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RESUMEN

En este articulo se presentan los resultados del desarrollo, estandarizacién y valida-
cién de una metodologia analitica por cromatografia liquida de alta eficiencia para
la cuantificacién de fenobarbital en una suspensién extemporanea, usando butobar-
bital como estdndar interno. El método cromatografico utiliza un detector Uv con
arreglo de diodos (DAD) como sistema de deteccidn, una fase mdvil compuesta por
una mezcla de metanol y agua (48:52) adicionada de H,PO, al 0,1% y una columna
cromatogrifica C ; estabilizada a una temperatura de 35 °C. La metodologa validada
fue selectiva, lineal, precisa y exacta. La linealidad se evalué para concentraciones
entre 4,8 y 24 ug/mL. La metodologia desarrollada se utiliz6 para llevar a cabo el
estudio de estabilidad de una suspensién extempordnea de fenobarbital, utilizada en

la Clinica Country para el tratamiento de las convulsiones en pacientes pedidtricos.

Palabras clave: fenobarbital, suspension extemporanea, validacidon, HPLC, arreglo de

diodos.
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SUMMARY

Development and validation of an analytical method by HPLC for
quantification of phenobarbital in extemporaneous suspensions

In this article we present the data obtained during the development, standardization
and validation of a high performance liquid chromatography method for the quan-
tification of phenobarbital in an extemporaneous suspension using butobarbital as
internal standard. The chromatographic method uses a Uv detector with diode array
(DAD) as detection system, as mobile phase a mixture of H,PO, 0.1% in methanol
and H,PO, t0 0.1% in water (48:52) and column chromatography C18 stabilized
at 35 °C. The validated methodology was selective, linear, precise and accurate. The
linearity was evaluated for concentrations between 4.8 and 24 mcg/mL. The devel-
oped methodology was used to carry out the study of stability of an extemporaneous
suspension of phenobarbital used in the Clinic Country for the treatment of convul-

sions in pediatric patients.

Key words: phenobarbital, extemporaneous suspension, validation, HPLC, diode

array.

INTRODUCCION

El fenobarbital (figura 1) es un barbittrico de accién prolongada utilizado en el tra-
tamiento de las convulsiones neonatales, convulsiones ténico-clénicas generalizadas,
epilepsias parciales, prevencién de algunas convulsiones febriles y en el estado de mal
epiléptico resistente a otros tratamientos (1).

Debido a que la forma farmacéutica liquida oral de fenobarbital disponible en el mer-
cado colombiano (2), es una solucién homogénea en forma de elixir, cuyo contenido
de alcohol excede el recomendado para formulaciones dirigidas a pacientes pedidtricos
que puede provocar dafios y efectos adversos al sistema nervioso central (3), es nece-
sario generar una preparacién extemporanea libre de alcohol, que, por lo general, es
una suspension en agua o dextrosa del fenobarbital proveniente de la trituracién de las
tabletas y que sin ningun soporte bibliografico ni experimental respecto a la estabilidad
se usa en el campo hospitalario.
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Figura 1. Estructura molecular del fenobarbital.

En el presente trabajo se desarrolld y validé de una metodologia para la cuantificacién de
fenobarbital en una preparacién extemporanea tipo suspension. Luego del estudio de la
selectividad de la metodologia y de sus resultados, la metodologia se considera indi-
cadora de la estabilidad, principal propésito de la investigacion. De esta manera, la
metodologia se puede emplear para la cuantificacion del principio activo en el estudio
de estabilidad de esta preparacién extemporanea y garantizar asi la integridad de la pre-
paracion después de varios dias para su uso en pacientes pedidtricos.

PARTE EXPERIMENTAL

Equipos

Cromatégrafo Agillent Technologies 1200, detector UV con arreglo de diodos, columna
cromatografica Eclipse * XDB — C18, de 150 x 4 mm y tamafo de particula 0,5 pm.

Reactivos

Esténdar de fenobarbital Usp, estindar de butobarbital usp (Merck), metanol y agua

de calidad HPLC. Otros reactivos de calidad R.A. empleados fueron: 4cido fosférico
(Carlo Erba), hidréxido de sodio (Merck) y 4cido clorhidrico (Merck).

Estandarizacion del sistema cromatogréfico

La usp 30 (4) ofrece un método de cuantificacién para las tabletas de fenobarbital que
cuenta, en términos generales, con las siguientes condiciones: fase mévil compuesta por
una solucién buffer pH 4,5 (acetato de sodio trihidrato, dcido acético glacial y agua) y
metanol, en una proporcion 3:2, respectivamente; cafeina como patrén interno, lon-
gitud de onda 254 nm, flujo 2 mL/min, volumen de inyeccién 10 pL y una solucién
estandar de 0,75 mg/mL de fenobarbital usp rs. A fin de generar un método de cuan-
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tificacién mds sensible, en el cual se pudiera cuantificar el analito en concentraciones
mucho mas bajas y una fase mévil menos agresiva para la columna y el equipo, se proce-
dié a determinar las condiciones favorables que nos permitieran obtener los resultados
esperados. Para la estandarizacién y optimizacién de las condiciones cromatogréficas,
se desarroll6 un método que ofreciera la mejor interaccion entre las fases y la mejor
separacion entre los compuestos, estableciéndose las siguientes condiciones: columna
C18 de 150 x 4 mm, 0,5 pm, fase mévil compuesta por H,PO, al 0,1% en metanol y
H3PO . al 0,1% en agua en proporcion 48:52 v/v, temperatura de la columna 35 °C,
flujo 1,25 mL/min, volumen de inyeccién 20 pL y una longitud de onda 212 nm.

RESULTADOS Y DISCUSION

Idoneidad del sistema

El andlisis cromatogréfico para comprobar la idoneidad del sistema se realizé tanto
para el analito como para el estidndar interno. Se encontré un valor de resolucién entre
picos de 8,3 para las dos sustancias, una asimetria para el pico del fenobarbital de 0,906
y de 0,916 para el butobarbital. El factor de capacidad para el fenobarbital fue de 2,11y
para el butobarbital de 3,32, mientras que el numero de platos tedricos fue de 6328
para el fenobarbital y de 8101 para el butobarbital. Estos pardmetros cumplen con lo
establecido por la farmacopea americana Usp 30 (4). Un cromatograma representativo
del analito y del esténdar interno se presenta en la figura 2.

.869 | Fenobarbital
3.869 | Fenobarbita 5.882 | Butobarbital

Figura 2. Cromatograma del fenobarbital estindar y del estdndar interno butobarbital.
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Estandarizacion del método de extraccidon

El método de extraccion se desarrollé teniendo en cuenta los insumos que se utilizan en
la elaboracién de las preparaciones extempordneas pedidtricas. Las condiciones estan-
darizadas son las que se muestran en la figura 3.
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Fase Movil: H;PO, 0,1% en H,0O:
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Agillent Technologies 1200 pH: 4

Figura 3. Método de extraccién y condiciones cromatogréficas estandarizadas.
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Selectividad

La selectividad se evalud respecto a los excipientes y frente a los productos generados
por la degradacién forzada del activo. Se estudiaron los excipientes por separado, la
matriz sola y la matriz enriquecida con estandar de fenobarbital. En cuanto a la selec-
tividad relacionada con los productos de degradacion, ésta se determin realizando la
degradacion forzada del fenobarbital en medio dcido y en medio alcalino, sometiendo
muestras a reflujo en cada caso a una temperatura de 80 °C por 1y 3 h y posterior
andlisis, luego de la neutralizacién de las soluciones. Como medios de degradacion se
utilizaron HC1 0,1N y NaOH 0,1N. Los ensayos de oxidacién y fotélisis no se efectua-
ron, pues esta molécula es estable a estas condiciones, razén por la cual no se justifica
su realizacién (S).

Mediante el andlisis cromatografico de las diferentes muestras evaluadas, se pudo con-
cluir que nilos excipientes de la matriz ni los productos de degradacién generan senales
que pudieran interferir con las sefales debidas al principio activo ni con el estandar
interno. Mediante el detector de arreglo de diodos se estudié la pureza de pico de las
senales obtenidas, indicando que la metodologia desarrollada permite distinguir y dife-
renciar entre el fenobarbital y sus productos de degradacién, permitiendo, por tanto,
ser utilizada en un estudio de estabilidad.

Linealidad

La linealidad del sistema y del método, se estudid para cinco niveles de concentracién,
realizando tres réplicas de cada concentracidn, tal como lo establecen los lineamientos
dela1cH (6). Se emplearon concentraciones entre 5y 25 ug/mL para el sistema y entre
4,8y 24 ug/mL para el método. Para la linealidad del método se utilizaron muestras de
placebo enriquecidas con fenobarbital, las cuales se sometieron al correspondiente pro-
ceso de extraccién y posterior analisis, segun el método establecido. La concentraciéon
de estindar interno fue de 30 pg/mL en todos los casos.

Dentro de los rangos de concentracién estudiados, tanto para el sistema como para el
método, se obtuvo un comportamiento lineal. La prueba de # indicé que los interceptos
no son estadisticamente diferentes de cero y que las pendientes son estadisticamente
diferentes de cero. De la misma manera, el analisis de varianza mediante un test F,
demostr6 una regresion significativa y desvios no significativos de los puntos alrededor
de la recta, e igualmente una variabilidad no significativa entre los resultados para cada
una de las diferentes concentraciones. En las figuras 4 y 5 se presentan las curvas de cali-
bracién (relacién de 4reas vs. concentracion) para el sistema y para el método, mientras
que los respectivos andlisis estadisticos se presentan en las tablas 1y 2 para el sistemay
en las tablas 3 y 4 para el método.
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Figura 5. Curva de calibracién para linealidad del método.
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Tabla 1. Prueba # para evaluar la linealidad del sistema.

H, testimado ttabla Criterio
Regresion No hay 159,86 2,160 Se rechaza la hipétesis nula
regresion
Intercepto a=0 0,85 2,160 | No se rechaza la hipétesis nula
Pendiente b=0 142,14 2,160 Se rechaza la hipétesis nula

Tabla 2. Anova de la regresién lineal para el sistema, prueba de F.

Fuente gl Suma Cuadrados Fexp. Ftab.
cuadrados medios
Regresion 1 2,31417672 2,314176717 25555,082 F(LB): 4,67
Falta de ajuste 3 0,00025369 | 8,45639E-05 | 091564723 | F . =371
Error residual 13 0,00117723 | 9,05564E-05
Error puro 10 0,00092354 | 9,23542E-05
Total 14 2,31535395
Tabla 3. Prueba t para evaluar linealidad del método.
H, testimado ttabla Criterio
Regresion No hay 154,721 2,160 | Se rechaza la hipétesis nula
regresion

Intercepto a=0 -0,886 2,160 | No se rechaza la hipdtesis nula
Pendiente b=0 154,824 2,160 | Serechaza la hipétesis nula

Tabla 4. Anova de la regresién lineal para el método, prueba de F.

Fuente gl cizglzg(is C:.i;‘;:lsos Fexp. Ftab.
Regresién 1 2,02033648 | 2,02033648 23938,5998 F =467
Falta de ajuste 3 0,00033955 | 0,00011318 1,49396046 F =371
Error residual 13 0,00109716 | 8,43966E-05
Error puro 10 0,00075761 | 7,57606E-05
Total 14 2,02143363
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Precision del sistema y método

Para determinar la repetibilidad del sistema y del método, se realizaron seis determina-
ciones utilizando concentraciones de 15,0 y 14,4 ug/mL, respectivamente. Los valores
de los coeficientes de variacién obtenidos fueron de 0,15 para el sistema y 0,69 para el
método, los cuales son inferiores al valor maximo aceptado para métodos cromatogra-
ficos (2%) (7), indicando una adecuada repetibilidad tanto para el sistema como para
el método.

La precisién intermedia del método se evalud a una concentracion de 14,4 pg/mL para
dos analistas en tres dias diferentes, realizando tres determinaciones y una concentra-
cién de 14,4 pg/mL para el método. El coeficiente de variacién global de las respuestas
fue de 2,2. El andlisis de varianza, mediante un test F, indica que no existen diferencias
significativas en los resultados por cambio de analista o al realizar el anélisis en diferen-

tes dias (tabla 5).

Tabla 5. Precision intermedia y analisis de varianza.

Factor gl ci:tz::ii(is C:;i(;‘;;isos Fexp. Ftab.
Analista 1 0,00030486 0,00030486 1,04671332 F L= 4,60
Dia 2| 000066957 | 000033478 | 1,14945735 | F . =374
Error 14 0,00407755 0,00029125
Total 17 0,00505198 0,00029717

Exactitud

La evaluacién de este pardmetro se determin6 mediante el porcentaje de recuperacién
proveniente de placebos enriquecidos con fenobarbital a niveles de concentraciéon
correspondientes al 80%, 100% y 120%, y realizando tres replicas por cada nivel.

Los porcentajes de recuperacion obtenidos se encontraron en un intervalo entre 98,70
¥ 99,37%. El coeficiente de variacion global en los tres niveles de concentracién fue de
1,35%. La prueba de Cochran indica que el nivel de concentracién no afecta la varia-
bilidad de los resultados. El valor de # experimental, menor que el valor # tabulado, con-
firma la exactitud del método, como se puede constatar en la tabla 6.
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Tabla 6. Porcentaje de recuperacién de los placebos y comparacién con los valores G'y # tabulados.

% Recuperacién Pruecba G Prueba ¢
Nivel Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Gecal. | Grtab. tcal. t tab.
80% 100,3 99,2 97,28 0,351 0,8709
100% 100,2 100,2 97,7 2,227 2,306
120% 100,4 98,31 97,38
CONCLUSIONES

Se desarrollé y validé una metodologia analitica por HPLC para la cuantificacion de
fenobarbital en una suspensién extemporanea. La metodologia validada es selectiva,
lineal, precisa y exacta. El método propuesto utiliza una columna C  a una tempera-
tura de 35 °C, una fase mdvil conformada por metanol y agua (48:52), acidulada con
H,PO,al 0,1% y un flujo de 1,25 mL/min. El volumen de inyeccion fue de 20 pL y la
deteccién se realizé 2212 nm.

El estudio de la selectividad llevada a cabo, permite la utilizacién de la metodologia
desarrollada para los estudios de estabilidad de la preparacién extemporinea, como
se indica con las sefiales generadas, y comprobar la pureza de pico de cada una de las
senales obtenidas durante la evaluacién de la selectividad.
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