIGINAL RESOLUCION o A HCl
Solucion tal cual 975778.5 100.0 % - CUMPLE
(referencia)
Hidrélisis acida 939765.5 99.6 % 13.71 CUMPLE
Hidrélisis basica 960787 99.4 % 13.60 CUMPLE
Oxidacién 821348 86.3 % 1.56, 12.39 CUMPLE
Reduccién 801318.5 98.2% 4.3, 4.68, 4.75 CUMPLE
Fotolisis fuerte 1016009 100.0 % ; CUMPLE
(Polvo de la referencia) ’
Fotélisis fuerte 976569.5 100.0 % ; CUMPLE
(Solucion de la referencia) ) ’
Fotolisis debil 961309.5 100.0 % - CUMPLE
(Polvo de la referencia)
(Sol'::":tig'r:sr':f‘::::"cia) 1013368 99.8 % 13.08 CUMPLE
Fotolisis debil 981511.5 100.0 % - CUMPLE
(Solucion referencia)
Termolisis o )
(Polvo de la referencia) 998329 100.0 % CUMPLE
Termolisis o )
(Solucion de la referencia) 281057 100.0 % CUMPLE
Termolisis 1032296 99.7 % 13.70 CUMPLE

(Polvo de referencia)

La tabla 7 detalla los valores obtenidos en la Adecuacion del sistema, en cuanto a factor
de cola (T no mayor a 1.5). La desviacion estandar relativa (DSR) entre inyecciones
sucesivas (no debe ser mayor a 2,0%). Y la eficiencia de la columna (no debe ser menor
a 4000 platos tedricos).

Tabla 7. Adecuacion del sistema

Eficiencia de la
columna (N)

Precision de la

inyeccién (SRD) Resolucion (R)

Determinacion Factor de cola (T)

Ivabradina 1.20 0.45 14 4800

CONCLUSION

Como resultado del analisis de la linealidad del método, dicho parametro cumplié con los
criterios de aceptacidon establecidos, y hubo una relaciéon lineal entre las concentraciones
estudiadas y las areas obtenidas para cada una.

La recuperacion media entre las 9 determinaciones fue de 100.2% la SRD de 0.33%.
Aplicando el test de ANOVA se obtiene un valor de F calculado = 2.63, mientras que el F
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critico para las condiciones de ensayo es 5.14, por lo tanto se puede considerar que el
método es exacto.

En el estudio de la precision del método para 6 determinaciones (repetitividad) se
encontraron desviaciones estandar relativas (DSR) menores a las establecidas en las
tablas limites, por lo tanto se afirma que el método propuesto es preciso.

Asimismo se puede afirmar que el método es especifico para la ivabradina, ya que
permite diferenciar el analito principal de los posibles productos secundarios y de
degradacion que se generen durante el almacenamiento de la forma farmacéutica.

Basados en los resultados obtenidos se puede afirmar que la metodologia analitica
propuesta para la dosificacion de ivabradina en comprimidos, tanto para el control de
calidad de productos terminados como para estudios de estabilidad es lineal, exacta,
precisa y especifica.
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