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RESUMEN

La metodologfa analitica para la cuantificacién de warfarina sédica en tabletas de
5 mg fue estandarizada y validada mediante cromatografia liquida de alta eficiencia
acoplada a detector de arreglo de diodo (HPLC-DAD). Se usé como fase mévil una
mezcla compuesta por MeOH-AcOH-H,O (68:1:32), una columna cromatografica
C8¢ Phenomenex® de 150 x 4,6 mm y tamano de particula de 5 um. Los resultados
analiticos muestran que el método es preciso, exacto y selectivo para este firmaco. La
curva de calibracidn se realizé en un intervalo del 80 al 120%, en una concentracién
nominal de 0,1mg/mL, demostrando ser lineal con un coeficiente de correlacién a
*> 0,990; el porcentaje de recuperacion fue de 98,1% + 1,3, la precision medida
a través de la repetibilidad y la precisién intermedia fue adecuada (%RSD<2). En
la prueba de disolucién se encontré un porcentaje de 92,3% + 3.0. Por lo tanto, la
metodologfa desarrollada cumple con las especificaciones establecida por la USP 38/
NEF33.

Palabras claves: Validacién de métodos analiticos, warfarina sédica, HPLC-DAD.
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SUMMARY

Validation of an analytical HPLC method for the quantification
of warfarin sodium in tablets

The analytic methodology for the quantification of sodium warfarin tablets of 5 mg
was standardized and validated by High Efficiency Liquid Chromatography coupled
to Diode Array Detector (HPLC-DAD). A mixture of MeOH-AcOH-H,0O
(68:1:32) was used like mobil phase, a chromatographic column C8¢ Phenomenex”
0f 150x4.6 mm and a particle size of 5 um. The analytic results show that the method
is precise, accurate and selective for this drug. The calibration curve was performed
in the range of 80 to 120% at a nominal concentration of 0.1 mg/mL, demonstrating
to be linear with a correlation coefficient at r*> 0.990; recovery rate was 98.1% + 1.3
and the precision measured through repeatability and intermediate accuracy was
adequate (% RSD <2). A percent of 92.3% + 3.0 was found in dissolution test, thus,
the methodology developed complies with the specifications established by USP
38/NF33.

Keywords: Validation of analytical methods, sodium warfarin, HPLC-DAD.

INTRODUCCION

La warfarina (de las siglas “Wisconsin Alumni Research Foundation”, terminado en
“arina’, de cumarina) fue descubierta en 1940 por Karl Paul Link, quimico de la Univer-
sidad de Wisconsin, Estados Unidos [1]. La warfarina es uno de los medicamentos mds
prescritos en el mundo, usado como anticoagulante oral en profilaxis y el tratamiento
de eventos trombdticos: embolismo pulmonar, cardiomiopatias, en complicaciones
tromboembdlicas asociadas con fibrilacién auricular, oclusién vascular retinal y embo-
lismo cerebral, entre otros, asi como en el manejo de la terapia antitrombética, seguida
de la intervencién coronaria percutdnea en pacientes con fibrilacidn auricular [2].

La warfarina es un derivado sintético de la cumarina, la cual actia inhibiendo la sinte-
sis por inhibicién de la gamma carboxilacién de los factores de la coagulacién depen-
dientes de la vitamina K, entre los que se encuentran los factores II, VII, IX y X, y las
proteinas anticoagulantes C y S.3 [3-6]. En la actualidad se dispone de preparaciones
comerciales compuestas por una mezcla racémica de su sal sédica R y § (1), siendo
la S-warfarina levorrotatoria cuatro veces mas potente en su antagonismo con la vita-
mina K. Después de su administracién oral, la warfarina se absorbe practicamente en su
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totalidad (~90%) con una concentracién plasmdatica maxima observadaen las primeras
cuatro horas. Este firmaco se elimina casi completamente mediante metabolizacién por
las enzimas microsomales hepdticas (complejo citocromo P-450: por las isoenzimas
2C9,2C19,2C8,2C18, 1A1, 1A2,y 3A4), originando metabolitos hidroxilados inac-
tivos o reducidos, eliminados preferentemente en la orina [5-7]. Aspectos relacionados
con la seguridad y con una alta tasa de complicaciones potencialmente mortales han
limitado su uso en forma generalizada. El riesgo de sangrado durante el tratamiento
con warfarina es probable en personas de mas de 65 afios, en personas que toman dosis
altas de warfarina, o las que toman este medicamento por periodos largos. En algunas
ocasiones el tratamiento con warfarina puede causar dolor, hinchazén o incomodidad,
sangrado de una cortada que no se detiene en la cantidad de tiempo usual,sangrado de
nariz o de las encfas, tos, algunas veces acompanada con sangrado, moretones o san-
grado inusuales, sangrado vaginal o flujo menstrual mas de lo normal, orina de color
rosado, rojo o café oscuro, evacuaciones de color rojo o negro alquitranado, dolor de

cabeza, mareos y debilidad general [4, 8].
@]

@)

Esquema 1. Estructura molecular de la warfarina sédica.

Adicional a los efectos secundarios y a la necesidad de mantener la vigilancia de la cali-
dad farmacéutica de los preparados que se encuentran en nuestro pafs, recientemente la
Direccién de Medicamentos y Productos Bioldgicos del INVIMA emiti6 un reporte
de evidencia de resultados no conformes para algunos productos farmacéuticos nacio-
nales que tienen warfarina como principio activo [9]. Es rol fundamental del profesio-
nal quimico farmacéutico y de las entidades relacionadas con el aseguramiento de la
calidad de los medicamentos garantizar y gestionar los sistemas de farmacovigilancia a
nivel local y nacional, con el fin de mejorar aspectos que permitan optimizar y mante-
ner la farmacoterapia en los pacientes [10].
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El presente trabajo deinvestigacion ofrece el desarrollo de un método analitico validado
que permite cuantificar la warfarina sédica como principio activo de formulaciones far-
macéuticas tipo tabletas, mediante un método por HPLC-DAD, como herramienta
versatil y poderosa para la identificacion y la determinacion de los componentes qui-
micos en los medicamentos [11-14]. Los resultados analiticos muestran que la valida-
cién de la metodologia por HPLC es selectiva, lineal, precisa y exacta; por tanto, es
confiable para ser utilizada en la cuantificacién de warfarina sédica en tabletas. Este
resultado permitird contar con una metodologia que permita velar por la buena calidad
ylas buenas pricticas de manufactura (GMP) de los medicamentos que contienen este
principio activo [15-16].

METODOLOGIA

Instrumentos y equipos

El cromatégrafo liquido utilizado fue un Shimadzu LC LaChrom Elite® System
(Shimadzu, Kyoto, Japén), equipado con una bomba cuaternaria modelo L-2130 y
un detector de arreglo de diodo (DAD) modelo L-2455. Las pruebas de disolucién
se realizaron en un equipo disolutor marca VARIANT 705DS, sistema microondas
de extraccién.

Reactivos

Estindar USP de warfarina (lote: [1G072), metanol (MeOH, Merck®), acetonitrilo
(ACN, Merck®), acido acético glacial (AcOH, Merck®), hidréxido de sodio (NaOH,
Merck®), 4cido fosforico (H;PO,, Merck®), fosfato monobisico de potasio (KH,PO,,
Panreac®), todos grados analiticos (GA).

Estandarizacion de la metodologia

En el establecimiento de los pardmetros de validacion se siguieron las pautas recomen-
dadas por la Farmacopea Americana USP 38, categoria I [17]. Como se mencion, para
cada pardmetro de validacion las concentraciones empleadas de warfarina sédica guar-
dan relacién con las concentraciones etiquetadas en el producto mezcla de los mismos.

Condiciones cromatograficas

La fase mévil consistié en una mezcla de MeOH:AcOH:H,O (68:1:32), filtrada y
desgasificada por membrana de 0,45 um. La columna utilizada fue C8e, Phenomenex®,
150 x 4,6 mm, tamaiio de particula de 5 um, lalongitud de onda se establecié 2 280 nm,
flujo 1,4 mL/min, volumen de inyeccién 20 pL y a una temperatura de trabajo de 30 °C

[18,19].
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Preparacion de la solucién buffer fosfato

Se transfirié 1,36 g de KH,PO, a un matraz volumétrico de 200 mL en 50 mL de agua.
Se agrega 39,1 mL de NaOH 0,2 N y con agua hasta completar volumen. Se ajusta con
solucién de NaOH o H;PO, hastapH =7,4 + 0,1.

Preparacion de las soluciones estindar y de calibracién de warfarina sodica

A partir del estandar primario de warfarina sddica, se preparé una solucion stock de
concentracién 1,0 mg/L de acuerdo con los criterio establecidos en la USP 38 [17]. A
partir de esta solucién, se procedié a preparar las diluciones de trabajo parala validacién
de la metodologfa utilizada [20,21].

Linealidad

Se prepard una curva de calibracién con cinco concentraciones correspondientes
a 80%, 90%, 100%, 110% y 120 % de la concentracidn tedrica (0,1 mg/mL). Con los
resultados arrojados se realizé el analisis de regresion lineal.

Precisién y exactitud

La precisién fue calculada con el coeficiente de variacién a partir de la repetibilidad y
la precisién intermedia [21]. Para ello se preparé por triplicado a partir de la solucion
stock de trabajo la disolucién correspondiente al 100% de la concentracidn, inyectin-
dose tres replicas en el cromatégrafo para el caso de la repetibilidad. En cuanto a la
precision intermedia, se prepard una solucién de 100% por dos analistas diferentes en
dos dias diferentes. La exactitud se determind con el porcentaje de recuperacion a partir
de la preparacién de tres niveles de concentracién de 90%, 100% y 110%.

Selectividad

En la evaluacién de la selectividad se preparé una solucién al 100% de la concentracion
de trabajo. De esta tltima solucién se tomaron tres alicuotas de 3 mL que sellevaron alas
siguientes condiciones extremas: dcido clorhidrico 0,1 N, hidréxido de sodio 0,1 Ny
perdxido de hidrogeno al 30%, a reflujo durante una hora a 80 °C. Esto con su respec-
tivo blanco y estindar.

Preparacion de las muestras comerciales de warfarina sédica

Para la preparacion de las muestras se tuvieron en cuenta los criterios establecidos en
la USP 38 [17]. Se pesaron 20 tabletas del producto comercial y se redujeron a polvo
fino, transfiriendo una porcién de polvo equivalente a 25 mg de warfarina sédica a un
balén de 25 mL. Luego se disolvi6 y diluy6 con una solucién de buffer fosfato pH 7,4, a
partir de esta solucion se prepar6 una solucién de trabajo de concentracién 0,1 mg/mL,
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la cual se filtr a través de un filtro de 0,45 um, para luego ser inyectada en el cromaté-
grafo. Este analisis se realiz6 por triplicado.

Prueba de disoluciéon

El procedimiento analitico tuvo en cuenta la preparacién del estdndar (warfarina) y la
preparacion de la muestra. Para la preparacion del estindar se pesaron exactamente 25
mg de warfarina, se llevd a un balén volumétrico de 25 mL, se disolvié y completé volu-
men con medio de disolucién. Las muestras comerciales de warfarina se sometieron a
pruebas de disolucién en un equipo disolutor, para lo cual cada tableta se coloc6 en un
vaso de 900 mL, con medio de disolucién (Agua Mili-Q) utilizando el aparato N.° 2
(paletas) a 50 rpm, durante 30 min, a temperatura de 37 °C +0,5; la cuantificacién del
analito se realizé en el cromatégrafo liquido [22].

RESULTADOS Y DISCUSION

Validacién de valoracién

De acuerdo con la metodologia descrita en la USP 38 [17] y usando las condiciones
cromatograficas descritas anteriormente, se inyectd en el cromatdgrafo por quintupli-
cado la solucidén estindar de warfarina a fin de verificar la idoneidad del sistema, obte-
niéndose un numero de platos tedricos igual a 5282, y una asimetria de 1,18, donde lo
especificado por la USP acepta un minimo de 1200 platos tedricos y una asimetria < 2.
Se puede afirmar que se cumple con lo esperado y que el sistema es idéneo.

Linealidad

La curva de calibracidn result6 ser lineal en el intervalo de concentraciéon comprendido
entre 0,08 y 0,12 mg/mL (tabla 1). Alaplicar la regresion lineal a los resultados registra-
dos, se obtuvo la ecuacién de la recta que se expresé segin Y = 1,2x107+0,7C-19.926.
El coeficiente de correlacion lineal fue de 0,9955 (figura 1), y un RSD de 0,9990%.
El andlisis de varianza para lapendiente y el intercepto arrojé que estos son diferentes
de cero. Como el valor p de la prueba en la tabla ANOVA es menor de 0,5, hay una
relacién estadisticamente significativa entre la relacién de 4rea y la concentracion de
warfarina sddica a un nivel de confianza de 95%.
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Tabla 1. Resultados estadisticos para la prueba de linealidad del sistema y el método.

Estadisticos Sistema Método
Coeficiente de correlacién (r) 0,9977 0,9958
Coeficiente de determinacién (r?) 0,9955 0,9917
Intercepto (a) -19.9263,8667 -1.168.399,533
Pendiente (b) 120.267.596,7 127.682.403,3
Varianza (S? yx) 15.179.841.962 31.540.307.568
Test de Cochran Gtab: g?;p(;(lf; <Gtab Gtab: E)};};pG(ifs <Gtab
Desviacién estdndar de la 2.249.432,666 3.242.442,884

pendiente (Sb)

Desviacién estandar del
intercepto (Sa)

871.201,5255

1.255.792,729

Test de hipétesis para la pendiente

T calculado: 53,47
T tabulado: 2,16
T calculado > T tabulado

T calculado: 39,38
T tabulado: 2,16
T calculado > T tabulado

Test de hipétesis para el intercepto

T calculado: 53,47
T tabulado: 2,16
T calculado > T tabulado

T calculado: 39,38
T tabulado: 2,16
T calculado > T tabulado

Andlisis de varianza para
la regresi6n lineal

F calculado: 2858,5

F tabulado: 2,51
Si F calculado> F tabulado

860 F calculado: 1550,6630
F tabulado: 2,51

Si F calculado> F tabulado

15'000.000
14'000.000
13'000.000
12'000.000 |
11'000.000
10'000.000 r

AI'CEL

R,=0,9955

9'000.000 '
0,078

0,088

0,098

0,108 0,118 0,128

Concentracién (mg/mL)

Figura 1. Curva de linealidad del sistema en validacién de valoracién.
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Precision
En la tabla 2 se exponen los resultados correspondientes a este estudio. Para el caso
especifico de la repetibilidad, se utilizé una concentracién nominal de 0,1 mg/L por tri-

plicado, y se determin la concentracién a cada replica por inyeccidn de tres veces cada
una, arrojando un valor promedio (n = 9) de 97,0% + 1,9 con un % RSD menor de 2%.

En cuanto a la precision intermedia, los resultados de recuperaciéon no se presentan
diferencias estadisticamente significativas, en razén a que se realizé el anlisis en dias
diferentes o con analistas diferentes (tabla 2).

Tabla 2. Resultados y andlisis estadisticos de la precisién intermedia.

Analista Dias
1 2

98,99 98,88
1 98,86 99,01
98,95 98,91

Promedio 98,9 98,9
SD 0,06 0,06

% RSD 0,06 0,06
97,41 98,42
2 97,31 98,11
97,35 98,76

Promedio 97,4 98,4

SD 0,05 0,3

% RSD 0,05 0,3

Exactitud

Para la determinacién de la exactitud se emple el método de porcentaje de recupera-
cién, el cual se realizé a tres niveles de concentracién por triplicado de 90%, 100% y
110% de concentracién (tabla 3). El alto porcentaje de recuperacion para la warfarina
sodica fue de 98,1% +1,3, con un valor de % RSD de 1,4%, muy por debajo del criterio
establecido (% RSD< 2).
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Tabla 3. Resultado y analisis para el porcentaje de recuperacién en la exactitud.

Concentraciéon % Recuperacion Media SD %RSD
(%) Muestral | Muestra2 | Muestra 3
90 97,51 97,31 97,7 97,5 0,20 0,20
100 99,61 99,7 99,62 99,6 0,05 0,05
110 97,15 97,31 96,9 97,12 0,21 0,21
Selectividad

En esta prueba las soluciones estindares y las muestras fueron sometidas a condiciones
extremas en medio acido, basico y de oxidacion, con el fin de observar si el analito de
interés presenta interferencia con sus productos de degradacion generados.

En los cromatogramas se pudo observar un tnico pico caracteristico de la warfarina
en un tiempo de retencién de 1,2 min en los medios 4cidos y basicos, mientras que
en condiciones de oxidacion se presenta un pico producto de degradacién del analito
en estudio, eluyendo a un tiempo de retencién de 3,0 min, sin presentar interferencia
alguna con la sefal de la warfarina sédica. Por lo tanto, la metodologia utilizada es
selectiva para la cuantificacién del fairmaco de interés.

VALORACION PRUEBA DE DISOLUCION

Linealidad del sistema

El valor del coeficiente de determinacién (r*) entre la cantidad de principio activo adi-
cionado y la cantidad recuperada es de 0,9986. El coeficiente de variacion de los factores
de respuesta fue de 2. En la figura 2 se muestran la curva de la linealidad dentro del
intervalo de trabajo (60%-100%). De acuerdo con el test estadistico indicado en la
tabla 4, la linealidad cumple con los criterios de aceptacion.

16'000.000
15'000.000
14'000.000
13'000.000
12'000.000
11'000.000

10'000.000 R =0,9986

9'000.000 . . . g
0,0023 0,0028 0,0033 0,0038 0,0043

Concentracién (mg/mL)

Area

Figura 2. Curva de linealidad del sistema prueba de disolucion.
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Tabla 4. Resultados estadisticos de la prueba de linealidad del sistema.

Estadistica Sistema

Coeficiente de correlacién (r) 0,9978

Coeficiente de determinacién (r?) 0,9957
Intercepto (a) 186870,4917

Pendiente (b) 244077070,1
Varianza (S2 y,x) 187829604,8
Test de Cochran Gexp: 0,38

Gtab: 0,87 Gexp<Gtab

Desviacién estindar de la pendiente (Sb)

24755516,06

Desviacién estdndar del intercepto (Sa)

165427,5256

Test de hipétesis para la pendiente

T calculado: 49,15
T tabulado: 2,16
T calculado >T tabulado

Test de hipdtesis para el intercepto

T calculado: 49,15
T tabulado: 2,16
T calculado >T tabulado

Anélisis de varianza para la regresion lineal

F calculado: 2415,9360
F tabulado: 2,51
Si F calculado>F tabulado

Prueba de disolucién

En la tabla se presentan los resultados para la prueba de disolucién de la warfarina

sodica comercial, en los que se puede constatar que el Q promedio hallado fue de

92,3% + 3,7, que es mayor al criterio establecido por la USP (Q>80 + 5%), y un RSD

de 4,0% (figura 3).
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Figura 3. Disolucién de las tabletas de warfarina sédica.

CONCLUSIONES

Los resultados indican que el método para la cuantificacion e identificacién de warfa-
rina sédica en tabletas, en las condiciones del Laboratorio de Analisis de Medicamen-
tos (LAM), cumple con los pardmetros establecidos por la USP 38 para este principio
activo y son confiables. Esta metodologia podra ser implementada como apoyo al Cen-
tro de Investigacién de Servicio Farmacéutico y Monitoreo de Firmaco que se gesta
en la regién Caribe Colombiana, asi como a las entidades regulatorias y al sector far-
macéutico a nivel regional y nacional, garantizando de esta manera que los resultados
obtenidos puedan ser aplicados en el andlisis del producto terminado y en los resul-
tados de estabilidad de la forma farmacéutica solida de warfarina sédica. EI método
USP validado en el laboratorio LAM es selectivo, ya que no se detecta interferencia
con la matriz, ni con los productos de degradacién en diferentes condiciones de pH y
oxidacidn. El método es lineal en el intervalo de concentracién del 80 al 120%, en la
validacién de la valoracién. El método es preciso, ya que el grado de concordancia que
existe entre las pruebas realizadas al 100% de concentracién nos permite obtener resul-
tados repetitivos, obteniéndose un RSD menos al 2% en cada replica; adicionalmente,
no hubo diferencias estadisticas significativas entre los ensayos realizados con analistas
y en dias diferentes.
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