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RESUMEN

En la Farmacopea de los Estados Unidos (UsP) se orienta como valorar el clorhidrato
de ranitidina en una solucién inyectable, pero cuando se intenté reproducir esta
monografia, la ranitidina no se adsorbié a una columna similar a la recomendada.
Este trabajo tiene como objetivo validar un método alternativo para la cuantificacién
de clorhidrato de ranitidina en una solucién inyectable. Se empleé como método
alternativo el descrito en la Farmacopea de los Estados Unidos para la cuantificacion
del clorhidrato de ranitidina (la sustancia activa), con modificaciones. La validacién
del método se realizé siguiendo las indicaciones de la Guia Q2(R1) de la Conferencia
Internacional sobre la Armonizacién. Ademads, se determiné la incertidumbre del
método. Los coeficientes de variacién obtenidos para la precisién intermedia fueron
inferiores a 1,0%; en la exactitud el recobrado fue de 100,30% y en la linealidad se
demostré la ausencia de curvatura en el intervalo 80% a 120%. La incertidumbre
expandida calculada fue inferior al 2% de la concentracién presente en las muestras.
Todos los pardmetros de validacién evaluados se encontraron dentro de los limites
de aceptacion establecidos, por lo que se concluye que el método es adecuado para

los fines propuestos.

Palabras clave: clorhidrato de ranitidina, cromatografia liquida de alta resolucién

(cLAR), validacién, incertidumbre.
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SUMMARY

Ranitidine hydrochloride assay by high resolution liquid
chromatography in an injectable solution

The United States Pharmacopeia instructs for the determination of ranitidine hydro-
chloride in an injectable solution but when we tried to reproduce this monograph,
the ranitidine was not adsorbed in a similar column as the recommended. The aim
of the present work was to validate an alternate method for the determination of
ranitidine hydrochloride in an injectable solution. The alternate method was the
one described in the United States Pharmacopeia for the determination of raniti-
dine hydrochloride (active pharmaceutical ingredient), with modifications. The
method was validated as per Q2(R1) Guideline, of the International Conference
on Harmonization. Method’s uncertainty was also determined. The coeflicient of
variation obtained for intermediate precision was less than 1.0%; in the accuracy, the
recovery was 100.30% and the linearity showed absence of curvature in the range of
80 to 120%. The expanded uncertainty calculated was less than 2% of the amounts
in the samples. All validation parameters evaluated were within acceptation limits
established, therefore it is concluded that the method is suitable for the intended

purposes.

Key words: ranitidine hydrochloride, high performance liquid chromatography

(upLC), validation, uncertainty.

INTRODUCCION

El clorhidrato de ranitidina es un antagonista de los receptores H, de histamina, por lo
que es utilizado como inhibidor de la secrecién géstrica, asi como para el tratamiento
de las ulceraciones géstricas y duodenales [1]. En la Farmacopea de los Estados Unidos
(usp, por sus siglas en inglés) existe una monografia que orienta la manera de valorar
esta sustancia en una solucién inyectable por cromatografia liquida de alta resolucién
(cLAR) y donde se indica el uso de una columna de 4,6 mm X 20 - 30 cm, rellena con
material L1 (C18) [2]. Se intent6 reproducir esta monografia utilizando una columna
Agilent Eclipse Plus C18 (4,6 mm x 15 cm, 5 um de tamano de particula), pero la rani-
tidina no se adsorbié a la columna y cuando se disminuy¢ la fuerza de la fase mévil, los
picos obtenidos fueron anchos y con hombros (véase figura 1).
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Figura 1. Resultados cromatogréficos obtenidos al emplear el método descrito en la Farmacopea de
los Estados Unidos para valorar el clorhidrato de ranitidina en una solucién inyectable. Fase movil:
mezcla de metanol y acetato de amonio acuoso 0,1 M en la proporcién 85:15 (A). Sustancia quimica
de referencia de clorhidrato de ranitidina en fase mévil cuya proporcién de metanol y acetato de
amonio fue de 85:15 (B). Sustancia quimica de referencia de clorhidrato de ranitidina en fase mévil
cuya proporcién de metanol y acetato de amonio fue de 50:50 (C).
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Esta investigacion tiene como objetivo validar un método alternativo para la cuantifi-
cacion de clorhidrato de ranitidina en una solucidn inyectable, con el propdsito de ser
utilizado para el control de calidad de esta solucion.

METODOLOGIA

Qy’micos y reactivos

Como sustancias quimicas de referencia primaria y secundaria de clorhidrato de raniti-
dina se utilizaron: sustancia de referencia Usp (lote H1G103) y sustancia de referencia
del Laboratorio Andifar (lote A015), respectivamente. Las soluciones inyectables de
clorhidrato de ranitidina y su placebo, se elaboraron en el Laboratorio Andifar. Los
reactivos: 4cido fosférico, hidréxido de sodio y acetonitrilo (grado CLAR), se adquirie-
ron de Merck (Honduras).

Instrumentacion CLAR y condiciones

En el ensayo se empled un sistema cromatografico (Perkin Elmer, series 200) con detec-
tor UV-Visible ajustado a 230 nm y una columna Agilent Eclipse Plus C18 (4,6 x 150
mm, 5 #m de tamano de particula), la velocidad de flujo fue de 1,5 mL/min y la tem-

peratura de 35 °C.

Se preparé una solucién amortiguadora de fosfato, pH 7,1 (en matraz volumétrico de
2,0 L se anadieron 1.900 mL de agua, 6,8 mL de 4cido fosférico concentrado y 8,6
mL de hidréxido de sodio 50% (m/V); se comprobé que el pH fuera 7,1 + 0,1 y se
llevé a marca de aforo con agua destilada. Se preparé la solucién A donde se mezcld
la solucién amortiguadora de fosfato y acetonitrilo en la proporciéon 98:2. Se preparé
la solucién B donde se mezcl la solucién amortiguadora de fosfato y acetonitrilo en
la proporcién 78:22. Como fase mévil se utilizaron mezclas variables de soluciéon A 'y
solucién B, tal y como se indica en la tabla 1. Tanto la sustancia quimica de referencia
como la muestra se prepararon a una concentracién de 72 ug/mL de clorhidrato de
ranitidina, en solucién A.

Tabla 1. Programacién del sistema cromatogréfico.

Tiempo (minutos) Solucién A (%) Solucién B (%) Elucién
0-10 100—0 0—100 Gradiente lineal
10-15 0 100 Isocratica
15-16 0—100 100—0 Gradiente lineal
16-20 100 0 Reequilibrio
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Validacién del método

La validacién se realizé siguiendo las indicaciones de la Guia Q2(R1) de la Conferencia
Internacional sobre la Armonizacién (ICH, por sus siglas en inglés) [3]. De acuerdo con

esta gufa, el método clasifica como ensayo cuantitativo de una sustancia activa en un

producto terminado al cual se le deben evaluar los siguientes pardmetros de validacion:

especificidad, precision (repetibilidad y precisién intermedia), exactitud, linealidad y
rango.
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Preparacion de las muestras. Se prepararon muestras adicionadas al 80%, 90%,
100%, 110% y 120% de la cantidad declarada de clorhidrato de ranitidina en la
solucién inyectable: 30 mg/mL. Para evaluar los diferentes pardmetros, a estas
muestras se les realizaron diluciones hasta obtener la concentracién del ensayo:

72 ug/mL.

Especificidad. Se analizé el placebo y el placebo sometido a condiciones de estrés:
hidroélisis basica (NaOH 0,1 N), hidrolisis dcida (HC1 0,1 N) y oxidacién (H,O,
3%); la relacién placebo y solucién de estrés fue de (1:1), todas se sometieron a
100 °C durante 15 minutos, con reﬂujo. También se analizé la sustancia quimica
de referencia secundaria sometida a hidrélisis 4cida, bésica y oxidacién (se disol-
vieron 144 mgde clorhidrato de ranitidina en 100 mL de HCI 0,1 N, NaOH 0,1
Ny H,O, 3%, respectivamente; estas soluciones se sometieron a 100 °C durante
15 minutos, con reflujo y luego se les realizé una dilucién de I mL en 20 mL con
la solucién A indicada en el apartado Instrumentacion CLAR y condiciones). Cri-
terio de aceptacién (CA): la sefial, en los cromatogramas del placebo y placebos
sometidos a estrés, en la zona correspondiente al clorhidrato de ranitidina, debié
ser menor a 0,5% de la senal de la sustancia quimica de referencia [3].

Precision (repetibilidad y precision intermedia). Para la repetibilidad se realizé
seis veces el método completo a una misma muestra, preparada al 100% de la can-

tidad declarada de clorhidrato de ranitidina [3]. Se determiné el intervalo de con-

(005, 1ms) = 2257 1) y el coeficiente de

fianza | IC = Promedio £t L , donde (t
n

variacién (cv) [3, 4]. Para la precisién intermedia se analizaron las muestras al
80%, 100% y 120% de la cantidad declarada de clorhidrato de ranitidina: 30 mg/
mL. Las muestras se analizaron por triplicado, por cuatro analistas, en dos siste-
mas cromatogrificos diferentes y en cuatro dias distintos [3]. Se realiz6 un andli-
sis de varianza de un factor (factor dia) para las tres concentraciones. Se calculé el
coeficiente de variacién esperado (CVcsp) utilizando la ecuacién de Horwitz [5].
Se determinaron los intervalos de confianza (1c) y los coeficientes de variacién
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(cv) [3, 4]. E1 CA para la repetibilidad fue que el CV debié ser inferior a 2,74%
(intervalo de aceptacion 95%-105% y dos réplicas) [6]. El cA para la precisién
intermedia fue que el Cv obtenido para cada una de las concentraciones debid
encontrarse por debajo o en el intervalo de 0,2 a 1 veces el cv,, [7].

Exactitud. Para la exactitud se analizaron las muestras al 80%, 100% y 120% de
cantidad declarada de clorhidrato de ranitidina (tres réplicas por concentracion,
un dfa, un analista) [3]. Se determiné el recobrado y el intervalo de confianza del
recobrado. Como ca se utilizé que la recuperacion debi6 encontrarse entre 97%

y 103% [6].

Linealidad. Parala linealidad se analizaron cinco concentraciones (cada una por
triplicado) obtenidas a partir de una solucién madre de la sustancia quimica de
referencia [3]. Las concentraciones inyectadas fueron 80%, 90%, 100%, 110% y
120%, donde el 100% correspondi6 a 72 ug/mL de clorhidrato de ranitidina de
la sustancia quimica de referencia. Se determinaron: la ecuacion de la recta y el
coeficiente de determinacién [3]. Para comprobar la bondad de ajuste al modelo
lineal se graficaron los residuales y, ademds, se compard la varianza de la falta de
ajuste contra la varianza del error experimental puro a través de un analisis de
varianza; previamente se demostré homogeneidad de varianzas por Cochran (ca:
los residuales debieron de encontrarse normalmente distribuidos, con ausencia
de curvatura y de datos aberrantes; en el anlisis de varianza el F calculado debid
ser menor que el F tabulado, 3,71) [7]. La dispersioén de los datos alrededor de
la linea de regresion se determind a través de desviacion estdndar relativa de la
pendiente, Sb_ (%) (cA: el valor de Sb_(%) debié ser menor que 5,0%) [7]. Por
tltimo, para determinar si el intercepto era significativamente distinto de cero,
se realizé la prueba # de Student (criterio de aceptacién: el # calculado debid ser

menor que el tabulado, 3,18) [4, 7].

Rango. El rango se estableci6 desde un 80% hasta un 120% de la concentracién
del ensayo: 72 ug/mL que corresponde al intervalo de concentracién en la mues-
tra de (24-36) mg/mL [3]. Todos los datos obtenidos se procesaron en el pro-
grama Microsoft Excel del paquete de programas Office y en el programa SPSS
15.0 para Windows [8].

Determinacion de la incertidumbre del método

Se utilizaron los datos de la validacién para el calculo de la incertidumbre del método.

Se combind la incertidumbre asociada al recobrado (exactitud) y a la precisién inter-
media [9-11]. Para obtener la incertidumbre asociada al recobrado, se utilizaron los

datos obtenidos con las muestras del estudio de la precisién intermedia (se determind
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el recobrado, la desviacién estandar y la incertidumbre asociada a la preparacion de
estas muestras) [ 10, 11]. La incertidumbre asociada a la precisién intermedia fue la des-

viacién estindar obtenida cuando se analizaron las muestras por los diferentes analistas
y en los distintos dfas [9, 10].
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RESULTADOS Y DISCUSION

Especificidad. Los resultados del estudio de la especificidad se muestran en la
figura 2. Se observé una pequena senal en la zona correspondiente al clorhidrato
de ranitidina, tanto en el cromatograma del placebo (B), como en los cromato-
gramas del placebo sometido a estrés (C, D, E); sin embargo, en todos los casos,
esta sefial fue inferior a 0,2% de la sefial de la sustancia quimica de referencia.
Cuando se realizé la hidrélisis 4cida de la sustancia quimica de referencia (F) no
existié degradacion; en cambio, la hidrélisis basica de esta sustancia de referencia
provocé la degradacién casi total del clorhidrato de ranitidina con la aparicién
de un pico con tiempo de retencién (TR) de 7,43 (G). La oxidacién con peréxido
de hidrégeno de la sustancia quimica de referencia también condujo a una degra-
dacién total del clorhidrato de ranitidina con la aparicion de varios picos, de los
cuales el mayoritario no fue retenido por la columna (H).

Como se evidencia en los resultados obtenidos, los componentes del placebo no
interfieren en la determinacién de clorhidrato de ranitidina. Respecto a la sustan-
cia quimica de referencia, ella permanece estable a pH écido, pero muestra una
degradacion severa a pH alcalino. Del mismo modo, un medio oxidante también
provoca una descomposicion dréstica del clorhidrato de ranitidina. El hecho de
que no aparezcan picos en la zona correspondiente al clorhidrato de ranitidina,
en las degradaciones a pH alcalino y en medio oxidante, es un indicador que los
productos de estas degradaciones no interfieren en su analisis.

Precisién. En el estudio delarepetibilidad del método se obtuvo: desviacion estdn-
dar =0,58%, cv = 0,59% y un intervalo de confianza de + 0,61%. Los resultados
obtenidos por cada analista, en el estudio de la precisién intermedia, se muestran
en las tablas 2 y 3, y los resultados del analisis de varianza se muestran en la tabla 4.

La repetibilidad del método cumple con el limite establecido, el cv fue inferior
a2,74%, que es el limite cuando se realizan dos réplicas y el intervalo de acepta-
cién es de 95% a 105% de la cantidad declarada [6]; este es el intervalo estable-
cido por control de calidad para la liberacién de los lotes. La Guia 1cH Q2(R1)
establece como debe ser evaluada la repetibilidad del método; sin embargo, res-
pecto a la precision intermedia, no establece una pauta concreta. En el caso de
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Figura 2. Resultados del estudio de especificidad del método. Sustancia quimica de referencia de
clorhidrato de ranitidina (A). Placebo (B). Hidrdlisis basica del placebo (C).
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sustancia quimica de referencia (G). Oxidacién de la sustancia quimica de referencia (H).

la precisién intermedia, muchos autores prefieren determinar el coeficiente de
variacién global, es decir, considerando cada resultado de manera independiente
[12, 13]. Otros autores prefieren separar la contribucién de uno o més factores a
la varianza global de la precisién intermedia [14-16]. En la tabla 3 se observa que
para las tres concentraciones se cumple con el limite establecido; es decir, los cv
de la precisién intermedia (0,5%, 0,8% y 0,6%) se encontraron en o por debajo
delintervalo de 0,7% a 3,4%. En el andlisis de varianza (tabla 4), para las tres con-
centraciones, el F calculado fue inferior al critico, por lo que los promedios obte-
nidos en los diferentes dias no difieren estadisticamente y la variabilidad total es
explicada por la variabilidad dentro de los grupos, es decir, por la variabilidad de

la repetibilidad.
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Tabla 3. Resultados del estudio de la precision intermedia, datos procesados.

Promedio Limites (0,2 C limient
Nivel por nivel, S (%) | cv, (%) cv 3 alvecesel ump u/m? °
T o PI PI esp de los limites
X (%) CV“P)
80% 80,874 0,377 0,467 Si
100% 100,308 0,768 0,765 3,390 0,678-3,390 Si
120% 120,983 0,784 0,648 Si

'S, : Desviacion estandar de la precision intermedia: obtenida de las variaciones entre los promedios por analistas.
2cv,; Coeficiente de variacion de la precision intermedia. CV =-L+100

G
1-0,5logC)

“cv, : Coeficiente de variacion esperado: (Horwitz)CV,, = 2 , con la concentracién expresada en fraccion de masa.

Clorhidrato de ranitidina en el producto: 3,0% (72/V) por lo que C = 0,030.

Tabla 4. Analisis de varianza de un factor en el estudio de la precisién intermedia.

Nivel Orig‘en. de las Suma de Gf'ados de Cuadr:ado (F criliico _
variaciones cuadrados libertad medio 4,066)
Entre grupos 1,283 3 0,428
80 Dentro de grupos 8,680 8 1,085 0,394
Total 9,963 11
Entre grupos 5,303 3 1,768
100 Dentro de grupos 10,667 8 1,333 1,326
Total 15,969 11
Entre grupos 5,537 3 1,846
120 Dentro de grupos 9,080 8 1,135 1,626
Total 14,617 11
o Exactitud. En cuanto ala exactitud, la Guia de la 1CH para la validacién de méto-

dos analiticos [3], especifica que esta debe reportarse como el porciento de reco-
brado (valor obtenido: 100,30%) en conjunto con los intervalos de confianza
(valores obtenidos: X £0,37% ). La recuperacién obtenida se encuentra dentro
de los valores aceptables para los formulados farmacéuticos (97%-103%) [6].
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Linealidad. Los resultados de la linealidad se muestran en la tabla 5. El gréfico
de los residuales indica que los mismos se distribuyeron normalmente, sin datos
aberrantes o tendencias hacia un mismo signo de los datos cercanos; también
demuestra que la varianza es constante en todo el intervalo de X, lo cual fue con-
firmado con la prueba de Cochran. Al ser la varianza independiente de la con-
centracion, no hubo necesidad de realizar una regresion ponderada. En el analisis
de varianza, el valor de F calculado fue menor que el tabulado, pues lo anterior
indica que la varianza de falta de ajuste no es estadisticamente mayor que la del
error puro; esto quiere decir que no existe un error debido a la falta de ajuste que
no pueda ser atribuido al error propiamente aleatorio, por lo que el modelo lineal
se ajusta a los datos experimentales. Una vez demostrada la ausencia de curvatura,
se evalta la dispersion de los datos alrededor de la curva de calibracién a través
de la Sb_(%), la cual es inferior al limite recomendado de 5% [7]. Finalmente,
se demuestra que el intercepto no fue distinto de cero utilizando la prueba # de
Student.

Tabla 5. Resultados del estudio de la linealidad.

Concentracion Respuesta 1 Respuesta 2 Respuesta 3 Promedio
80,000 2353972,220 2353835,000 2395737,090 2367848,103
90,000 2713057,430 2711017,280 2589350,860 2671141,857
100,000 2964821,050 3007441,970 2973416,120 2981893,047
110,000 3153668,470 3314716,530 3227835,370 3232073,457
120,000 3486507,060 3535376,920 3562538,420 3528140,800

Parimetro Resultado Limites
. y=28815,17x + _
Ecuacién de la recta 7470246 y=bx+a
Coeficiente de determinacién 0,9988 0,9800
Grifico de residuales Normal.mcntc distribuidos,
) Cumple ausencia de curvatura y de
(bondad de ajuste)
datos aberrantes
Analisis de varianza F 035 R
(bondad de ajuste) caleulado F, . .=371
Sb__(%) (dispersion de los datos) 2,0% 5,0%
-y . L — — calculado t tabulado
Hipotesis nula: intercepto =0 ? euiado 1,29 Fo o 318
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Enla Guiadela1cH [3] especifican que la linealidad puede ser demostrada direc-
tamente en la sustancia activa (por dilucién de una solucién madre) o en pesa-
das separadas de mezclas sintéticas de los componentes del producto. Como no
se encontraron errores sistemdticos significativos en el estudio de la exactitud y
como la sefial del placebo fue muy baja en el estudio de la especificidad, entonces
se infiere que la recta proveniente de la mezcla de los componentes del producto
no difiere de la obtenida con la sustancia activa.

Determinacién de la incertidumbre del método

Las incertidumbres expandidas calculadas a partir de los datos obtenidos en los ensa-
yos de la precisién intermedia, para las muestras del 80%, 100% y 120%, fueron (24,3
+0,3), (30,1 £ 0,5) y (36,3 + 0,5) mg/mL, respectivamente; esta incertidumbre se
calculé utilizando un factor de cobertura de 2, el cual ofrece un nivel de confianza del
95%. La forma detallada de cémo se calculd esta incertidumbre para la muestra del
100%, se presenta en la tabla 6.

La incertidumbre expandida, calculada para las tres concentraciones, es inferior al 2%
de las concentraciones de las muestras. Para el calculo de la incertidumbre asociada al
recobrado, algunos autores sugieren el andlisis de un material de referencia certificado
o una muestra adicionada, al menos diez veces, utilizando las mismas condiciones y en
un mismo dia [10]. Otros autores sugieren que para calcular el recobrado, el andlisis
del material de referencia certificado o la muestra adicionada debe realizarse en series
analiticas diferentes (dias distintos) [9]. El recobrado que se obtiene para las tres mues-
tras no es significativamente diferente de 1, aunque siempre existe una incertidumbre
asociada al calculo del mismo. Las muestras analizadas son soluciones, por lo que no es
necesario considerar el factor que corrige las diferencias de recobrado de las muestras
reales y las muestras adicionadas porque son de igual composicién [10]. Respecto a la
incertidumbre asociada a la precision, es necesario continuar analizando las muestras
adicionadas por un periodo mas amplio, para asi tener un mejor estimado de la varia-

bilidad del método.

El propésito de este método es la cuantificacién de clorhidrato de ranitidina en una
solucién inyectable; este producto terminado se libera en produccién si cumple con
una especificacién para la potencia de 95% a 105% de la cantidad declarada (+ 5%).
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CONCLUSIONES

Todos los pardmetros de validacion evaluados se encuentran dentro de los limites de
aceptacion establecidos y la incertidumbre expandida calculada es menor al 2% de las
concentraciones de las muestras en todo el rango del método (80%-120% de la canti-
dad declarada), por lo que el método es adecuado para los fines propuestos [10]. Los
lotes de produccién serdn rechazados si el resultado obtenido mas/menos la incerti-
dumbre del método se encuentra fuera de la especificacién para la potencia.
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