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RESUMEN

En este trabajo se llevd a cabo el desarrollo y la validacién de una metodologia anali-
tica por HPLC para la cuantificacién de Warfarina Sédica en una suspension para
uso hospitalario. La selectividad se evalud frente a los excipientes y compuestos de
degradacidn; la linealidad en el rango de concentraciones comprendido entre 0,05 y
0,15 mg/mL; la precisién se estudié en los niveles de repetibilidad y precision inter-
mediay laexactitud en tres niveles de concentracién que corresponden al 75%, 100%
y 125%. Los resultados muestran que la validacion de la metodologfa por HPLC es
selectiva, lineal, precisa y exacta; por tanto, es confiable para ser utilizada en la cuan-
tificacién del activo Warfarina Sédica en una suspension extemporénea y también en

estudios de estabilidad de dicha preparacién.
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SUMMARY

Development and validation of an analytical method by
HPLC-DAD for quantification of Warfarin Sodium in an

extemporaneous preparation

In this work was carried out the development and quantification of an analytical
methodology for quantification of Warfarin Sodium in an extemporaneous suspen-
sion for hospital use. Evaluation of specificity was achieved against its excipients and
degradation compounds. The selectivity was evaluated against the excipients and
degradation compounds. Linearity studies were performed in a range of concentra-
tion between 0.05 to 0.15 mg/mL. Precision was evaluated in levels of repeatability
and intermediate precision and accuracy in three concentration levels corresponding
to the 75, 100 and 125%. The results show that the validation of the methodology is
selective, linear, accurate and precise; therefore, it is reliable for use in the quantifica-

tion of active warfarin sodium in the extemporaneous suspension.

Key words: Warfarin, validation, HPLC-DAD, extemporancous preparation.

INTRODUCCION

La posibilidad de utilizar firmacos cumarinicos como la Warfarina Sédica, administra-
dos por via peroral, ha brindado tanto a los médicos como a los pacientes, una terapia
eficaz como anticoagulante; sin embargo, este firmaco presenta una alta incidencia de
efectos adversos, entre los cuales el sangrado es el méds comun y peligroso, llegando a ser
fatal. El estrecho margen terapéutico del farmaco, la gran variabilidad interindividual
en la respuesta al tratamiento, asi como sus numerosas interacciones farmacoldgicas,
hacen de la Warfarina un firmaco dificil de manejar [1-4].

La Warfarina Sédica puede ser administrada tanto por via intravenosa como peroral;
sin embargo, el efecto anticoagulante completo de una dosis, independientemente de
la via de administracién, corresponde al tiempo que debe transcurrir para que se agoten
los factores de coagulacion, cuyas semividas son de 6 horas para el factor v11, 24 horas
para el factor 1x, 40 horas para el factor X y 60 horas para el factor 11, lo cual indica que
la administracién intravenosa no proporciona un comienzo mds réapido de la accién,
respecto a la via peroral [5, 6].
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Teniendo en cuenta que en Colombia no se comercializa una forma farmacéutica
liquida, sino como tabletas de Warfarina Sédica (5,0 y 2,5 mg), y Warfarina Sédica
Caltrato (2,5 mg) [7], la preparacién de una forma extempordnea tipo suspension,
elaborada a partir de tabletas, brindarfa una excelente alternativa para el control de la
dosificacion, ya que permitiria la administracién de una dosis més exacta y controlada,
que la obtenida cuando se fractura una tableta.

En el presente trabajo se desarrolld y validé una metodologia para la cuantificacién de
Warfarina Sédica en una preparacién extemporanea, tipo suspension. Este resultado
permitird contar con una metodologia para ser utilizada en los estudios de estabilidad
en preparaciones de uso hospitalario con este principio activo.

Propiedades fisicoquimicas de la Warfarina

Nombre quimico (IUPAC): (RS)-4-hidroxi-3-(3-oxo-1-fenilbutil)-cumarina, siné-

nimo: 3-(a-fenil-B-acetiletil)-4-hidroxicumarina, férmula molecular: C ;H O,.

OH
5
6 VAN
7
0
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Figura 1. Estructura quimica de la Warfarina.

Peso molecular: 308,34 g/mol, punto de fusion: 161 °C. Solubilidad: soluble en ace-
tona y dioxano, moderadamente soluble en metanol y etanol, y practicamente insolu-
ble en benceno y ciclohexano. La solubilidad en HCI 0,1 N es 4,4 mg/L a temperatura
ambiente y 7,5 mg/L a 37 °C. La sal sédica es libremente soluble en agua. pKa: 5,05 +
0,10 a temperatura ambiente [10, 12].
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METODOLOGIA

Equipos

Los andlisis se realizaron en un cromatégrafo Agilent Technologies 1200 con detector
UV-VIS de arreglo de diodos, utilizando una columna cromatografica Phenomenex
Luna C18 de 250 x 4,6 mm y un tamano de particula de 5 um.

Reactivos

Estindar USP de Warfarina base RS, metanol y acetonitrilo HPLC (Honeywell),
4cido acético glacial (Panreac), 4cido clorhidrico fumante, pentéxido de fésforo, lac-
tosay almidén (Merck), peréxido de hidrégeno (Carlo Erba), hidréxido de sodio (EK
CHEM), fosfato monobisico de potasio (Mallinckrodt), dextrosa al 5% y cloruro de
sodio al 0,9% estériles (Baxter).

Estandarizacion del sistema cromatogréfico

Debido a que no se encuentra reportado un método oficial para la valoraciéon de War-
farina Sédica en suspension, se desarrollé y validé la metodologia para este producto
tomando como punto de partida las condiciones cromatogréficas sugeridas por la USP
35 [8], para la cuantificacién de Warfarina Sddica en tabletas. Para la estandarizacion
y optimizacién de las condiciones cromatogréficas, se modificé el método con el fin de
obtener parimetros cromatogréficos que representaran la idoneidad del sistema para la
cuantificacion del activo en suspension.

Estandarizacién del método de extraccién

El método de extraccién se desarrollé teniendo en cuenta los insumos que generalmente
se utilizan en la elaboracién de preparaciones extempordneas de uso hospitalario.

La muestra para andlisis se obtuvo mediante la trituracién de 30 tabletas (previa deter-
minacién de la variacién de peso). Una porcidn se suspendié en cloruro de sodio 0,9%
o dextrosa al 5% y se agit6 vigorosamente hasta obtener una preparaciéon homogénea,
luego se completd a volumen con el vehiculo y se agité nuevamente. La extraccion del
activo se realiz6 usando mezclas de solucién de buffer de fosfato monobésico de potasio
pH 7,4 y acetonitrilo.

Selectividad

La selectividad se evalué respecto a los excipientes y frente a los productos generados
por la degradacion forzada del activo. Los excipientes se evaluaron uno a uno al doble de
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la concentracién que normalmente se encuentran en la suspension. Tanto la Warfarina
Sédica como los excipientes que forman parte de la matriz se sometieron a degradacién
forzada por hidrdlisis en medio 4cido y bésico; también se sometieron a oxidaciéon con
perdxido de hidrégeno y fotdlisis; esta tiltima tanto por exposicion a la luz directa del
sol como a las longitudes de onda 254 y 366 nm.

Linealidad

La linealidad del sistema y del método se determind al preparar soluciones de War-
farina Sédica con las siguientes concentraciones: 0,050, 0,075, 0,100, 0,125y 0,150
mg/mL.

Precision
La repetibilidad se evalué tanto para el sistema como para el método realizando cinco

determinaciones de la solucién de concentraciéon 0,1 mg/mL. La precisién intermedia
se evalud para dos analistas en dos dias diferentes.

Exactitud

La evaluacién de este pardmetro se determiné mediante el porcentaje de recuperaciéon
para tres niveles de concentracién: 75%, 100% y 125%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Sistema de idoneidad

La idoneidad del sistema cromatografico se verifico usando el estindar USP de War-
farina Base RS (previamente secado al vacio por 4 horas sobre pentéxido de fésforo),
a una concentracién aproximada de 0,1 mg/mL. El factor de capacidad fue 3,42, el
numero de platos tedricos fue 6903 y el factor de asimetria 0,836. Estos pardmetros
cumplen con lo establecido por la USP 35; por tal razén, se concluye que el sistema
cromatografico es confiable para realizar la validacién de la metodologia propuesta.

Estandarizacion del sistema cromatogréfico

Después de realizar diversas modificaciones en las condiciones cromatogréficas, se
observé que no se obtuvo una mejora significativa con respecto a las condiciones suge-
ridas por la USP 30 [9]; por tanto, se decidié adoptar estas. Las condiciones fueron
las siguientes: longitud de onda 280 nm, columna C18 de 250 x 4,6 mm, tamafio de
particula 5 m, flujo 1,4 mL/min, volumen de inyeccién 20 L y fase mévil metanol:
agua: 4cido acético glacial (68:32:1).
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Estandarizacion del método de extraccidon

La muestra se obtuvo mediante la trituracién de 30 tabletas (previa determinacién de
la variacién de peso). De alli se tomaron aproximadamente 1.100 mg, se llevaron a un
balén aforado de SO mL, se adicionaron 30 mL del vehiculo (cloruro de sodio 0,9%
o dextrosa al 5%), se agité vigorosamente hasta obtener una suspension homogénea,
luego se completd a volumen con el vehiculo y se agité nuevamente. Se transfirié una
alicuota de 2 mL a un balén aforado de 10 mL, se adicionaron 5 mL de mezcla dilu-
yente (solucién buffer de fosfato monobdsico de potasio pH 7,4: acetonitrilo 85:15);
sonicando por 10 minutos, se agité vigorosamente por un minuto y se afor6 con solu-
cién diluyente. Al seguir este procedimiento y después de la valoracién del activo se
obtuvo una concentracién de aproximadamente 0,1 mg/mL.

Selectividad

El andlisis cromatografico de las muestras evaluadas permite concluir que ni los exci-
pientes de la matriz ni los productos de degradacién generan senales que puedan inter-
ferir con las sefales correspondientes al principio activo [10] (figuras 2y 3).
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Figura 2. Selectividad frente a los compuestos de degradacién. (a) Estindar Warfarina. (b) Hidréli-
sis acida. (c) Hidrolisis basica. (d) Oxidacién.
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Figura 3. Selectividad frente a los excipientes. (a) Solucién blanco de dextrosa al 5%. (b) Cromato-

grama correspondiente a la selectividad frente a todos los excipientes.

El cromatograma correspondiente a la hidrélisis dcida presenta tres senales: aproxi-
madamente a los 7,6 minutos aparece la sefial correspondiente a la Warfarina Sédica;
cerca de los 3,4 y 4,3 minutos aparecen las sefiales correspondientes posiblemente a
la formacién de los hemicetales ciclicos de la 4-hidroxicumarina y 2-hidroxicromona,
respectivamente [10].

El cromatograma correspondiente a la hidrdlisis basica presenta cuatro sefiales: aproxi-
madamente a los 7,6 minutos aparece la sefial correspondiente a la Warfarina Sédica;

128



Validacién de una metodologfa analitica por HPLC-DAD

cerca de los 3,3 y 3,8 minutos aparecen las sefiales correspondientes posiblemente a
la formacién del 4cido hidroxicumarinico proveniente de la hidrélisis lacténica y la
subsiguiente descarboxilacion del mismo. La ciclacién aldélica del altimo forma, posi-
blemente, el compuesto correspondiente a la sefial obtenida a los 9,4 minutos aproxi-
madamente [10].

El cromatograma correspondiente a la oxidacion presenta multiples sefiales: aproxima-
damente alos 7,6 minutos aparece la sefal correspondiente a la Warfarina Sédica; cerca
de 1,7 2 2,2 minutos aparece la sefial correspondiente al blanco; aproximadamente de
2,4 26,2 yalos 9,3 minutos aparecen las sefiales correspondientes a los compuestos
formados por la hidroxilacién y posible formacién de quinonas en las posiciones 4, 4,

6,7y 8 de la molécula de Warfarina Sédica [10].

El cromatograma correspondiente a los excipientes no muestra sefiales debidas a ellos;
por tal razén, no interfieren con la cuantificacion del analito de interés.

Linealidad

La figura 4 muestra las curvas de calibracién para la linealidad del sistema y método,
respectivamente. Como se muestra en las tablas 1y 2, la prueba # para un nivel de con-
fianza del 95% y n-2 grados de libertad indican que estadisticamente hay proporciona-
lidad entre la concentracién y la respuesta analitica para el rango comprendido entre
0,05y 0,15 mg/mL. También muestra que la pendiente es estadisticamente diferente
a cero y el intercepto no es estadisticamente diferente de dicho valor. Todo lo anterior
indica que para el modelo lineal propuesto, los errores sistematicos no afectan la linea-
lidad ni del sistema ni del método.
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Figura 4. Curvas de calibracién de la linealidad. (a) Linealidad del sistema. (b) Linealidad del m¢é-

todo.
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Tabla 1. Prueba # de Student para la linealidad del sistema.

Parametro Hipdtesis nula ? o ade | % abulado Concepto
Intercepto (a) Hi;a=0 0,12 2,16 Se acepta la hipétesis nula
Pendiente (b) H;: B=0 6,14 2,16 Se rechaza la hip6tesis nula
Correlacion (r) Hi:r=0 108,65 2,16 Se rechaza la hip6tesis nula

Tabla 2. Prueba # de Student para la linealidad del método.

Pariametro Hipétesisnula | ¢ ?tado Concepto
Intercepto (a) H:a=0 0,09 2,16 Se acepta la hipdtesis nula
Pendiente (b) H: pf=0 8,25 2,16 Se rechaza la hipétesis nula
Correlacién (r) H;ir=0 161,20 2,16 Se rechaza la hipdtesis nula

Los resultados de las pruebas F y ANOVA (tablas 3 y 4), indican que no hay dispersion
estadisticamente significativa entre los resultados de las réplicas de las distintas concen-
traciones, corroborando el cumplimiento de la linealidad de la metodologia.

Tabla 3. Prueba F de Fisher y ANOVA para la linealidad del sistema.

Fue'ntt? de Gf‘ados de Suma de Cuadr:ados F exp F tab
variacién libertad cuadrados medios
Regresion 1 10989241,96 | 10989241,96 | 2,11E+04 4,67
Falta de ajuste 3 6,95E+03 2,32E+03 4,44 3,71
Error puro 10 5,22E+03 5,22E+02
Error residual 13 12161,15
Error total 14 11001403,11

Tabla 4. Prueba F de Fisher y ANOVA para la linealidad del método.

Fue.ntc? de G}-ados de Suma de Cuadr:ados F exp F tab
variacion libertad cuadrados medios
Regresion 1 11336294,99 | 11336294,99 | 50680,55 4,67
Falta de ajuste 3 3,12E+03 1,04E+03 4,64 3,71
Error puro 10 2,24E+03 2,24E+02
Error residual 13 5353,51
Error total 14 11341648,50
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Precision
Los resultados obtenidos muestran coeficientes de variacién inferiores al 2% (0,0978

y 0,0725, respectivamente); lo que indica que tanto el sistema como el método son
precisos desde el punto de vista de la repetibilidad.

Como se muestra en la tabla 5, el andlisis de varianza, mediante un zesz F para la preci-
sién intermedia, indica que no se presentan diferencias estadisticamente significativas
por realizar el andlisis en dias diferentes o con analistas diferentes [11].

Tabla 5. Prueba F de Fisher y ANOVA para la precisién intermedia.

Fue.nt(? de Gfados de Suma de Cuadrfidos Fexp F tab
variaciéon libertad cuadrados medios
Analista 1 300,05620 300,05620 1,04 5,12
Dia 1 599,41277 599,41277 2,08 5,12
Error 9 2599,66816 288,85202
Total 11 3499,13713 318,10338
Exactitud

La tabla 6 muestra que el porcentaje de recuperacién fue superior al 95% e inferior al
105%. Para la prueba 7 de Student se puede apreciar que el valor calculado es mayor
que el tabulado. Se acepta entonces la hipétesis alternativa (H1: # exp > 7 tab) y se
afirma que la probabilidad de obtener un valor 7 con ocho grados de libertad, igual
o mayor a 3,351 es aproximadamente 0,005, cuando el promedio es 100,53; es decir,
no existe diferencia estadisticamente significativa entre los datos y el 100%. La prueba
de Cochran muestra que existe homogeneidad entre las varianzas para los diferentes
niveles de concentracién (tabla 7), indicando que el nivel de concentracién no afecta la
variacion de los resultados.

CONCLUSIONES

Se desarroll6 y valid6 una metodologia analitica por HPLC para la cuantificacién de
Warfarina Sddica en una suspension extemporanea. Los resultados de la validacion
muestran que la metodologia propuesta es selectiva, lineal, precisa y exacta; por tanto,
es confiable para utilizarla en la cuantificacién del activo Warfarina Sédica en una pre-
paracién extemporanea tipo suspension.
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Tabla 6. Porcentajes de recuperacion y prueba ¢ de Student para la exactitud.

Nivel de concentracién

Numero de réplica

Recuperacion (%)

1

99.9

100,9

100,9

99.9

100,9

100,9

99,9

100,9

W D= N = W N

100,9

Promedio

100,53

Desviacién estindar

0,48

Desviacién estandar relativa

0,478

texp

3,351

ttab

2,306

Tabla 7. Prueba G de Cochran para la exactitud.

Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de
recuperacion al 80% recuperacion al 100% recuperacion al 120%
Media 100,5 100,5 100,5
SD 0,555 0,55 0,555
Cv 0,552 0,52 0,552
n 3 3 3
Varianza 0,308 0,308 0,308
G cal 0,3333
G tab 0,8709
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