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El futuro pertenece a aquellos que se preparan

para él, hoy.
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Resumen

La warfarina sddica es uno de los farmacos de mayor interés en la terapia anticoagulante, no
solo por su importante actividad, sino también por su estrecho indice terapéutico, su interaccion

con otros farmacos y alimentos, y por sus eventos adversos.

La utilizacion de una preparacién extemporanea, elaborada a partir de tabletas de warfarina
sodica, es una alternativa hospitalaria para el control de su dosificacién, permitiendo la
administracion de dosis mas exactas y controladas que las administradas por la fractura de
tabletas para hacer una divisiéon de la dosis.

En la presente investigacion se validé una metodologia para la cuantificacion de warfarina
sodica en suspension, preparada a partir de tabletas de 5 mg del mercado nacional,
provenientes de dos lotes. Posteriormente se llevo a cabo el estudio de estabilidad fisica y
qguimica de la preparacién extemporanea, durante 14 dias, almacenadas a 5, 30 y 40°C
respectivamente, para muestras de 30 mL preparadas en una solucién de NaCl 0.9% y
solucion de Dextrosa 5.0%, envasadas en recipientes de vidrio transparentes y ambar, con
tapa rosca plastica. Los porcentajes remanentes de todas las muestras no fueron
estadisticamente diferentes del 100% (t cal = 1.251 para 5°C, 0.650 para 30°C y 0.592 para
40°C; t tab = 1.960), las constantes de velocidad de degradacién y los intervalos de confianza
para la pendiente, de todos los sistemas reflejan su estabilidad (Solucién de NaCl 0.9% envase
transparente: k = 0.0012 g/100mL hora, IC = 1.268; NaCl 0.9% envase ambar: k = -0.0016
g/100mL hora, IC = 1.261; Dextrosa al 5.0% envase transparente: k = -0.0077 g/100mL hora,
IC = 1.269 y Dextrosa al 5.0% envase ambar: k = 0.00008 g/100mL hora, IC = 1.271) y fue
posible la mezcla de los dos lotes empleados en el estudio, tanto en solucion de NaCl 0.9%,
como en solucion de Dextrosa 5.0% (F cal modelos = 0.432 y 2.342 respectivamente y F tab =
3.232).

Ademas el pH de las muestras, entre 7.0 y 8.0, favorecié la forma ionizada del farmaco, la cual

es mas estable y se reflej6 en el mantenimiento del color y la apariencia de las mismas.

La suspensién mas estable, fue la preparada utilizando como vehiculo la solucién de NaCl
0.9%, envasada en frasco de vidrio ambar con tapa rosca plastica y almacenada a 5°C. Sin
embargo, no se encontré diferencias estadisticamente significativas en la estabilidad de las

muestras preparadas con solucién de Dextrosa 5.0%, y envasadas en frasco de vidrio



transparente 0 @mbar con tapa rosca plastica y almacenadas a temperaturas de 5, 30 y 40°C,
respectivamente.

Palabras clave: Warfarina - Anticoagulacion - Validacion por HPLC - Estabilidad - Preparacion
extemporanea.



Abstract

Sodium warfarin is one of the most-studied drugs as anticoagulant, because of its important

activity, narrow therapeutic index, drug and food interactions and adverse events.

Using an extemporaneous preparation from 5 mg sodium warfarin tablets, is an alternative to
control its dosage in order to dispense a more exact and controlled dose than that dispenses by

fracturing the tablet.

An HPLC analytical methodology to quantify sodium warfarin in suspension, prepared from one
brand and two batches of 5 mg sodium warfarin tablets, was validated. Thereafter a stability
study throughout 14 days, at 5, 30 and 40°C, using samples of 30 mL, prepared with NaCl
0.9% and Dextrose 5.0% and packed inside transparent and amber glass containers with
plastic stopper and rotating closing, was conducted. Whole samples remaining percentages,
had no statistical differences from 100% (t cal = 1.251 for 5°C, 0.650 for 30°C y 0.592 for 40°C; t
tab = 1.960), whole systems degradation rate constants and confidence intervals for the slope,
show samples high stability (NaCl 0.9% transparent container: k = 0.0012 g/100mL hour, CI =
1.268; NaCl 0.9% amber container: k = -0.0016 g/100mL hour, Cl = 1.261; Dextrose 5.0%
transparent container: k = -0.0077 g/100mL hour, Cl = 1.269 y Dextrose 5.0% amber container:
k = 0.00008 g/100mL hour, Cl = 1.271) and combining of the two batches prepared using NaCl
0.9% and Dextrose 5.0%, was possible (F cal models = 0.432 y 2.342 respectively y F tab =
3.232).

Furthermore, pH values of the samples, from 7.0 to 8.0, helped keeping drug ionized form,
which is the most stable. Keeping samples color and appearance throughout the study

reinforces this affirmation.

The most stable suspension was that prepared with NaCl 0.9% and packed inside amber glass
container with plastic stopper and rotating closing and 5°C of temperature. However, it was not
found statistically significant differences in the stability of the samples prepared using Dextrose
5.0%, packed inside transparent or amber glass container with plastic stopper and rotating

closing and 5, 30 and 40°C of temperature.

Key words: Warfarin - anticoagulation - HPLC Validation - Stability - Extemporaneous

preparation.
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Anexo 9. Cromatograma correspondiente al blanco Dextrosa al 5%

Anexo 10.

Anexo 11.

Anexo 12.

Anexo 13.

Anexo 14.

Anexo 15.

Anexo 16.

Anexo 17.

Cromatograma correspondiente al blanco NaCl al 0.9%

Cromatograma correspondiente a la selectividad frente a todos los excipientes
Preparacion de la suspension en los envases transparente y ambar en NaCl 0.9%
Preparacion de la suspension en el envase transparente en Dextrosa 5.0%
Muestras a 40°C y 336 h (3 primeras NaCl 0.9% y tres Ultimas Dextrosa 5.0%)
Muestras a 30°C y 336 h (3 primeras NaCl 0.9% y tres Ultimas Dextrosa 5.0%)
Muestras a 5°C y 336 h (3 primeras NaCl 0.9% y tres ultimas Dextrosa 5.0%)

Modelo de etiqueta para una forma farmacéutica extemporanea a partir de tabletas

de warfarina sodica.
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Lista de simbolos y abreviaturas

P

INR

IUPAC
LSC

cis

cs

USP

WHO (OMS)
o (SD) (S)
RSD

cv

0O,

CO;

kg
mL

min

VKORC1
CYP2C9
mg

r.2

Tiempo de protrombina
Proporcion internacional normalizada
Via de administracion intravenosa
Unidn Internacional para la Quimica Pura y Aplicada
Cromatografia liquido-soélido
Sustituyente alquilico con 18 carbonos
Sustituyente alquilico con 8 carbonos
Farmacopea de los Estados Unidos
Organizacion mundial de la salud
Desviacion estandar
Desviacion estandar relativa
Coeficiente de variacion
Oxigeno molecular
Dioxido de carbono
Litros
Kilogramos
Mililitros
Minutos
Horas
Complejo 1 de la enzima vitamina K epéxido reductasa
Isoforma 2C9 del complejo enzimatico citocromo P450
Miligramos

Factor de determinacion
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APOE
SAFL
aFL
H9
FDA
ISI
DASS
TTR
POC

SC

°C
HCI
pH
pKa
nm
ML
NaOH
KH,PO,
G.R.
H,0,
FD&C

NaCl

Nivel de confianza

Apolipoproteina E

Sindrome antifosfolipidico

Antifosfolipidos

Microgramos

Oficina para la administracion de alimentos y medicamentos
indice de sensibilidad internacional

Escala de satisfaccion de anticoagulacion Duke
Tiempo en rango terapéutico

Punto de atencion

Via de administracion subcutanea

Gramos
Grados centigrados

Acido clorhidrico

Logaritmo negativo de la concentracion de hidrégenos
Logaritmo negativo de la constante acida
Nanometros

Microlitros

Hidroxido de sodio

Fosfato monobéasico de potasio

Grado reactivo

Peréxido de hidrégeno

Alimentos, medicamentos y cosméticos

Cloruro de sodio
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K
Ho
a(a)

b (B)

U exp (obs)

t tab

F exp (cal)

F tao

TAB
SY?
Sy
SXY

SCR

Factor de capacidad
Hipotesis nula
Intercepto

Pendiente

Valor experimental, calculado u observado con la prueba t de Student

Valor tabulado con la prueba t de Student

NuUmero de datos

Factor de correlacion

Valor experimental o calculado con la prueba F de Fisher
Valor tabulado con la prueba F de Fisher

Valor experimental o calculado con la prueba G de Cochran
Valor tabulado con la prueba G de Cochran

Temperatura

Tableta

Sumatoria de los “y” cuadrados
Sumatoria de los “y’

Sumatoria de los “xy”

Sumatoria de los cuadrados de la regresion
Grados de libertad del numerador

Grados de libertad del denominador

Constante de velocidad de degradacion

Sumatoria de los cuadrados de “xy”
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Introduccién

La elaboracién de preparaciones extemporaneas a nivel hospitalario, es una practica
frecuente con el fin de facilitar la dosificacion y entrega de medicamentos a pacientes,
gue por sus estados patoldgicos no los pueden usar en forma directa, o con el fin de no
invadirlo vascularmente; haciéndose necesario realizar la transformacion de
medicamentos comerciales, fundamentalmente solidos en forma de tabletas, en

preparaciones para ser usadas en forma inmediata o en periodos cortos de tiempo.

La warfarina sddica es un farmaco que a pesar de haber sido probado clinicamente por
primera vez como anticoagulante en 1953 en Estados Unidos, sigue siendo uno de los
farmacos de mayor interés. Desde su desarrollo ha presentado diversos desafios que
van desde su estructura quimica hasta su interaccidon con otros farmacos y alimentos
ademas de sus eventos adversos. Desde su aplicacion como anticoagulante, se
presentaron problemas para su aislamiento asi como para la purificacion de sus
racematos, investigacion que duré mas de 20 afios hasta que en 1973 se obtuvo los
cristales de warfarina de la mezcla racémica y en 1975 la S-(-)-warfarina, confirmandose
el tautomerismo de esta molécula por cristalografia solo hasta 2003. (Porter, 2010)

La warfarina sédica es un farmaco de indice terapéutico estrecho y la dosis debe ser
controlada mediante determinaciones periédicas del tiempo de protrombina
(TP)/Proporcion Normalizada Internacional (INR) u otras pruebas de coagulacién
adecuadas. Ademas el tratamiento para cada paciente debe ser totalmente

individualizado.

La warfarina sédica puede ser administrada por via IV y peroral, sin embargo el efecto
anticoagulante completo de una dosis de warfarina, independientemente de la via
seleccionada para su administracion, corresponde al tiempo que debe transcurrir hasta
gue se agoten los factores de coagulacion, cuyas semividas son de 6 horas para el factor
VII, 24 horas para el factor 1X, 40 horas para el factor X y 60 horas para el factor I, lo
cual indica que la administracion intravenosa no proporciona un efecto biol6gico
aumentado o un comienzo mas rapido del efecto respecto a la via peroral. (Flérez,
Armijo, & Mediavilla, 1997)
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Una revisién de los casos clinicos, indica que la prevalencia de las hemorragias graves
va del 1 al 3% por afio en los grupos de alto riesgo. Las hemorragias leves que se
presentan, se corrigen generalmente con un ajuste de la dosis o con administracion de
vitamina K, mientras que las graves requieren del reemplazo de los factores Il, VII, IX y X

de forma urgente. (Lankiewicz, Hays, Friedman, Tinkoff, & Blatt, 2006)

La utilizacion de una preparacion extemporanea, elaborada a partir de tabletas de warfarina
sodica, brindara por lo tanto una alternativa para el control de la dosificacion, ya que se podra a
través de ésta, administrar una dosis mas exacta y controlada, que la administrada por la
fractura de la tableta. Los estudios de estabilidad efectuados para este tipo de preparaciones
son por lo tanto una necesidad y contribuyen a un mejor manejo y administraciéon segura de los
farmacos. Por tal razon, se hizo necesario desarrollar estudios de estabilidad fisica y quimica,
gue demuestren la eficacia, potencia y seguridad de la preparacion extemporanea a partir de
tabletas de warfarina sodica, ademas de poder determinar las mejores condiciones para su

almacenamiento y recomendaciones de uso.
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Justificacion

La posibilidad de utilizar farmacos cumarinicos como la warfarina sédica y administrados por
via peroral, ha brindado tanto a los médicos como a los pacientes, una terapia eficaz como
anticoagulante, pero es uno de los farmacos asociados con alta incidencia de efectos
indeseables; su reaccion adversa mas comun y peligrosa es el sangrado, que puede llegar a
ser fatal. Al estrecho margen terapéutico del farmaco se agrega la gran variabilidad
interindividual en la respuesta al tratamiento, asi como sus numerosas interacciones
farmacoldgicas, factores que se conjugan para hacer de la warfarina un farmaco dificil de
manejar, con un importante nimero de pacientes que oscilan entre el riesgo de sangrado y la

insuficiente anticoagulacion. (Isaza, Henao, & Beltran, 2010)

Se hace necesario para su administracion el considerar el estado fisico y los estados
patoldgicos del paciente, requiriéndose de un monitoreo constante del mismo y un ajuste o
supresion de la dosis de warfarina sédica administrada, siendo la preparacion extemporanea

una posible solucion para facilitar el ajuste de dicha dosis cuando el paciente lo requiera.

Este farmaco, con base en sus propiedades fisicoquimicas, requiere de la utilizacién de
vehiculos compatibles y de condiciones especificas de manipulacion y almacenamiento,
teniendo en cuenta su importancia como anticoagulante; requiriéndose de los estudios de
estabilidad respectivos que permitan fijar las condiciones adecuadas de almacenamiento, asi
como el ajuste de las condiciones fisicoguimicas del vehiculo para garantizar su eficacia y uso

seguro.

Por lo tanto, en esta investigacion se realizaron los estudios de estabilidad fisica y quimica de
una preparacion extemporanea de warfarina sodica, elaborada a partir de tabletas de 5 mg del
mercado nacional y utilizando un vehiculo de uso hospitalario, ademas se elaboré el protocolo
de preparacion, estableciendo las mejores condiciones de almacenamiento con el fin de usar

racionalmente y en forma segura esta preparacion en beneficio del paciente.
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Capitulo I. Objetivos

Objetivo General

Determinar la estabilidad fisica y quimica de una preparacion extemporanea de warfarina

sadica, partiendo de una tableta del mercado nacional.

Objetivos especificos

1. Validar la metodologia analitica para la cuantificacion de una preparacion
extemporanea de warfarina sodica mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC).

2. Definir experimentalmente un vehiculo de uso hospitalario, que favorezca la

estabilidad de una preparacion extemporanea de warfarina sodica.
3. Establecer el tiempo de vida Gtil de la preparacion extemporanea.

4. Elaborar un protocolo para la preparacion extemporanea de warfarina sédica, asi

como las recomendaciones para su almacenamiento y uso racional.
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Capitulo Il. Marco teérico

2.1. Preparaciones extemporaneas

Dentro del &mbito hospitalario, las preparaciones magistrales se clasifican en formulaciones
normalizadas y preparaciones extemporaneas. Las primeras son aquellas aprobadas por el
comité de farmacia y terapéutica para uso general en el hospital. Las segundas son aquellas
gue no se preparan de forma rutinaria, sino solamente para atender las necesidades de un
paciente especifico. La transformacién de estos medicamentos forma parte de una de las
responsabilidades mas antiguas del farmacéutico de hospital la cual se ve sustentada en las
necesidades o requerimientos especificos de pacientes que por sus caracteristicas no pueden
hacer uso de formas farmacéuticas comercialmente disponibles. Por lo tanto es necesario
recurrir a realizar un reenvasado, que es definido como el procedimiento por el cual un
medicamento se envasa para que pueda ser administrado al paciente en las dosis prescitas
por el médico y que deba reunir los siguientes requisitos:

e Contener una cantidad de farmaco para una sola toma.
e Proporcionar una adecuada proteccién del contenido frente a los agentes ambientales.
e Permitir una facil y completa identificacion.

e Permitir ser administrado directamente del envase sin necesidad de ninguna
manipulaciéon adicional. (Herreros, 1997; Borras, Pérez, & Jiménez, 1999; Bonal &
Dominguez, 1992)

2.2. Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

Segun define la IUPAC, “La Cromatografia es un método, usado principalmente para la
separacion de los componentes de una muestra, en la cual los componentes se distribuyen en
dos fases, una de las cuales es estacionaria, mientras la otra se mueve. En HPLC la fase movil
es el parametro que gobierna la separacién. Con una sola columna es posible separar
sustancias polares, ionicas, ionizables y no polares simplemente modificando la composicion
de la fase movil. Ademas, la selectividad aportada por la amplia variedad de solventes aptos
para ser empleados como fase movil en HPLC, le otorgan mucha mayor versatilidad. Si la fase
estacionaria es un solido y la fase movil un liquido la cromatografia se denomina cromatografia
liguido-sélido (LSC).
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Basicamente, los equipos HPLC pueden clasificarse en integrados y modulares.

En los primeros, cada una de las partes (reservorio de solventes, bomba, inyector, horno y
detector) estan reunidas en un gabinete. En los segundos, los médulos son instrumentos
individuales que permiten no solo armar el equipo segun la necesidad del analista sino

aumentar su complejidad segun varie.

El reservorio es el recipiente que contiene la fase movil. Puede emplearse como reservorio
cualquier frasco de laboratorio de buena calidad (de vidrio o polimero resistente), con una
buena tapa para impedir el ingreso de particulas ambientales al sistema (se puede utilizar para
asegurar el no ingreso de particulas un papel polimérico adecuado). Al extremo del tubo de
salida de solvente se conecta un filtro de acero o vidrio (buzo) con 2 a 10 ym de porosidad que
impide el ingreso de particulas a la bomba. Ademés el reservorio de la fase movil debe estar
bien identificado, indicando, en lo posible, las proporciones de los componentes contenidos en
el mismo. Es importante recalcar que la fase moévil debe ser filtrada y desgasificada al igual que
todos los solventes sin importar que sean grado HPLC, utilizando filtros de 0.22 ym y

sonicandolos por 10 minutos.

La fase moévil empleada en HPLC debe circular por tuberias que conectan el reservorio de
solvente con la bomba, la bomba con el inyector, el inyector con la columna cromatogréafica y
éste con uno o0 mas detectores conectados en serie, y eventualmente con un colector de
fracciones o valvulas de distribucién. Los materiales mas empleados para éstas son el teflon y
el acero inoxidable, estando las Ultimas presentes en los segmentos donde se experimenta
mayor presion, por ejemplo de la bomba al inyector. También tienen diferentes didmetros

internos, siendo menores en aquellas tuberias donde circula la muestra (hasta 0.2 mm).

Las uniones permiten conectar las tuberias, y con ellas, los distintos componentes del sistema

cromatografico.

Las bombas impulsan la fase mévil proveniente del reservorio de solvente hacia el inyector, y
de alli hacia la columna. Basicamente existen dos tipos de bomba: las de pistén (bombas
reciprocantes) y las de desplazamiento continuo (bombas jeringa). Las bombas deben entregar
caudales constantes y exactos, producir poco ruido y baja deriva y contar con sistemas de

corte de caudal en caso de presentarse caidas o aumentos drasticos de presion.

Es comdn que existan sistemas de desgasificacion entre los reservorios de fase mévil y la

bomba que ayudan a asegurar un reducido acceso de aire al sistema.
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El inyector es el dispositivo que permite introducir la muestra en solucion sin interrumpir el
caudal de solvente a través del sistema. Debe ser facil de operar, inerte al atague quimico y
capaz de soportar altas presiones, debe ser preciso en cuanto a la cantidad de muestra
introducida en el sistema, no debe provocar diluciones importantes de la solucion inyectada y
operar a altas temperaturas. La muestra inyectada esta contenida en viales, los cuales pueden
ser transparentes 0 ambar, poseen tapa rosca y septos que evitan la evaporacion de la
solucion diluyente de los estandares y muestras. Cabe recalcar que antes de llevar las
soluciones de estandar o muestra a dichos viales se deben filtrar a través de filtros de 0.45 um
para evitar el taponamiento de la aguja del inyector y no se debe llenar por completo el vial sino
hasta la marca final del mismo, para permitir el desplazamiento de volumen generado por la
aguja e impedir, por lo tanto, gue se inyecte aire. Se recomienda utilizar viales, tapas y septos
de la misma marca del equipo HPLC.

El horno es la parte del equipo cromatografico donde se conecta la fase estacionaria o
columna cromatogréfica. Permite calentar (o calentar y enfriar) la fase mévil antes de llegar a la
columnay a la columna misma, empleando termostatos, con el fin de optimizar la resolucion de

los “picos” cromatograficos.

Las columnas pueden ser de acero inoxidable o de otros materiales poliméricos y poseer
diferentes dimensiones, asi como diferentes rellenos dependiendo de la fase cromatografica
con la que se trabaja. Esto es, para la cromatografia en fase reversa en la cual la fase mévil en
general esta constituida por un solvente polar, mezcla de agua y un modificador organico, a los
gue se les puede agregar aditivos sales y buffers, la fase estacionaria esta constituida por un
sustituyente, siendo el mas empleado el de tipo alquilico, especialmente C18 y en menor

proporcién C8, con o sin encapado, con menor o mayor grado de cobertura.

En la cromatografia en fase normal la fase estacionaria esta constituida por materiales polares

con grupos como diol, ciano, nitro, amino y la fase maévil es no polar como el hexano.

El detector es la parte del equipo cromatografico que permite “ver” y ubicar en tiempo y espacio
la posicion de cada componente de una muestra a la salida de la columna cromatografica.
Debe tener un amplio rango dinamico de respuesta, poseer una respuesta lineal, no contribuir
al ensanchamiento de banda extracolumnar, responder a todos los solutos, tener la
sensibilidad apropiada, no afectarse por cambios de temperatura, poseer una buena relacion

sefial/ruido, no destruir la muestra y tener una constante de tiempo baja.
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El recipiente de desechos es la parte del equipo cromatografico donde se recogen los
solventes después de salir de este. Puede ser una botella de vidrio o de un material de plastico
resistente, generalmente de volimenes iguales 0 mayores a 4 litros con el fin de permitir la
realizacion del mayor nimero de andlisis sin que estos se derramen. Se debe identificar de
forma adecuada, asegurandose de tachar la etiqueta de la botella si se reutiliza una que haya
pertenecido, por ejemplo, a un solvente. Las tuberias de salida provienen de la bomba (purga)
y del detector.

El sistema de toma y procesamiento de datos registra y manipula la sefial proveniente del
detector por medio de un registrador grafico, un integrador y una computadora.

(Quattrocchi, De Andrizzi, & Laba, 1992)

2.3. Validacion de métodos

La validacion de un método analitico se define como el proceso mediante el cual se establece
por estudios de laboratorio que la eficiencia del método satisface los requisitos para posteriores
aplicaciones analiticas. (USP 35, 2012)

Los métodos analiticos deben ser validados o verificados, evaluandose tanto la exactitud como
la precision. Estos métodos también deben incluir pruebas para los compuestos relacionados o

productos de degradacion, evaluandose la selectividad. (WHO, 1996)

Una vez desarrollado un método de analisis por HPLC, al igual que toda técnica analitica,
debera validarse, es decir, se debe confirmar y documentar que los resultados por él

producidos son confiables.

Evidentemente, todo nuevo método analitico debe validarse para demostrar su idoneidad, pero
frecuentemente nos encontramos con metodologias antiguas, aplicadas durante mucho
tiempo, con las que tiene poco sentido encarar una validacion como si fuera una metodologia
desconocida. Para estos casos, puede definirse una validacion retrospectiva, donde se pueden
combinar los nuevos criterios de validacion con toda la experiencia ya adquirida. En
contrapartida, para diferenciarla de la anterior, llamaremos validacion prospectiva a la que

encaramos frente a un producto nuevo. (Quattrocchi et al., 1992)
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2.3.1. Selectividad o especificidad

Este pardmetro se refiere a la propiedad del método de producir una sefial medible debida solo
a la presencia del analito, libre de interferencia de otros componentes, en la matriz de la
muestra. Estos componentes pueden ser excipientes de un farmaco, productos de
degradacion, subproductos o productos laterales de sintesis de un farmaco, metabolitos del

mismo analito en un fluido bioldgico, etc.

En el caso del andlisis de un farmaco, resulta de gran utilidad contar con las materias primas,
subproductos de sintesis y productos de degradacion. De ser asi, la selectividad puede
controlarse simplemente por la adicion de, por ejemplo, 1% de cada posible interferente al

estandar del farmaco, verificando la separacion cromatogréfica.

2.3.2. Linealidad

La linealidad de un método analitico se refiere a la proporcionalidad entre la concentracion de
analito y su respuesta. Ademas, conjuntamente se determina el rango lineal, es decir, el
intervalo comprendido entre la concentracion minima y maxima de analito para el cual el
método ha sido probado y dentro del cual se puede efectuar el dosaje por interpolacién en una

curva estandar.

Para su determinacién se prepara una serie de al menos cinco diluciones de un estandar,
comprendiendo los &ambitos estimados de trabajo. Normalmente el intervalo de
concentraciones se utiliza entre el 50 y el 150% de la concentracion de trabajo, aunque ello

puede depender del tipo de ensayo. Se recomienda el trabajo con dos 0 mas réplicas.

Estas soluciones se inyectan al menos por duplicado y se determina la curva de regresion, Y =
bX + a, sobre los puntos individuales de las réplicas sin promediar por el método de los

cuadrados minimos. Posteriormente se grafica para su documentacion.

2.3.3. Precisién

La precision describe la concordancia entre los valores numéricos de dos o mas medidas
replicadas o medidas que se ha realizado exactamente de la misma forma. En general, la
precision de un método analitico se obtiene facilmente mediante la simple repeticion de la
medida. (Skoog, Holler, & Nieman, 2001)
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La precision se expresa matematicamente como la desviacién estandar, o, estimada
analiticamente por “s” o mas comunmente como la desviacion estandar relativa (RSD) o

coeficiente de variacion (CV).

Generalmente la precision se evalla a tres niveles de concentracion.

La precision de un método analitico debera estudiarse sobre:

El sistema, evaluando la dispersion de al menos 6 inyecciones del estandar.

El método, evaluando la dispersion de varias preparaciones de la muestra final homogénea. La
evaluacién corresponde a todo el procedimiento, desde la preparacion de la muestra hasta la
medicién del analito por parte del instrumento. Asi por ejemplo, resulta necesario considerar la
imprecision causada por las pesadas y las diluciones, factores frecuentemente olvidados.

En este caso, la precision debe medirse en condiciones repetitivas (mismo analista, mismo dia,
mismo instrumento) y en condiciones de precision intermedia (diferente analista, diferente dia,

diferente instrumento). (Quattrocchi et al., 1992)

2.3.4. Exactitud

La exactitud de un método, también conocida como error sistematico o tendencia, corresponde
a la diferencia entre el valor obtenido (media) y el valor verdadero o que se supone como

verdadero.

Matematicamente, suele expresarse de los siguientes modos:
Desviacion: B=X-X

Desviacion relativa: %B = B / X *100

Recuperacion: R =X/ X *100

Donde X es el valor medio y X’ el valor verdadero.

De todas ellas la mas utilizada es, sin lugar a dudas, la recuperacion. En algunos casos no se
conoce el verdadero valor, por lo cual se trabaja con muestras adicionadas o mediante

comparacion con un método de referencia o un método indexado.
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2.3.5. Limite de deteccién

El limite de deteccion es el nivel mas bajo de analito que puede detectarse, pero no
necesariamente determinarse en forma cuantitativa, empleando un método especifico bajo las
condiciones experimentales exigidas. Dicho limite generalmente se expresa en términos de
concentracion de analito, por ejemplo, en microgramos por litro. Como generalmente la
medicién final se basa en la lectura de un instrumento, se debera tener en cuenta la respuesta

de fondo o ruido.

2.3.6. Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacion es la concentracion mas baja de analito, que puede ser determinada
con precision y exactitud aceptables cuando se emplea el procedimiento exigido. Se mide
mediante el analisis de muestras que contengan cantidades conocidas de analito en
disminucién, y la determinacién del nivel mas bajo al cual pueden alcanzarse grados
aceptables de exactitud y precision. De nuevo es a veces necesario evaluar y tener en cuenta
la magnitud de la respuesta de fondo (ruido). En muchos casos, el limite de cuantificacién es

aproximadamente dos o tres veces el limite de deteccién. (Quattrocchi et al., 1992)

2.4. Aspectos farmacoldgicos de la warfarina

2.4.1. Mecanismo de accion

A diferencia de la heparina, la accién anticoagulante sélo se produce in vivo, requiriendo un
periodo de latencia que oscila entre 12 y 24 horas. Su mecanismo fundamental es alterar la
accion de la vitamina K, elemento esencial para terminar de sintetizar en el higado cuatro
proenzimas o zimogenos factores de la coagulacion: II, VII, IX y X. Estas cuatro proteinas
contienen acido y-carboxiglutamico, un aminoacido formado por la accion postranslacional de
una y-glutamilcarboxilasa dependiente de vitamina K sobre determinados residuos glutamilo.
Los residuos de y-carboxiglutdmico se encuentran cerca de la porcion aminoterminal de las
proteinas, en cantidad de 10 por molécula de protrombina y factor VII, y 12 por molécula de
factor IX y X. Estos residuos dotan a las proteinas dependientes de vitamina K de la propiedad
de fijarse a las superficies de fosfolipidos si existen iones calcio. Esta fijacion es esencial para

activar fisiolégicamente los factores en los que la rotura de un enlace peptidico especifico
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convierte a un precursor de la coagulacion en una serin-proteasa. Asi, por ejemplo, la
velocidad con que el factor Xa convierte a la protrombina en trombina aumenta en varios
ordenes de magnitud si hay calcio y fosfolipidos. Para que la vitamina K pueda actuar como
cofactor de la y-glutamilcarboxilasa, necesita estar en forma reducida como hidroquinona, lo
gue se consigue mediante una serie de quinona-reductasas. En una reaccién que requiere O,
molecular, la hidroquinona media la cesién de un protén del carbono del residuo glutamilo de la
proteina, adiciondndose entonces CO, a ese carbono para formar el acido y-carboxiglutamico.
En esta reaccion se forma un epdxido de vitamina K que es inactivo, pero otra enzima, la

vitamina K-epoxido-reductasa, reduce el epéxido para convertirlo de nuevo en quinona activa.

Los farmacos cumarinicos tienen la capacidad de inhibir las quinona-reductasas y la vitamina
K-epdxido-reductasa. Por lo tanto, en su presencia se va consumiendo la cantidad existente de
hidroxiquinona (activa) hasta que se agota y las proteinas dependientes de vitamina K van
saliendo al plasma en forma sélo parcialmente carboxilada, es decir, inactivas. (Florez et al.,
1997) (Figura 1)
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Figura 1. Papel de la vitamina K en la carboxilacion del acido glutamico de los factores
vitamina K-dependientes en el microsoma hepético. La warfarina inhibe las enzimas

reductasas.

33



2.4.2. Absorciéon

La biodisponibilidad de la warfarina sddica racémica es casi completa cuando el farmaco se
administra por via peroral, intramuscular, intravenosa o rectal. De cualquier modo, las distintas
formas farmacéuticas de warfarina varian en cuanto al tiempo de liberacion y de disolucion del
farmaco, lo cual genera cierta variacion de la tasa de absorcion y el grado de la misma. Los
alimentos en el tubo digestivo también pueden disminuir la tasa de absorcién. La warfarina
suele ser detectable en el plasma antes de una hora luego de su administracion peroral y las

concentraciones alcanzan un maximo de dos a ocho horas.

2.4.3. Distribucion

La warfarina esta unida casi por completo a proteinas plasmaticas (99%), principalmente a la
albumina y el farmaco se distribuye con rapidez en un volumen equivalente al espacio de
albumina (0.14 L/kg). Las concentraciones en el plasma fetal se aproximan a las cifras
maternas, pero no se encuentra warfarina activa en la leche (al contrario de otras cumarinas e

indandionas).

2.4.4. Biotransformacion y eliminacion

En el metabolismo hepético y renal, la warfarina se transforma en metabolitos inactivos que
se excretan en la orina y las heces. La tasa promedio de depuracion respecto del plasma es de
0.045 mL min“ kg™. La vida media varia de 25 a 60 h, con una media de alrededor de 40 h; la

duracién de la accién de la warfarina es de dos a cinco dias. (Bruton, Lazo, & Keith, 2006)

2.4.5. Variabilidad en larespuesta e interacciones

A lo largo de un tratamiento prolongado con anticoagulantes perorales pueden cambiar los
niveles endégenos de vitamina K como consecuencia de modificaciones en la dieta (alimentos
pobres o ricos en vitamina K) o en la capacidad absortiva (sindromes de pobre absorcion en
grasa y diarreas); el estado de la funcion hepética puede fluctuar, lo cual repercute sobre el
metabolismo de la vitamina K, de los factores de la coagulacion dependientes de ella y del
propio anticoagulante. También es muy probable que durante el tratamiento haya que utilizar
otros farmacos, sea de forma continuada o intermitente, a causa de otras enfermedades o

molestias que aparezcan. Estos farmacos acompafiantes son fuente de numerosas
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interacciones, de caracter farmacocinético o farmacodinamico. Aunque existe un ndmero alto
de interacciones, es preciso restringirlas a las que clinicamente han demostrado tener una
clara repercusion. Las interacciones de caracter farmacodinamico se refieren a modificaciones
en el estado de la vitamina K y de los factores enddgenos dependientes de ella, a
modificaciones provocadas por farmacos sobre las funciones cardiaca, hepatica y renal, con la
consiguiente repercusion sobre la sintesis de estos elementos, o a modificaciones provocadas
sobre otros parametros de la hemostasia y la coagulacion (cambios en la funcién plaquetaria o
en la fibrindlisis). Las interacciones de caracter farmacocinético tienen que ver con cambios
inducidos sobre la absorcién, la unidon a proteinas y la excrecion del anticoagulante, con
especial importancia en los cambios del metabolismo (induccion o inhibicién). Cabe destacar la
importancia clinica que puede alcanzar la interaccion estereoespecifica. La warfarina S es 5
veces mas potente que la R; por lo tanto, farmacos que inhiban el aclaramiento metabdlico del
isomero S prolongaran el tiempo de protrombina mucho méas que los que inhiban el

aclaramiento del isomero R. (Flérez et al., 1997)

2.45.1. VKORC1y CYP2C9

Liyan Miao, Jian Yang, Chenrong Huang & Zhenya Shen (2007) evaluaron la contribucién
de la edad, peso corporal y el polimorfismo del CYP2C9 y VKORCL1 en la respuesta
anticoagulante de la warfarina en 178 pacientes Chinos con requerimiento de una dosis
estable de warfarina y un INR entre 1.5 y 3. Los pacientes con el genotipo VKORCL1
(-1639 GG+GA) y CYP2C9*1/*1 (3.32 + 1.02 mg/dia), requerian una dosis mas alta que
aqguellos con el genotipo VKORC1 (-1639 AA) y CYP2C9*1/*3 (1.60 £+ 1.29 mg/dia). De
igual forma el modelo de regresion lineal multiple mostré contribuciones significativas a
partir de la edad y el peso (r? = 0.084; P<0.001) y (r* = 0.063; p<0.001), respectivamente.
Se concluy6 que estos factores afectan en la poblacion estudiada las dosis requeridas de
warfarina, en una terapia a largo plazo y con un control estable de la anticoagulacién.

La CYP2C9 es una enzima del complejo mayor del citocromo P450 involucrada en el
metabolismo de wuna amplia variedad de agentes terapéuticos, incluyendo
antiinflamatorios (diclofenaco, flurbiprofeno, naproxeno, ibuprofeno, acido mefenamico),
hipoglicemiantes orales (tolbutamina, glipizida), anticoagulantes orales (warfarina,
acenocumarol), diuréticos y uricosuricos (torasemida), bloqueadores de la angiotensina Il
(losartan), antiasmaticos (zafirlukast), anticonvulsivantes (fenitoina, fenobarbital), agentes

anticancerigenos (ciclofosfamida), compuestos endogenos (acido araquidénico) y
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miscelaneos (benzopireno, sildenafil). La disrupcion de la actividad de la CYP2C9 por
inhibicibn metabdlica o por variabilidad farmacogenética, es la razén principal de las
reacciones adversas relacionadas con esta enzima. (Rettie & Jones, 2005; D’Andrea,
D’Ambrosio, & Margaglione, 2007)

Hay que considerar el hecho de que aun hay gran desconocimiento sobre la variabilidad
genética entre individuos, falta de especificaciones analiticas y de calidad, falta de
andlisis para evaluar la relacion costo/efectividad, diversidad universal de opiniones
respecto a los algoritmos de dosificacion y otros asuntos sociales y éticos. (Lippi,
Franchini, & Favaloro, 2009)

También se debe tener en cuenta que el CYP2C9 y la S-warfarina no son los Unicos
determinantes metabdlicos en la respuesta de la warfarina. En algunos casos las rutas
metabdlicas para la R-warfarina, pueden jugar un papel igual de importante en la terapia
anticoagulante. De hecho, la regulacién genética y enzimatica relaciona a los dos
isébmeros de la warfarina, es decir, que ambos mecanismos en conjunto contribuyen con

el metabolismo del farmaco. (Miller, 2010)

2.4.5.2. Anticuerpos antifosfolipidos, proteinas Z, S, Cy APOE

El sindrome antifosfolipidico (SAFL) representa una entidad que se manifiesta como
trombosis arteriales o venosas y pérdidas fetales recurrentes. La beta2GP1 y la
protrombina humana son las proteinas mas involucradas en la unién de los aFL, con las
superficies fosfolipidicas. Otras proteinas vitamino-K dependientes, como las proteinas C
y S, han sido propuestas como antigenos potenciales para los aFL. La proteina Z
humana constituye una proteina vitamina K dependiente. Su estructura es homoéloga a la
de los factores Il, VII, IX 'y X, asi como a la de las proteinas C y S. Promueve la unién de
la trombina a las superficies fosfolipidicas de una manera calcio-dependiente. También
sirve como cofactor para la inhibicion del factor Xa por el inhibidor de proteasa PZ-
dependiente.

El rol de las superficies fosfolipidicas en la activacion de la coagulacion es fundamental.
Es imprescindible su presencia para la activacion del factor X y IX, por el complejo
FT-VII, la activacion del factor X, por los factores VIl y IX y la activacion del factor Il por
los factores X y V. La presencia de aFL, reduce la cantidad de fosfolipidos disponibles
para que se realicen las reacciones mencionadas, interfiriendo en el mecanismo de la

coagulacion. La PZ se une a la trombina promoviendo la union de ésta a vesiculas
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fosfolipidicas, uniéndose ademdas por si misma a estas superficies en presencia de
calcio. (De Perdomo, Forastiero, Martinuzzo, & Kordich, 2001)

Ademds se ha evaluado la relacion entre la apolipoproteina E (APOE) y las dosis de
warfarina. La captacion de vitamina K en el higado es mediada por la APOE y el isbmero
E4 es catabolizado dos veces mas rapido que el E3. También se ha demostrado que los
individuos portadores del alelo APOE*E4 poseen una mayor captacion de lipoproteinas
en el higado y menores niveles de vitamina K circulante, por lo tanto estos pacientes
necesitaran mayores dosis de warfarina para compensar el alto contenido de vitamina K
en el higado. (Kohnke, Sorlin, Géran, & Wadelius, 2005)

2.4.5.3. Etnicidad

Las diferencias étnicas como factor determinante en la dosis requerida de warfarina para
un INR entre 2 y 3, estan bien documentadas en la literatura, pero al parecer no son
tenidas en cuenta lo suficientemente en la practica clinica. ElI consenso de la guia de
anticoagulacion, relacionado con warfarina no menciona la influencia de la etnicidad en el
mantenimiento de la dosis, la cual se establecidé con estudios realizados sobre personas
blancas.

La dosis diaria representativa promedio para Asiaticos es 3.4 mg, 5.1 mg para Blancos y
6.1 mg para negros. Asi mismo las diferencias étnicas representan diferencias en las
variantes alélicas de los proteinas VKORC1 -1639 (Blancos: 35-45%; Negros: 8-10%;
Asiaticos: 90-95%) y CYP2C9*3 (Blancos: 5-13%; Negros: 1-2%; Asiaticos: 2-5%), lo que

deriva en diferencias en la dosis requerida. (Johnson, 2008)

2.4.5.4. Algunas interacciones con farmacos y alimentos

Con respecto a la interaccion con otros farmacos, se evalu6 con el paracetamol utilizando
una base de datos post-mortem, en un periodo de 1 afio. Se encontré que un 16% de los
casos positivos (53 de 328), fue debido a dicha interacciéon y que el nimero de sangrados
fatales fue 4.6 y 2.7 veces mayores comparado con la administracion individual de
paracetamol o warfarina respectivamente, por lo tanto la combinaciéon de warfarina con
este farmaco representa una asociacion que puede amenazar la vida del paciente.
(Launiainen, Sajantila, Rasanen, Vuori, & Ojanpera, 2010)

También se evalud el efecto sobre el metabolismo de warfarina cuando se administra
concomitantemente con carbamazepina, en pacientes caucasicos determinando la

concentracion plasmatica de los isomeros R y S de warfarina asi como de sus
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metabolitos hidroxilados, por HPLC. Los pacientes co-tratados con carbamazepina
presentaron concentraciones significativamente altas de la 10-hidroxiwarfarina, en
comparacion con los que no recibieron ninguna medicacion concomitante (0.327 ug/mL
vs 0.030 pg/mL, p=0.003), lo que indica un claro aumento en el metabolismo de la
warfarina, por lo que se requiere un monitoreo constante del paciente cuando se co-
medica con carbamazepina, especialmente al comienzo del tratamiento y si se detiene su
administracion. (Herman et al., 2006)

Se ha utilizado la relacion INR/Dosis para evaluar el efecto de las fluoropirimidinas
perorales (capecitabina y doxifluridina), sobre la actividad anticoagulante de la warfarina,
ajustando la dosis de la misma para mantener el INR en el rango de 1.7-2.7.

Para mantener el INR dentro del rango deseado la dosis de warfarina fue reducida a
5mg diarios en ausencia de fluoropirimidinas perorales y hasta 1.5 mg con la
administracién concomitante. En contraste con la elevada relacién INR/Dosis (1.03-1.66),
la cual fue continua durante toda la quimioterapia, se observé un valor bajo de la relacion
antes de la misma (0.5). Estos resultados claramente indican que la administracion
concomitante de doxifluridina o capecitabina con warfarina aumenta marcadamente la
actividad de la ultima. (Nakajima et al., 2010)

De igual forma se ha reportado que un aumento en la ingesta de vitamina K esti
asociada con la disminucién del INR, y viceversa. También se ha observado que en
pacientes inestables en terapia de anticoagulacién, la ingesta de vitamina K fue
considerablemente menor que en pacientes estables, es decir la recomendacién de
consumir alimentos ricos en vitamina K, es pertinente cuando se desea incrementar la
estabilidad de la anticoagulacion. (Rombouts, Rosendaal, & Van der Meer, 2010; Cryder
et al., 2011)

Otra recomendacion para los pacientes que estan empezando la terapia con warfarina es
reemplazar los medicamentos que potencialmente interaccién con ella, por alternativos
(por ejemplo rabeprazol en lugar de omeprazol). Igualmente se recomienda monitoreos
mas frecuentes del INR, durante las dos semanas del comienzo o descontinuacion del
tratamiento concomitante con otros medicamentos. Finalmente se recomienda el uso de
métodos mas rigurosos para examinar las interacciones de la warfarina en pacientes.
(Holbrook et al., 2005)
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2.4.6. Reacciones adversas

La principal es la hemorragia, en forma visible u oculta. Cuando el tiempo de protrombina es
normal, la hemorragia puede deberse a un traumatismo o ulceracion previa, y suele ser mas
abundante. Cuando el tiempo de protrombina estd descendido, aparecen hemorragias
espontaneas en localizaciones muy dispares: gastrointestinales, renales, mucosas, cerebrales,
uterinas, hepaticas y pulmonares. Estas hemorragias guardan relacion con la concentracion de
anticoagulante; precisamente, la dificultad de mantener un nivel constante debido a los
multiples factores individuales (fisiolégicos, dietéticos y yatrogenos) dificulta esta forma de
terapéutica y es causante de un considerable indice de morbididad, de ahi que, por comoda
gue aparentemente resulte, la decision de instaurar la terapéutica con anticoagulantes orales
exige una prevision y una planificacion en la que se tengan en cuenta todas las circunstancias
personales de cada paciente, incluida la necesidad de que éste efectlie un buen cumplimiento,
y el buen seguimiento por parte del médico. (Flérez et al., 1997)

2.4.7. Dosificacién y control

La warfarina se administra en una dosis inicial de 6-8 mg/dia en una sola dosis diaria durante
varios dias, hasta alcanzar el intervalo de unidades INR. Después se administra la dosis diaria

de mantenimiento.

El tratamiento anticoagulante con administracion peroral, precisa un cuidadoso control
analitico ya que hay una gran variabilidad individual en la respuesta, no predecible por peso,
edad, etc., y porque es muy estrecho el margen entre dosis ineficaz, adecuada y excesiva
(bajo indice terapéutico). El test mas cominmente empleado es el tiempo de protrombina. Su
oscilacion responde a los cambios en los factores Il, VII y X en proporcién a sus semividas
respectivas. El reactivo utilizado para su dosificacion es una tromboplastina. Hay una gran
variabilidad entre las que existen en el mercado, en funcién de su tejido de origen y del método
de preparacion, por lo que los resultados en un mismo paciente obtenidos con diferentes
tromboplastinas no siempre son comparables y pueden originar confusion. Esto ha hecho
imprescindible conocer la sensibilidad del reactivo a utilizar (ISI) en relacion con una
tromboplastina de referencia internacional estandar de la OMS (ISI: 1), para expresar los
resultados en forma de razén normalizada internacional (INR): es el resultado teérico que se

habria obtenido de haber valorado la muestra con la tromboplastina de referencia.
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El INR es la forma correcta de expresar los resultados del tiempo de protrombina en pacientes
sometidos a terapéutica anticoagulante de forma estable. En las primeras semanas de
tratamiento es menos valorable, sobre todo si no se usan tromboplastinas con sensibilidad alta
(ISl < 1,2). (Flérez et al., 1997)

2.4.7.1. Evaluacion de satisfaccion, adherencia al tratamiento, monitoreo y ajuste de

dosis

Sin tener en cuenta el modelo de cuidado, hay un nimero de caracteristicas de la
anticoagulacion que pueden potencialmente inducir insatisfaccion y reducir la calidad de
vida. Entre estas caracteristicas esta la necesidad de perioddicas pruebas de sangre,
incomodidades debidas al sistema médico, limitaciones en el estilo de vida (ej.,
restricciones en la dieta y algunas actividades) y posibles preocupaciones referentes al
sangrado y moretones. La anticoagulacion puede también tener un numero de efectos
positivos; por ejemplo, la tranquilidad de un tratamiento efectivo y el contacto con un
grupo de apoyo eficiente.

Se han desarrollado métodos para medir el grado de satisfaccidbn de los pacientes
sometidos a anticoagulacion; uno de ellos es el DASS (Duke Anticoagulation Satisfaction
Scale). La insatisfacciébn con la anticoagulacién conduce a una disminucion a la
adherencia, pobre control del INR y pobres avances clinicos, el DASS ayuda a identificar
las razones de insatisfaccion y satisfaccion ayudando a desarrollar intervenciones que
favorezcan tanto al tratamiento como a la calidad de vida del paciente. (Samsa et al.,
2004)

Los farmacéuticos y demas personal clinico fueron entrevistados acerca de las
necesidades especificas, dificultades y mejoras referentes al uso y control de la warfarina
para examinar su impacto en el control del INR, la frecuencia de su uso y las
experiencias del personal que lo puso a prueba. Se encontr6 que esta herramienta es util
para promover TTR Optimos, disminuir el INR, racionalizar los procesos y aumentar la
confianza en el manejo de la warfarina por parte del personal del area de la salud.
(Papaioannou et al., 2010)

La descentralizaciéon de los andlisis y el interés por parte de los pacientes en su
autocontrol ha ayudado al personal de la salud a hacer frente a las dificultades que se
puedan presentar. Los centros de salud y los pacientes pueden economizar por

consiguiente, tanto desde el punto de vista de dinero como de tiempos de andlisis que
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redundaran en menos costos. Es importante fusionar el aprovechamiento de estos
dispositivos con el monitoreo constante, el soporte a pacientes en caso de pobre
anticoagulacion, ocurrencia de efectos colaterales y el manejo de procedimientos
invasivos. (Bianchi, Tripodi, Chantarangkul, & Mannucci, 2001)

Con respecto al establecimiento de las dosis de warfarina se llevé a cabo un estudio
retrospectivo con pacientes consecutivos que presentaron cuadros tromboticos entre
2003 y 2006 en un hospital de Estados Unidos especializado en cuidado cardiovascular,
neurolégico y en trauma. El personal de la unidad de trombosis usualmente decidié que
la dosis posoperatoria de warfarina para cirugias de corazén abierto, era 2.5 mg, para
otros tipos de cirugias fue 5mg. Llama la atencién que no se siguié un protocolo
establecido. La mayoria de los pacientes tratados con warfarina se sometieron a cirugia.
Se observo que la alterada sensibilidad a la warfarina ocurre en una tercera parte de los
pacientes después de la cirugia y que cambios en la medicacién concomitante puede
conllevar a este efecto. (Schulman, El Bouazzaoui, Eikelboom, & Zondag, 2008)

De igual forma se ha informado que la dosis media de warfarina disminuye
predeciblemente con la edad y es menor en mujeres que en hombres. Se ha reportado
gue las dosis promedio de mantenimiento para hombres jovenes es de 6.4 mg/dia y para
mujeres mayores de 80 afos es solo 3.1 mg/dia. Estas observaciones sugieren que la
iniciacion y mantenimiento de la dosis deberia ser modificada para reducir el riesgo de
una inadecuada terapia en pacientes jovenes y una excesiva anticoagulacion en
pacientes mayores. (Garcia, Regan, Crowther, Hughes, & Hylek, 2005)

Uday P. Kulkarni et al., (2008) evaluaron la correlacién entre la concentraciéon total en
plasma de warfarina, 7-hidroxiwarfarina y el INR en dosis semanales de warfarina, en
pacientes con anticoagulacion a largo plazo.

Los pacientes involucrados en el estudio (18 hombres y 7 mujeres), tenian edades entre
los 22 y 56 afios, la indicacion para la terapia con warfarina fue reemplazo de valvula
mitral, trombosis venosa profunda, reemplazo de valvula aortica, reemplazo de valvula
mitral y aortica, fibrilacion auricular, trombosis del seno venoso y embolia arterial.
Ademas los pacientes estaban tomando concomitantemente furosemida, diltiazem,
digoxina, aspirina, salbutamol, enalapril, pentoxifilina, complejo B, amlodipino, fenitoina,
penicilina benzatinica, acido félico, espironolactona y clorpromazina. La dosis media
semanal de warfarina fue 34.58 + 14.76 (SD).
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De acuerdo con la evidencia disponible, en el afio 2007 la FDA le exigi6 al laboratorio
farmacéutico que en el inserto del producto se incluyera la recomendacion a los
prescriptores para que tuvieran en cuenta los genotipos CYP2C9 y VKORC1, aunque no
se mencioné como utilizar la informacién genética en el estimativo de las dosis.
Finalmente, mediante un estudio conducido en usuarios de warfarina de diferentes
grupos étnicos, recientemente se validé el algoritmo de dosificacion del farmaco basado
en variables demograficas, clinicas y farmacogenéticas; de hecho, ya se ha creado el
sitio web (www.warfarindosing.org) para ayudar a los clinicos en el calculo de las dosis
del farmaco. (Isaza et al., 2009)
Otro factor a considerar son los pacientes que tienen un pobre entendimiento de las
indicaciones y de los potenciales efectos adversos, tendrdn mayor tendencia a la no
adherencia al tratamiento que los que reciben educacién al respecto, por ello se les debe
estimular en:

o Reportar cualquier sefial de sangrado durante el uso de warfarina.

o Tener frecuentes controles del INR, cuando empiecen o detengan la medicacion

concomitante, tanto prescrita como complementaria.
e Mantener un historial escrito de los resultados del INR.
e Mantener una sola marca de medicamento, ya que los estudios de
bioequivalencia no son claros.

No se recomienda el auto monitoreo o auto ajuste de la dosis. (Campbell, Roberts, Eaton,
Coghlan, & Gallus, 2001)
En contraposicion se ha reportado que el auto manejo de la terapia anticoagulante oral
es tan viable como el manejo realizado por un especialista, ademas es bien aceptado y
apreciado por las personas que lo practican, por lo tanto puede ser considerado como
una estrategia efectiva y agradable en tratamientos a largo plazo. Sin embargo, aunque
los pacientes muestran habilidad para el auto manejo de la terapia, es necesario, que
cuenten con un soporte adecuado, por lo tanto, sigue en marcha la educacion a este
respecto, pero en caso de presentarse irregularidades como sangrado se debe recurrir a
los especialistas clinicos quienes tienen mayor experiencia en estos casos. (Cromheecke
et al., 2000)
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2.4.7.2. Papel del personal de la salud

Como se ha dicho el objetivo del manejo de la anticoagulacion es maximizar la eficacia
mientras que se minimiza el riesgo hemorragico. La anticoagulacién oral con warfarina es
dificil de regular debido a su estrecho indice terapéutico. Se han obtenido mejores
respuestas en los pacientes cuando se maneja la anticoagulacién por un servicio
centralizado, antes que por los procedimientos habituales.

Los componentes esenciales del servicio de anticoagulacion interdisciplinario incluyen el
establecimiento de una misién clara, directrices consistentes, procedimientos y politicas
basadas en la evidencia, la contrataciéon de personal calificado y la obtencion de la
historia clinica del paciente. Los miembros del grupo deben aprender a identificar las
posibles interacciones farmaco-farmaco o farmaco-alimento, el manejo de la
documentacion computarizada y el seguimiento de la hemorragia asi como de las
complicaciones de la coagulacion, teniendo en cuenta que la clave principal del éxito es
la comunicacion. (Grasso-Correnti, Goldszer, & Goldhaber, 2003)

La combinacion de cortos periodos de hospitalizacion y el incremento en el uso de
warfarina ha conllevado a un estrés en la comunidad con respectos o los servicios de
salud y el cuidado de los pacientes anticoagulados después de ser dados de alta. A
menudo se presenta, pobre planeacion en lo referente al control del paciente dado de
alta, insuficiente comunicacion entre el hospital y el mismo, aumento en los tiempos de
monitoreo del INR o aumento en la dosis de warfarina muy rapido en pacientes recién
iniciados con la terapia. De igual forma las dificultades en la comunicacion y la
malinterpretaciéon de la informacién conlleva a errores en la medicacion. También las
pruebas de laboratorio representan frecuentemente una incomodidad y pueden ser no
realizadas por pacientes que dependen de otras para su movilizacion, debido a sus
limitaciones fisicas. Estas dificultades son comunes ademas en pacientes que viven en
areas rurales. Por todo esto el papel del farmacéutico es importante en el manejo del
paciente anticoagulado. Se ha demostrado que el uso de herramientas como el POC-INR
(point - of care international normalized ratio) ejecutada por un farmacéutico bien
entrenado puede mejorar el manejo de la warfarina. (Stafford, Peterson, Bereznicki, &
Jackson, 2011)
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2.4.8. Antidoto

Se utiliza la vitamina K1 por via SC o IV. Su efecto comienza de 3 a 4 horas y el tiempo de
protrombina se normaliza aproximadamente a las 8 horas. La suspension de los
anticoagulantes perorales no produce una reduccion inmediata de sus efectos sino que tarda
un espacio de tiempo bastante largo, debido tanto a sus caracteristicas cinéticas, como al
tiempo necesario para que vuelvan a sintetizarse los factores dependientes de la vitamina K.
(Florez et al., 1997)

2.5. Propiedades fisicoquimicas de la warfarina
Nombre quimico (IUPAC): (RS)-4-hidroxi-3-(3-oxo-1-fenilbutil)-cumarina.
Sinbnimo: 3-(a-fenil-B-acetiletil)-4-hidroxicumarina.

Férmula molecular: CigH160..

O

oH 1 H““&EHS

SI
O O
1

Figura 2. Estructura quimica de la warfarina

Peso molecular: 308.34 g/mol.
Punto de fusién: 161 °C.

Solubilidad: soluble en acetona y dioxano, moderadamente soluble en metanol y etanol y
practicamente insoluble 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 + 0.1 a temperatura ambiente. (Porter, 2010; Connors, Amidon, & Stella, 1986)
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2.6. Estabilidad de la warfarina

La warfarina es una lactona, un enol y una cetona. La ionizacion del enol (pKa: 5.0), parece
estabilizar la lactona con respecto a la hidrdlisis. La precipitacion de la warfarina libre es un
posible problema de formulacién debido a su muy baja solubilidad en agua (4mg/L) pero se
puede prevenir controlando el pH, de tal manera que la concentracién de warfarina libre no

exceda el limite de solubilidad.

La warfarina es una lactona y la reaccién esperada en solucion acuosa es la hidrélisis, para

obtener el correspondiente acido cis-cumarinico, como se muestra en la ecuacion:

... OH
N 2N COOH
~ |
+ R0 —— | J\
s R ¢ R
R 1
OH
OH

R = -CHCH,COCH

|
Cgls

Figura 3. Hidrdlisis de la warfarina

En las cumarinas simples ocurre esta reaccion faciimente, sin embargo, la warfarina también
posee un grupo enol, el cual sufre una disociacion acida con un pKa aproximado de 5, como se

muestra en la ecuacion:

Figura 4. Disociacion acida de la warfarina
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La carga negativa en el anién enolato, esta deslocalizada, como se muestra en la reaccion:

Figura 5. Deslocalizacién de la carga después de la disociacion &cida de la warfarina

Por lo tanto, se espera que el grupo lactona de la warfarina ionizada sea menos susceptible al
ataque por agua o hidréxido, debido a la repulsion de las cargas.

La warfarina tiene un grupo cetona en la cadena lateral y puede, por lo tanto, sufrir reacciones
tipicas del grupo carbonilo. Puede también formar sales del grupo enol acidico.

Bajo condiciones rigurosas (pH 9, 150 °C, 48 h), puede sufrir hidrélisis y descarboxilacion
obteniéndose la 3-(o-hidroxifenil)-5-fenil-2-ciclohexen-1-ona.

Las soluciones de warfarina sodica a 25 mg/mL preparadas en agua estéril, desarrollan un
precipitado después de varios dias, posiblemente por la formacion de la forma acida que es
muy poco soluble, debido al cambio de pH de las soluciones no bufferizadas.

La forma ionizada de la warfarina es adsorbida en bolsas para infusion de polivinil cloruro.

Por todo lo anterior se concluye que el principal problema practico es la precipitacién de la
warfarina libre a partir de soluciones acuosas de su sal. Este problema se previene controlando

el pH y considerando la solubilidad de la warfarina. (Connors et al., 1986)

2.7. Presentaciones disponibles en Colombia
e Warfarina sddica, tableta con 5 mg.
e Warfarina sddica caltrato, tableta cubierta con pelicula con 2.5 mg.

e Warfarina sddica caltrato, tableta con 5.0 mg. (INVIMA, 2012)
Se puede observar que no se comercializa una forma farmacéutica liquida, por lo que la

transformacion de la tableta a suspension, puede brindar una buena alternativa para uso

hospitalario.
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Capitulo Ill. Materiales y métodos

3.1. Localizacion del estudio

La validacion de la metodologia, las corridas cromatograficas del estudio de estabilidad y el
almacenamiento de las muestras de estabilidad a 5 °C se llevaron a cabo en el laboratorio de
Investigaciones en Analisis Instrumental del departamento de Farmacia de la Universidad
Nacional de Colombia. Las muestras de estabilidad a 30 y 40 °C se almacenaron en los
cuartos de estabilidad del laboratorio de Estudios de Estabilidad del departamento de Farmacia
de la Universidad Nacional de Colombia.

3.2. Estandarizacién del método

3.2.1. Condiciones cromatograficas

Debido a que la USP 35 no reporta un método para la valoracién de warfarina sédica en
suspension, se desarroll6 y validé la metodologia para este producto.

Se siguio las condiciones cromatograficas sugeridas por la USP 35 para la cuantificacion
de warfarina sddica tabletas: longitud de onda 280 nm, columna L7 de 25 cm x 4.6 mm,
flujo 1.4 mL/min, volumen de inyeccién 20 uL, fase mévil compuesta por metanol: agua:

acido acético glacial (68:32:1).

3.2.2. Soluciones empleadas en la preparacion de estandares y muestras

3.2.2.1. Hidr6xido de sodio 1.0 N

Se pes6 aproximadamente 28.0 gramos de NaOH G.R. y se disolvié en 600 mL de agua

destilada. Se complet6 volumen a 700 mL con agua destilada.

3.2.2.2. Hidr6xido de sodio 0.2 N

Se diluyé 600 mL de solucion de NaOH 1.0 N a 3 litros con agua destilada.
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3.2.2.3. Hidroxido de sodio 0.1 N

Se diluy6é 500 mL de solucion de NaOH 0.2 N a 1 litro con agua destilada.

3.2.2.4. BufferpH 7.4

Se pes6 aproximadamente 81.6 gramos de KH,PO, G.R., se disolvié en 3 litros de agua
destilada. Se adicion6 2.346 litros de solucién de NaOH 0.2 N y se completé volumen a

12 litros con agua destilada. Se ajust6 pH a 7.35 con solucién de NaOH 1.0 N.

3.2.2.5. Mezcla diluyente

Se mezclé 12 litros de buffer pH 7.4 con 2.118 litros de acetonitrilo.

3.2.2.6. Fosfato monobésico de potasio 0.2 M

Se pesoO aproximadamente 2.7 gramos de KH,PO, G.R., se disolvié en 90 mL de agua

destilada y se completdé a 100 mL con agua destilada.

3.2.2.7. Acido clorhidrico 0.1 N

Se diluy6 aproximadamente 1.7 mL de HCI fumante a 200 mL con agua destilada.

3.2.2.8. Peré6xido de hidrégeno 2.5 %

Se diluy6 aproximadamente 16.7 mL de H,O, al 30 % a 200 mL con agua destilada.
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3.2.3. Sistema de idoneidad

Antes de llevar a cabo la validacion de la metodologia analitica se verificé la idoneidad
del sistema cromatografico realizando 5 inyecciones del estandar de warfarina USP RS
(antes de ser pesado se seco al vacio por 4 horas sobre Pentoxido de difésforo), a una
concentracion aproximada de 0.1 mg/mL y con base en los cromatogramas obtenidos, se

determind los siguientes parametros:

¢ Repetibilidad
e Asimetria
e Platos tedricos

e Factor de capacidad

3.3. Validacién de la metodologia

Luego de la verificacion de la idoneidad del sistema se procedi6é a la validacion de los

siguientes parametros:

3.3.1. Selectividad

3.3.1.1. Selectividad frente a los excipientes

Para determinar la selectividad frente a los excipientes, éstos se analizaron uno a uno
evaluandolos en el doble de la concentracién a la que normalmente se encuentran en la
suspension. Con base en la variacibn de peso de las tabletas, se transfirid el peso
correspondiente al porcentaje de cada excipiente en la formulacion, a balones aforados
de 25 mL. Al excipiente Aluminio laca amarillo N° 6FD&C, se le realizdé doble dilucién
debido a su baja concentracion. De igual forma se prepar6 una solucién final con todos
los excipientes presentes en la tableta, disueltos en Cloruro de sodio al 0.9%, otra,
disueltos en Dextrosa al 5% y otra en una mezcla 1:1 de los dos vehiculos mencionados.
(Ver figura 6)
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Lactosa (c.s.p. 100%) Almidén (15%) Estearato de Magnesio (5%) Aluminio laca amarillo N° 6FD&C (0.05%)

171 :
& & & B-E

Figura 6. Esquema de selectividad frente a los excipientes

3.3.1.2. Selectividad frente a los compuestos de degradacion

Se realiz6 la degradacion forzada de la warfarina sédica y los excipientes en agua, medio
acido y medio basico, de igual forma se realizé una oxidacién, sometiendo las muestras a
reflujo a 80°C por 3 horas y media hora en el caso de la oxidaciéon. También se expuso
las muestras a fotélisis tanto a luz directa del sol como a 244 y 366 nm, por 12 horas.
Como medios de degradacién se utiliz6 HCI 0.1 N, NaOH 0.1 N y H,0O, al 2.5%. Antes de
aforar las muestras con mezcla diluyente, se neutralizé el pH. (Ver figura 7). NOTA: los

pesos que aparecen en la figura son aproximados.

10.0 mg Warfarina sédica (1802.0 mg Lactosa; 330.7 mg Almidén; 110.2 mg E. de Magnesio; 27.6 mg
Amarillo N° 6 (en 25 mL y luego se transfiere 1 mL); 10 mL de Dextrosa al 5% y 10 mL de NaCl 0.9%)

|
Reflujo a 80 °C por 3 horas
S

A= Hidrélisis basica: 30 mL de NaOH 0.1 N; Hidrélisis acida: 30 mL de HCI 0.1 N; Efecto del calor: 50
mL de Agua; Oxidacién: 50mL de H,0; al 2.5%; Fotdlisis: 50 mL de Diluyente.

Figura 7. Esquema de selectividad frente a los compuestos de degradacion
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3.3.2. Linealidad

3.3.2.1. Linealidad del sistema

La linealidad del sistema se determiné analizando el estandar de warfarina sodica en el
siguiente rango de concentraciones: 0.05, 0.075, 0.1, 0.125 y 0.15 mg/mL.

3.3.2.2. Linealidad del método

La linealidad del método se determind analizando la matriz de la suspension enriquecida
con el estandar de warfarina sédica en el siguiente rango de concentraciones: 0.05,
0.075, 0.1, 0.125 y 0.15 mg/mL.

Tanto para la linealidad del sistema como para la del método se trabaj6é con tres replicas
para cada punto de la curva de calibracion. (Ver figura 8). NOTA: los excipientes entre
paréntesis solo aplican a la linealidad del método y son aproximados.

31.3 mg Warfarina sddica (1070.3 mg Lactosa; 206.7 mg Almidén; 68.9 mg E. de Magnesio; 17.2 mg
Amarillo N° 6 (en 25 mL y luego se transfiere 1 mL); 10 mL de Dextrosa al 5% y 10 mL de NaCl 0.9%)

(0.05 mg/mL)  (0.075mg/mL) (0.1 mg/mL) (0.125 mg/mL) (0.15 mg/mL)

Figura 8. Esquema de linealidad (sistema y método)
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3.3.3. Precision
3.3.3.1. Repetibilidad

La repetibilidad se evalué tanto para el sistema como para el método realizando seis

determinaciones de la solucion de concentracion 0.1 mg/mL.
3.3.3.2. Precision intermedia

Se evalud entre dias y entre analistas. Se realizé determinaciones en dos dias diferentes,
por dos analistas y valorando tres replicas por dia. La muestra se preparé al triturar 30
tabletas (previa determinacion de la variacion de peso), luego se pesé aproximadamente
1100 mg vy se llevé a un balén aforado de 50 mL, se adicion6 30 mL del vehiculo (3
muestras en dextrosa al 5% y tres en NaCl al 0.9% por analista), se agité vigorosamente
hasta obtener una suspension homogénea, se completdé volumen con el vehiculo
seleccionado y se agitd. Se transfirid6 una alicuota de 2mL a un balén aforado de 10 mL,
se adicion6 5 mL de mezcla diluyente, se sonic6 por 10 minutos, se agitd vigorosamente
por 1 minuto y se afor6 con solucion diluyente. La concentracion obtenida fue

aproximadamente 0.1 mg/mL.
3.3.4. Exactitud

Se determiné la exactitud de la metodologia para tres niveles de concentracion: 75, 100 y

125 %. Para ello se utilizé las muestras de la linealidad.
3.3.4. Estandares y reactivos

e Estandar USP de warfarina RS; lote: 11G072; concentracion en base as-is: 100%.

e [Estandar secundario de warfarina sédica; lote: WS/OL/10/02; concentracion en
base as-is: 99.45%.

e Agua destilada.

e Metanol calidad HPLC; lote: DD910; marca: Honeywell.

e Acetonitrilo calidad HPLC; lote: DD886; marca: Honeywell.

e Acido acético glacial; lote: 0000293996; marca: Panreac.

e Acido clorhidrico fumante; lote: 737 K01482117; marca: Merck.

e Peréxido de hidrégeno al 30%; lote: 8H705288H; marca: Carlo Erba.
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Pentoxido de difésforo grado reactivo; lote: 546 1751670; marca: Merck.
Hidréxido de sodio grado reactivo; lote: 1547; marca: EK CHEM.

Fosfato monobésico de potasio grado reactivo; lote: 7100 L49DO07; marca:
Mallinckrodt.

Dextrosa al 5% estéril; lote: SX 111A2; marca: Baxter.

Cloruro de sodio al 0.9% estéril; lote: SX 12BQ7; marca: Baxter.

Lactosa; lote: 7506931; marca: Merck.

Almidon; lote: 5297614; marca: Merck.

Estearato de magnesio; lote: 06103484; marca: Silicar.

Aluminio laca Amarillo N° 6FD&C; lote: AT5151; marca: Sensient Colors.

3.3.5. Materiales y equipos

3.3.5.1. Materiales

Columna cromatogréafica marca Phenomenex luna C18 (250 x 4.6) mm, 5um;
serie: 360170-8.

Material de vidrio (balones aforados, pipetas aforadas y graduadas, buretas,
probetas, erlenmeyer, beaker, embudos, frascos transparentes y &mbar de 30 mL,
viales ambar, viales transparentes para HPLC).

Tapas rosca plasticas.

Jeringas desechables.

Filtros para muestras 0.45 pm.

Membrana de 0.45 um y 0.22 um para solventes.

Mortero de porcelana con pistilo.

Soporte universal.

Pinzas para soporte universal.

3.3.5.2. Equipos

Cromatografo Agilent technologies 1200. (Desgasificador, serie: JP62357603;
modelo: G1322A. Bomba, serie: DE62959955; modelo: G1311A.
Automuestreador, serie: DEABEO00746; modelo: G1329B. Termostato, serie:

53



DE63061888; modelo: G1316A. Detector, serie: DE63057980; modelo: G1315B.
Interfase, serie: DE60556476; modelo: G1328B).

Balanza analitica; serie: 8332050115; marca: PIONEER; modelo: OHAUS.

pH metro; serie: 05-3579; marca: Beckman; modelo: 500.

pH metro; serie: 036011; marca: CRISON; modelo: BASIC 20+.

Ultrasonido; serie: 003278124, marca: Elma; modelo: Ultrasonic LC30H.
Termohigrémetro; serie: 445815; marca: EXTECH Instruments; modelo: Humidity
Alert II.

Nevera; serie: E-081099508; marca: HACEB; modelo: SE MF 410L BL.

Estufa de vacio; serie: 2010022303; marca: LabTech; modelo: LVO-2040.

Cuartos de estabilidad.

3.4. Estudios de estabilidad

Para los estudios de estabilidad se usaron los siguientes vehiculos:

Vehiculo 1: Solucién de Cloruro de sodio al 0.9%.

Vehiculo 2: Solucién de Dextrosa al 5%.

Concentracion de la suspension: 5 mg/10mL.

Volumen de la suspension: 30 mL.

Preparacion de la suspension: se trituraron 30 tabletas hasta obtener un polvo
fino, se pesd aproximadamente el equivalente a 25 mg de warfarina sédica
(previa determinacion de la variacion de peso), se llevd a un baldon aforado de 50
mL, se adicion6é 30 mL del vehiculo seleccionado, se agit6 vigorosamente hasta
obtener una suspension homogénea, se completé a volumen con el vehiculo
seleccionado y se agito.

Temperaturas a las que se someti6 las muestras: 5, 30 y 40°C.

Se ley6 el pH de cada una de las muestras a todos los tiempos de muestreo.
Condiciones de luz: ausencia (frasco ambar) y presencia (frasco transparente).
Tiempo de exposicion: 336 horas, con observaciones a las 0, 12, 24, 48, 72, 96 y
336 horas.
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o Envase: recipiente de vidrio ambar y transparente con capacidad de 30 mL y tapa

rosca plastica.

La estabilidad fisica se determind por observaciones como cambio de color, olor y

aparicion perceptible de precipitados.

La estabilidad quimica se determind teniendo en cuenta el porcentaje de degradacién, el
cual no super6 el 5%, al final del estudio y bajo las condiciones de luz y temperatura
indicadas. También se leyd el pH de cada muestra en todos los tiempos de muestreo.
Las condiciones del estudio se escogieron teniendo en cuenta que Colombia se

encuentra en la zona climatica 4 segun la OMS.

3.5. Elaboracién del protocolo de preparacion de la solucidon extemporanea

Una vez definido en cual vehiculo y bajo qué condiciones de pH y temperatura es mas
estable la mezcla, se procedi6 a elaborar un protocolo para su preparacion y se

estableci6 las recomendaciones para su uso y almacenamiento.
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Capitulo IV. Resultados y Discusion
4.1. Estandarizacion del método

4.1.1. Idoneidad del sistema

INYECCION [ TIEMPO DE RETENCION AREA K' PLATOS TEORICOS | ASIMETRIA
1 7.584 2785.732 3.432 7002 0.840
2 7.577 2785.247 3.428 6775 0.840
3 7.584 2783.670 3.432 7002 0.840
4 7.565 2783.641 3.421 6967 0.830
5 7.573 2784.765 3.426 6768 0.830
Promedio 7.577 2784.611 3.428 6903 0.836
sSD 0.00802 0.937 0.00469 120.734 0.00548
cv 0.106 0.0336 0.137 1.749 0.655

Tabla 1. Datos de la idoneidad del sistema

Los resultados observados en los cromatogramas para el sistema de idoneidad, con respecto a
repetibilidad de éareas, factor de capacidad, platos tedricos y asimetria, cumplen con los
pardmetros establecidos por la USP 35. Por tal razén, el sistema cromatografico es confiable y
se puede utilizar para la validacion de la metodologia y el andlisis del compuesto sometido al

estudio.

4.2. Validacion de la metodologia
4.2.1. Selectividad
4.2.1.1. Frente alos compuestos de degradacion

Tanto la warfarina sddica como los excipientes que hacen parte de la matriz de las tabletas
fueron sometidos a degradacién forzada. Se observé el efecto del calor, se realizé hidrélisis
acida y bésica; también se llevo a cabo oxidacion y fotdlisis, esta Ultima tanto por exposicion a

la luz directa del sol como a dos longitudes de onda (254 y 366 nm).

La bibliografia sefiala una deslocalizacion de la carga en el anillo cumarinico, lo que lo hace
menos susceptible al ataque por agua o hidréxido. (Connors et al., 1986). Sin embargo, las
reacciones son posibles a las condiciones de estudio, por lo que se decidio incluir la hidrélisis

de manera confirmatoria.
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4.2.1.1.1. Hidrdlisis acida

Los cromatogramas correspondientes a la hidrélisis acida, presentan 3 sefiales; a los 7.6
minutos aproximadamente aparece la sefial correspondiente a la warfarina sddica, a los 3.4 y
4.3 minutos aproximadamente aparecen las sefiales correspondientes posiblemente a la
formaciébn de los hemicetales ciclicos de la 4-hidroxicumarina y 2-hidroxicromona

respectivamente. (Porter, 2010). (Ver anexo 1)

4.2.1.1.2. Hidrolisis basica

Los cromatogramas correspondientes a la hidrdlisis basica, presentan 5 sefiales; a los 7.6
minutos aproximadamente aparece la sefial correspondiente a la warfarina sodica, a los 3.3 y
3.8 minutos aproximadamente aparecen las sefiales correspondientes posiblemente a la
formacion del &cido hidroxicumarinico proveniente de la hidrdlisis lacténica y la subsiguiente
descarboxilacion del mismo. La ciclacion aldélica del dltimo, forma posiblemente el compuesto
correspondiente a la sefial obtenida a los 9.4 minutos aproximadamente. A los 4.8 minutos
aproximadamente se obtiene una sefial que también se refleja en el blanco, posiblemente

debida a una contaminacion de la mezcla diluyente. (Porter, 2010). (Ver anexos 2 y 3)

4.2.1.1.3. Efecto del calor

Los cromatogramas correspondientes al efecto del calor, presentan 5 sefiales; a los 7.6
minutos aproximadamente aparece la sefial correspondiente a la warfarina sddica, a los 3.3 y
4.3 minutos aproximadamente aparece en primer lugar la sefial correspondiente posiblemente
a la formacion del acido hidroxicumarinico proveniente de la hidrdlisis lacténica y en segundo
lugar la sefal correspondiente posiblemente a la 2-hidroxicromona. La descarboxilacion y
ciclacion alddlica del &cido hidroxicumarinico forma posiblemente, el compuesto
correspondiente a la sefial obtenida a los 9.4 minutos aproximadamente. A los 4.8 minutos
aproximadamente se obtiene una sefial que también se refleja en el blanco, posiblemente

debida a una contaminacion de la mezcla diluyente. (Porter, 2010). (Ver anexo 4)

4.2.1.1.4. Oxidacion

Los cromatogramas correspondientes a la oxidacion, presentan multiples sefiales; a los 7.6

minutos aproximadamente aparece la sefial correspondiente a la warfarina sodica, de 1.7 a 2.2
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minutos aproximadamente aparece la sefial correspondiente al blanco, de 2.4 a 6.2 y alos 9.3
minutos aproximadamente aparecen las sefiales correspondientes a los compuestos formados
por la hidroxilacion y posible formacién de quinonas en las posiciones 4, 4’, 6, 7 y 8 de la

molécula de warfarina sodica. (Porter, 2010). (Ver anexo 5)

4.2.1.1.5. Fotolisis luz solar directa, 254 y 366 nm

Los cromatogramas correspondientes a las fotolisis solar, a 254 y 366 nm presentan 2 sefiales;
a los 7.6 minutos aproximadamente aparece la sefial correspondiente a la warfarina sodica y a
los 4.8 minutos aproximadamente se obtiene una sefial que también se refleja en el blanco,

posiblemente debida a una contaminacién de la mezcla diluyente. (Ver anexos 6, 7 y 8)

4.2.1.2. Frente a los excipientes

Los cromatogramas correspondientes a los excipientes no muestran sefiales debidas a ellos,

por tal razon, no interfieren con la cuantificacion del analito de interés. (Ver anexos 9, 10y 11)
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4.2.2. Linealidad

4.2.2.1. Linealidad del sistema

CONCENTRACION TEORICA

CONCENTRACION REAL

REPLICA | INYECCION AREA PROMEDIO
(mg/mL) (mg/mL)
1 1289.786990
0.0494863 1 1289.619815
2 1289.452640
1 1290.205810
0.05 0.0498046 2 1290.006285
2 1289.806760
1 1249.844850
0.0498046 3 1251.106140
2 1252.367430
1 1848.882570
0.0742295 1 1850.321840
2 1851.761110
1 1868.913570
0.075 0.0747068 2 1868.869015
2 1868.824460
1 1868.557250
0.0747068 3 1868.419675
2 1868.282100
1 2433.018070
0.0989726 1 2433.541995
2 2434.065920
1 2435.554690
0.1 0.0996091 2 2435.584595
2 2435.614500
1 2426.779050
0.0996091 3 2426.858155
2 2426.937260
1 3105.159910
0.123716 1 3106.735715
2 3108.311520
1 3128.186770
0.125 0.124511 2 3127.719605
2 3127.252440
1 3086.913090
0.124511 3 3085.034180
2 3083.155270
1 3634.556150
0.148459 1 3636.526610
2 3638.497070
1 3713.696040
0.15 0.149414 2 3709.530515
2 3705.364990
1 3696.957520
0.149414 3 3696.750855
2

3696.544190

Tabla 2. Datos de la linealidad del sistema
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LINEALIDAD DEL SISTEMA
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Figura 9. Curva de calibracion de la linealidad del sistema
PARAMETRO | HIPOTESIS NULA | t gpservado | T tabulado CONCEPTO
Intercepto (a) Ho:a=0 0.12 2.16 Se acepta la hipétesis nula
Pendiente (b) Ho: B=0 6.14 2.16 Se rechaza la hip6tesis nula
Correlacion (r) Ho:r=0 108.65 2.16 Se rechaza la hip6tesis nula

Tabla 3. Prueba t de Student para la linealidad del sistema

Fue.nte_ fje Grados de Sumade Cuadrfe\dos Fexp Ftab
variacion 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 sistema
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4.2.2.2. Linealidad del método

CONCENTRACION TEORICA

CONCENTRACION REAL

REPLICA INYECCION AREA PROMEDIO
(mg/mL) (mg/mL)
1 1251.125980
0.0496454 1 1251.557925
2 1251.989870
1 1262.341670
0.05 0.0501228 2 1262.403015
2 1262.464360
1 1263.707150
0.0501228 3 1263.840820
2 1263.974490
1 1883.964230
0.0744682 1 1882.876220
2 1881.788210
1 1885.557860
0.075 0.0751842 2 1884.669310
2 1883.780760
1 1885.294560
0.0751842 3 1884.739200
2 1884.183840
1 2442557130
0.0992909 1 2441.987670
2 2441.418210
1 2461.155030
0.1 0.1002456 2 2460.534910
2 2459.914790
1 2471.287600
0.1002456 3 2471.484255
2 2471.680910
1 3097.810300
0.1241136 1 3099.499510
2 3101.188720
1 3127.833740
0.125 0.1253070 2 3128.408935
2 3128.984130
1 3178.557620
0.1253070 3 3142.758060
2 3106.958500
1 3698.793700
0.1489363 1 3699.100220
2 3699.406740
1 3703.947020
0.15 0.1503684 2 3705.012450
2 3706.077880
1 3734.124760
0.1503684 3 3734.720340
2

3735.315920

Tabla 5. Datos de la linealidad del método
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LINEALIDAD DEL METODO

4000.0 -
3600.0 -
3200.0 -
2800.0 -
2400.0 -
o 2000.0 -
< 1600.0 - y = 24604x + 28.931
1200.0 - rz2=0.9995
800.0 -
400.0 -
00 T T T T T T 1
0.000 0.025 0.050 0.075 0.100 0.125 0.150 0.175
Concentracion (mg/mL)
Figura 10. Curva de calibracion de la linealidad del método
PARAMETRO | HIPOTESIS NULA |t gpservado | t tabutado CONCEPTO
Intercepto (a) Ho:a=0 0.09 2.16 Se acepta la hipétesis nula
Pendiente (b) Ho: B=0 8.25 2.16 Se rechaza la hip6tesis nula
Correlacién (r) Ho:r=0 161.20 2.16 Se rechaza la hip6tesis nula

Tabla 6. Prueba t de Student para la linealidad del método

Fue_nte_ fje Gr_ados de Suma de Cuadrf':ldos F exp E 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

Tabla 7. Prueba F de Fisher y ANOVA para la linealidad del método
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Como se muestra en las tablas 3 y 6, la prueba t para un nivel de confianza del 95% y n-2
grados de libertad indica que estadisticamente hay proporcionalidad entre la concentracion y la
respuesta analitica para el rango comprendido entre 0.05 y 0.15 mg/mL. También indica que la
pendiente es estadisticamente diferente a cero y el intercepto no es estadisticamente diferente
a dicho valor. Todo lo anterior indica que los errores sistematicos no afectan la linealidad ni del
sistema ni del método y que esta es descrita por el modelo lineal propuesto.

Las tablas 4 y 7, donde se muestran las pruebas F y ANOVA, indican que estadisticamente no
hay dispersion de los resultados entre réplicas para las distintas concentraciones.

Las figuras 9 y 10 representan las curvas de calibracion para la linealidad del sistema y método
respectivamente. En ellas se puede apreciar la proporcionalidad entre la concentracion y la
respuesta analitica para el rango comprendido entre 0.05 y 0.15 mg/mL, lo que se corrobora
con los resultados expuestos en las tablas 3 y 6.

4.2.3. Precision

4.2.3.1 Repetibilidad del sistema

INYECCION AREA
1 2433.978
2 2438.239
3 2437.310
4 2436.810
5 2437.266
6 2441.357
Promedio 2437.493
SD 2.383
CVv 0.0978

Tabla 8. Datos de la repetibilidad del sistema
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4.2.3.2. Repetibilidad del método

INYECCION AREA

1 2461.953

2 2464.119

3 2463.136

4 2459.888

5 2460.562

6 2459.844

Promedio 2461.584
Desviacioén 1.785
Cv 0.0725

Tabla 9. Datos de la repetibilidad del método

Las tablas 8 y 9 muestran tanto para el sistema y el método coeficientes de variacién inferiores

al 2% (0.0978 y 0.0725), lo que indica que tanto el sistema como el método son precisos desde

el punto de vista de la repetibilidad.

4.2.3.3. Precision intermedia

Concentracion | A STA , AREA ’
(mg/mL) DIA 1 DIA2
2537.467 2543.809
1 2505.841 2559.296
2527.642 2553.618
0.1 2527.919 2548.255
2 2577.098 2547.292
2539.302 2547.812
Tabla 10. Datos de la precision intermedia
Fuente de Grados de Sumade | Cuadrados
variacion libertad cuadrados medios Fexp F tab
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

Tabla 11. Prueba F de Fisher y ANOVA para la precision intermedia
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Como se muestra en la tabla 11, el andlisis de varianza para los resultados de la precision

intermedia, no presenta diferencias estadisticamente significativas entre dias o analistas, lo que

indica que el método es preciso desde el punto de vista de reproducibilidad.

4.2.4. Exactitud

Nivel de Numero % Concentraciéon < Concentraciéon %
L de . .. Area .
concentracion Adicionado tedrica hallada Recuperacion
muestra
1 0.075 0.07455 1882.9 0.07447 99.9
75% 2 0.075 0.07455 1884.7 0.07518 100.9
3 0.075 0.07455 1884.7 0.07518 100.9
1 0.1 0.09940 2442.0 0.09929 99.9
100% 2 0.1 0.09940 2460.5 0.10025 100.9
3 0.1 0.09940 24715 0.10025 100.9
1 0.125 0.12425 3099.5 0.12411 99.9
125% 2 0.125 0.12425 3128.4 0.12531 100.9
3 0.125 0.12425 3142.8 0.12531 100.9
Tabla 12. Datos de la exactitud
Promedio 100.53
Desviacién
, 0.480
estandar
Desviacién
- . A7
estandar relativa 0.478
t exp 3.351
t tab 2.306

Tabla 13. Pruebat de Student para la exactitud
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MUESTRA

% Recuperacion 75

% Recuperacion 100

% Recuperacion 125

1 99.9 99.9 99.9

2 100.9 100.9 100.9

3 100.9 100.9 100.9

Media 100.5 100.5 100.5

Sb 0.555 0.555 0.555

cv 0.552 0.552 0.552

n 3 3 3

Varianza 0.308 0.308 0.308
G cal 0.3333
G tab 0.8709

Tabla 14. Prueba G de Cochran exactitud

La tabla 12 muestra que el porcentaje de recuperacion fue superior al 95% e inferior al 105%,

encontrandose dentro de la especificacion de la USP 35 para la warfarina sédica. La prueba G

de Cochran muestra que existe homogeneidad entre las varianzas para los diferentes niveles

de concentracion (ver tabla 13). Para la t de Student se puede apreciar que el valor calculado

es mayor que el tabulado, se acepta entonces la hipétesis alternativa (H;: t exp >t tab) y se

afirma que la probabilidad de obtener un valor t, 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%. (Ver tabla 14).

Los resultados de la validacion de la metodologia por HPLC muestran que es selectiva, lineal,

precisa y exacta, por lo tanto es confiable para ser utilizada en la determinaciéon del activo

warfarina sédica.
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4.3. Estudios de estabilidad de la preparacion extemporanea

Tiempo N° Muestra
dep ((1)NaCl N° Muestra (vial Py NUMERO
T°C Replica 0.9%y (D)Transparente 0 Color pH mg/TAB
Muestreo A Remanente DE LOTE
(Horas) (2)Dextrosa y (2)Ambar)
5%)

1 1 101.848 Naranja 7.91 | 5.09239 1

1 2 103.538 Naranja 7.68 | 5.17692 2

) 1 100.575 Naranja 7.53 | 5.02874 2

2 102.006 Naranja 7.40 | 5.10028 1

1 1 102.767 Naranja 7.55 | 5.13833 1

0 20 ) 2 102.393 Naranja 7.81 | 5.11965 2

) 1 101.902 Naranja 7.32 | 5.09508 2

2 101.163 Naranja 7.06 | 5.05816 1

1 1 102.613 Naranja 7.37 | 5.13067 1

3 2 103.928 Naranja 7.90 | 5.19640 2

) 1 102.071 Naranja 7.22 | 5.10355 2

2 102.691 Naranja 7.49 | 5.13454 1

Tabla 15. Datos estabilidad a tiempo cero
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N° Muestra

Tledrr;po ((1)NaCl N° Muestra (vial o NUMERO
Muestreo T°C Replica 0.9%y (1)Transparente Rema;ente Color pH mg/TAB DE LOTE
(2)Dextrosa y (2)ambar)
(Horas) 59%)
1 1 100.734 Naranja | 7.64 | 5.03669 1
1 2 98.324 Naranja 7.84 | 491621 2
5 1 99.322 Naranja 7.25 | 4.96612 2
2 102.188 Naranja | 7.53 | 5.10941 1
1 1 100.849 Naranja | 7.77 | 5.04244 1
40 5 2 101.441 Naranja 7.68 | 5.07203 2
5 1 98.164 Naranja 7.58 | 4.90819 2
2 99.830 Naranja 7.43 | 4.99150 1
1 1 99.931 Naranja | 7.80 | 4.99654 1
3 2 99.823 Naranja | 7.69 | 4.99116 2
) 1 99.439 Naranja | 7.54 | 4.97194 2
2 100.598 Naranja | 7.03 | 5.02988 1
1 1 104.357 Naranja | 7.00 | 5.21785 1
1 2 99.042 Naranja | 7.89 | 4.95210 2
) 1 100.597 Naranja | 7.05 | 5.02984 2
2 101.372 Naranja | 7.43 | 5.06858 1
1 1 100.596 Naranja | 7.90 | 5.02979 1
1 20 ) 2 99.099 Naranja | 7.73 | 4.95493 2
) 1 99.490 Naranja | 7.42 | 4.97450 2
2 100.985 Naranja | 7.33 | 5.04926 1
1 1 100.904 Naranja 7.71 | 5.04520 1
3 2 97.525 Naranja 7.84 | 4.87623 2
) 1 102.634 Naranja | 7.29 | 5.13171 2
2 102.113 Naranja | 7.46 | 5.10566 1
1 1 101.636 Naranja | 7.53 | 5.08180 1
1 2 100.338 Naranja | 7.78 | 5.01692 2
) 1 100.382 Naranja | 7.09 | 5.01911 2
2 101.291 Naranja | 7.26 | 5.06457 1
1 1 100.684 Naranja | 7.58 | 5.03418 1
5 ) 2 98.696 Naranja | 7.70 | 4.93478 2
5 1 98.882 Naranja | 7.25 | 4.94412 2
2 98.096 Naranja | 7.23 | 4.90478 1
1 1 100.809 Naranja | 7.85 | 5.04045 1
3 2 102.245 Naranja 7.37 | 5.11223 2
) 1 100.760 Naranja | 7.42 | 5.03798 2
2 100.318 Naranja 7.41 | 5.01591 1

Tabla 16. Datos estabilidad a 12 horas
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N° Muestra

Tiedrr;po _ ((1)NaCl N° Muestra (vial % NUMERO
Muestreo T°C Replica 0.9%y (1)Tran§parente Remanente Color pH mg/TAB DE LOTE
(2)Dextrosa y (2)dmbar)
(Horas) 59%)
1 100.774 Naranja | 7.82 | 5.03872 1
! 2 98.154 Naranja 7.57 | 4.90768 2
! 1 99.275 Naranja 7.21 | 4.96375 2
2 2 100.942 Naranja | 7.39 | 5.04712 1
1 99.612 Naranja | 7.72 | 4.98060 1
! 2 99.495 Naranja 7.50 | 4.97475 2
40 2 1 99.471 Naranja 7.08 | 4.97355 2
2 2 100.712 Naranja 7.31 | 5.03558 1
1 1 102.881 Naranja | 7.55 | 5.14407 1
2 100.025 Naranja | 7.47 | 5.00127 2
3 1 98.258 Naranja | 7.38 | 4.91290 2
2 2 102.344 Naranja 7.41 | 5.11719 1
1 99.360 Naranja | 7.82 | 4.96802 1
1 ! 2 99.442 Naranja | 7.61 | 4.97210 2
1 99.513 Naranja | 7.22 | 4.97567 2
2 2 101.987 Naranja | 7.07 | 5.09933 1
1 1 99.258 Naranja | 7.61 | 4.96289 1
” 20 ) 2 99.372 Naranja | 7.58 | 4.96858 2
) 1 101.721 Naranja | 7.33 | 5.08606 2
2 99.530 Naranja | 7.28 | 4.97652 1
1 1 96.689 Naranja | 7.73 | 4.83445 1
2 100.007 Naranja | 7.79 | 5.00035 2
3 1 98.959 Naranja | 7.34 | 4.94795 2
2 2 99.920 Naranja | 7.27 | 4.99600 1
1 1 98.546 Naranja | 7.49 | 4.92730 1
1 2 97.900 Naranja | 7.62 | 4.89500 2
) 1 99.597 Naranja | 7.05 | 4.97983 2
2 100.286 Naranja | 7.51 | 5.01430 1
1 97.546 Naranja 7.69 | 4.87732 1
: ) ! 2 100.595 Naranja | 7.68 | 5.02976 2
1 100.424 Naranja 7.42 | 5.02118 2
2 2 105.916 Naranja | 7.35 | 5.29581 1
1 1 98.932 Naranja | 7.62 | 4.94661 1
2 99.403 Naranja | 7.51 | 4.97016 2
3 1 103.495 Naranja | 7.32 | 5.17474 2
2 2 101.451 Naranja | 7.40 | 5.07255 1

Tabla 17. Datos estabilidad a 24 horas

69




N° Muestra

Tiedrr;po _ ((1)NaCl N° Muestra (vial % NUMERO
Muestreo T°C Replica 0.9%y (1)Tran§parente Remanente Color pH mg/TAB DE LOTE
(2)Dextrosa y (2)dmbar)
(Horas) 59%)
1 100.908 Naranja | 7.51 | 5.04542 1
! 2 100.780 Naranja 7.69 | 5.03901 2
! 1 102.865 Naranja 7.38 | 5.14323 2
2 2 100.246 Naranja | 7.21 | 5.01228 1
1 1 98.404 Naranja | 7.52 | 4.92018 1
2 97.662 Naranja 7.49 | 4.88308 2
40 2 1 100.304 Naranja 7.03 | 5.01521 2
2 2 99.609 Naranja 7.09 | 4.98046 1
1 1 100.625 Naranja | 7.48 | 5.03123 1
2 98.205 Naranja | 7.61 | 4.91024 2
3 1 100.283 Naranja | 7.26 | 5.01415 2
2 2 98.316 Naranja | 7.39 | 4.91582 1
1 1 98.129 Naranja | 7.37 | 4.90643 1
1 2 100.087 Naranja | 7.50 | 5.00433 2
2 1 100.379 Naranja 7.24 | 5.01894 2
2 99.760 Naranja | 7.12 | 4.98801 1
1 101.734 Naranja | 7.43 | 5.08671 1
48 20 ) ! 2 97.417 Naranja | 7.51 | 4.87086 2
) 1 100.931 Naranja | 7.15 | 5.04654 2
2 99.634 Naranja | 7.19 | 4.98170 1
1 97.921 Naranja | 7.36 | 4.89603 1
! 2 99.411 Naranja 7.51 | 4.97054 2
3 1 100.134 Naranja | 7.21 | 5.00670 2
2 2 97.608 Naranja | 7.38 | 4.88038 1
1 1 98.335 Naranja | 7.25 | 4.91675 1
1 2 102.582 Naranja 7.61 | 5.12910 2
) 1 101.136 Naranja | 7.19 | 5.05681 2
2 103.601 Naranja | 7.27 | 5.18003 1
1 1 99.702 Naranja | 7.43 | 4.98509 1
: ) 2 98.136 Naranja | 7.60 | 4.90680 2
) 1 99.380 Naranja | 7.04 | 4.96901 2
2 99.531 Naranja | 7.00 | 4.97656 1
1 1 101.607 Naranja | 7.53 | 5.08033 1
2 98.823 Naranja | 7.44 | 4.94114 2
3 1 99.055 Naranja 7.14 | 4.95277 2
2 2 101.548 Naranja | 7.23 | 5.07738 1

Tabla 18. Datos estabilidad a 48 horas
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N° Muestra

Tledrr;po ((1)NaCl N° Muestra (vial o NUMERO
Muestreo T°C Replica 0.9%y (1)Transparente Rema;ente Color pH mg/TAB DE LOTE
(2)Dextrosa y (2)ambar)
(Horas) 59%)
1 1 98.446 Naranja | 7.42 | 4.92232 1
1 2 98.431 Naranja 7.51 | 4.92157 2
5 1 99.930 Naranja 7.18 | 4.99648 2
2 100.926 Naranja | 7.26 | 5.04628 1
1 1 99.607 Naranja | 7.43 | 4.98034 1
40 5 2 98.518 Naranja 7.39 | 4.92592 2
5 1 101.732 Naranja 7.11 | 5.08659 2
2 100.042 Naranja 7.09 | 5.00211 1
1 1 97.735 Naranja | 7.54 | 4.88673 1
3 2 97.704 Naranja | 7.63 | 4.88519 2
) 1 101.476 Naranja | 7.35 | 5.07378 2
2 100.138 Naranja | 7.20 | 5.00688 1
1 1 99.076 Naranja | 7.39 | 4.95382 1
1 2 98.466 Naranja | 7.48 | 4.92329 2
) 1 99.250 Naranja | 7.15 | 4.96248 2
2 102.209 Naranja | 7.30 | 5.11045 1
1 1 100.133 Naranja | 7.42 | 5.00664 1
72 20 ) 2 100.685 Naranja | 7.53 | 5.03427 2
) 1 98.693 Naranja | 7.29 | 4.93464 2
2 99.929 Naranja | 7.17 | 4.99643 1
1 1 99.202 Naranja | 7.62 | 4.96009 1
3 2 97.959 Naranja | 7.54 | 4.89796 2
) 1 100.917 Naranja | 7.19 | 5.04587 2
2 99.249 Naranja 7.28 | 4.96244 1
1 1 98.987 Naranja | 7.34 | 4.94936 1
1 2 98.956 Naranja | 7.51 | 4.94781 2
) 1 100.864 Naranja | 7.05 | 5.04319 2
2 99.186 Naranja | 7.24 | 4.95932 1
1 1 98.030 Naranja | 7.60 | 4.90148 1
: ) 2 101.947 Naranja | 7.53 | 5.09735 2
) 1 99.765 Naranja | 7.03 | 4.98824 2
2 99.084 Naranja | 7.19 | 4.95422 1
1 1 99.673 Naranja | 7.54 | 4.98363 1
3 2 98.348 Naranja | 7.48 | 4.91738 2
) 1 98.817 Naranja | 7.39 | 4.94084 2
2 100.193 Naranja | 7.27 | 5.00963 1

Tabla 19. Datos estabilidad a 72 horas
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N° Muestra

Tiedrr;po _ ((1)NaCl N° Muestra (vial % NUMERO
Muestreo T°C Replica 0.9%y (1)Tran§parente Remanente Color pH mg/TAB DE LOTE
(2)Dextrosa y (2)dmbar)
(Horas) 59%)
1 98.165 Naranja | 7.43 | 4.90827 1
! 2 97.718 Naranja 7.38 | 4.88588 2
! 1 100.169 Naranja 7.16 | 5.00844 2
2 2 100.630 Naranja | 7.25 | 5.03151 1
1 1 99.154 Naranja | 7.51 | 4.95770 1
40 5 2 99.362 Naranja 7.60 | 4.96809 2
5 1 102.691 Naranja 7.15 | 5.13457 2
2 98.856 Naranja 7.33 | 4.94279 1
1 1 99.504 Naranja | 7.51 | 4.97520 1
2 99.363 Naranja | 7.42 | 4.96814 2
3 1 100.027 Naranja | 7.19 | 5.00134 2
2 2 98.771 Naranja | 7.07 | 4.93855 1
1 1 99.091 Naranja | 7.43 | 4.95454 1
1 2 98.468 Naranja | 7.60 | 4.92341 2
5 1 99.056 Naranja | 7.17 | 4.95281 2
2 102.326 Naranja 7.26 | 5.11632 1
1 1 99.554 Naranja | 7.56 | 4.97769 1
% 20 ) 2 98.537 Naranja | 7.49 | 4.92687 2
) 1 97.029 Naranja | 7.00 | 4.85146 2
2 98.909 Naranja | 7.24 | 4.94546 1
1 98.647 Naranja 7.32 | 4.93234 1
! 2 98.204 Naranja 7.39 | 4.91021 2
3 1 98.483 Naranja | 7.26 | 4.92414 2
2 2 97.149 Naranja 7.29 | 4.85747 1
1 1 98.928 Naranja | 7.40 | 4.94641 1
1 2 101.527 Naranja 7.38 | 5.07634 2
) 1 99.996 Naranja | 7.20 | 4.99981 2
2 100.210 Naranja | 7.09 | 5.01051 1
1 103.744 Naranja 7.47 | 5.18722 1
5 ) ! 2 97.867 Naranja | 7.50 | 4.89336 2
) 1 100.389 Naranja | 7.39 | 5.01944 2
2 102.189 Naranja | 7.22 | 5.10945 1
1 1 98.703 Naranja | 7.41 | 4.93514 1
2 98.700 Naranja | 7.59 | 4.93500 2
3 1 102.142 Naranja 7.29 | 5.10710 2
2 2 100.701 Naranja | 7.14 | 5.03507 1

Tabla 20. Datos estabilidad a 96 horas
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N° Muestra

Tiedrr;po _ ((1)NaCl N° Muestra (vial % NUMERO
Muestreo T°C Replica 0.9%y (1)Tran§parente Remanente Color pH mg/TAB DE LOTE
(2)Dextrosa y (2)dmbar)
(Horas) 59%)
1 100.667 Naranja | 7.23 | 5.03334 1
1 ! 2 101.421 Naranja 7.39 | 5.07104 2
1 103.064 Naranja 7.24 | 5.15322 2
2 2 101.336 Naranja | 7.21 | 5.06680 1
1 1 99.913 Naranja | 7.39 | 4.99563 1
40 5 2 101.765 Naranja 7.43 | 5.08823 2
1 101.634 Naranja 7.06 | 5.08172 2
2 2 100.958 Naranja 7.00 | 5.04790 1
1 1 101.825 Naranja | 7.29 | 5.09125 1
2 100.374 Naranja | 7.36 | 5.01871 2
3 5 1 103.104 Naranja 7.12 | 5.15518 2
2 101.154 Naranja | 7.32 | 5.05772 1
1 1 102.929 Naranja | 7.29 | 5.14644 1
1 2 102.966 Naranja | 7.38 | 5.14830 2
) 1 102.173 Naranja | 7.15 | 5.10865 2
2 101.125 Naranja | 7.04 | 5.05625 1
1 1 102.051 Naranja 7.41 | 5.10257 1
336 20 ) 2 100.501 Naranja | 7.36 | 5.02503 2
) 1 97.017 Naranja | 7.19 | 4.85084 2
2 102.598 Naranja | 7.23 | 5.12990 1
1 1 99.088 Naranja | 7.36 | 4.95442 1
2 101.418 Naranja 7.42 | 5.07092 2
3 1 99.670 Naranja | 7.20 | 4.98352 2
2 2 100.619 Naranja | 7.16 | 5.03097 1
1 1 100.028 Naranja | 7.45 | 5.00138 1
1 2 102.442 Naranja | 7.39 | 5.12208 2
) 1 99.447 Naranja | 7.23 | 4.97237 2
2 98.502 Naranja | 7.20 | 4.92509 1
1 1 100.513 Naranja | 7.40 | 5.02563 1
5 2 2 101.487 Naranja 7.47 | 5.07433 2
5 1 100.194 Naranja | 7.19 | 5.00972 2
2 99.708 Naranja | 7.24 | 4.98539 1
1 1 102.127 Naranja | 7.49 | 5.10636 1
2 102.242 Naranja 7.52 | 5.11208 2
3 1 101.899 Naranja | 7.08 | 5.09494 2
2 2 98.236 Naranja | 7.37 | 4.91179 1

Tabla 21. Datos estabilidad a 336 horas
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DATOS 40°C DATOS 30°C DATOS 5°C TODOS LOS DATOS
PROMEDI0 | 100000 | PROMEDION | ggans | PROMEDION: | 0020 | PROMEDION® | 100159

SD 1414 SD 1.631 SD 1.646 SD 1.617

RSD 1.413 RSD 1.633 RSD 1.642 RSD 1.614

t exp 0.592 t exp 0.650 t exp 1.251 t exp 1.765

t tab 1.960 t tab 1.960 t tab 1.960 t tab 1.960

PROMEDIO pH 7.389 PROMEDIO pH 7.378 PROMEDIO pH 7.377 PROMEDIO pH 7.381

SD 0.209 SD 0.213 SD 0.192 SD 0.204

Tabla 22. Prueba t de Student para % remanente y desviacién estandar para el pH por

temperatura y datos totales

_ % Remanente
Tiempo (horas)
Lote 1 Lote 2
0 101.8 103.5
0 102.8 102.4
0 102.6 103.9
12 100.7 98.3
12 100.8 101.4
12 99.9 99.8
24 100.8 98.2
24 99.6 99.5
24 102.9 100.0
48 100.9 100.8
48 98.4 97.7
48 100.6 98.2
72 98.4 98.4
72 99.6 98.5
72 97.7 97.7
96 98.2 97.7
96 99.2 99.4
96 99.5 99.4
336 100.7 101.4
336 99.9 101.8
336 101.8 100.4

Tabla 23. Datos para la prueba F de Fisher para la combinacion de lotes en NaCl 0.9%
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Regresion Lote 1 Regresion Lote 2 Regresion Lotes 1y 2
Intercepto 100.43 Intercepto 99.79 Intercepto 100.113
Pendiente -0.00120 Pendiente 0.00157 Pendiente 0.00018

SY? 211440.03 SY? 209757.46 SY? 421197

SY 2106.96 SY 2098.42 SY 4205.38

SXY 176693.19 SXY 176647.80 SXY 353341

SCR 45.13 SCR 72.06 SCR 119.861
r? 0.0077 r? 0.0082 r? 0.0001

Tabla 24. Datos de regresion del lote 1, 2 y ambos en NaCl 0.9%

Modelos
Comparacion gln | gld F cal F tab
LlylL2 2 38 0.432 3.232

Tabla 25. Prueba F de Fisher para la combinacién de los lotes 1 y 2 en NaCl 0.9%

elotesly?2

Grafico lineas de regresién para los 2 lotes (NaCl 0.9%)
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Figura 11. Grafico lineas de regresion para los lotes 1y 2 en NaCl 0.9%

75



) % Remanente
Tiempo (horas)
Lote 1 Lote 2
0 102.0 100.6
0 101.2 101.9
0 102.7 102.1
12 102.2 99.3
12 99.8 98.2
12 100.6 99.4
24 100.9 99.3
24 100.7 99.5
24 102.3 98.3
48 100.2 102.9
48 99.6 100.3
48 98.3 100.3
72 100.9 99.9
72 100.0 101.7
72 100.1 101.5
96 100.6 100.2
96 98.9 102.7
96 98.8 100.0
336 101.3 103.1
336 101.0 101.6
336 101.2 103.1

Tabla 26. Datos para la prueba F de Fisher para la combinacion de lotes en Dextrosa 5.0%

Regresion Lote 1 Regresion Lote 2 Regresion Lotes 1y 2
Intercepto 100.65 Intercepto 100.11 Intercepto 100.38
Pendiente -0.00008 Pendiente 0.00765 Pendiente 0.00379

SY2 212726.90 SY2 213209.67 SY2 425936.56

SY 2113.46 SY 2115.75 SY 4229.21

SXY 177510.48 SXY 179581.50 SXY 357091.98
SCR 27.23 SCR 32.71 SCR 67.33
r2 0.00006 r2 0.30303 r2 0.09369

Tabla 27. Datos de regresion del lote 1, 2 y ambos en Dextrosa 5.0%
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Modelos
Comparacion gln | gld Fcal F tab
L1yL2 2 38 2.342 3.232

Tabla 28. Prueba F de Fisher para la combinacién de los lotes 1 y 2 en Dextrosa 5.0%

% Remanente

Grafico lineas de regresion para los 2 lotes (Dextrosa 5%)
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Figura 12. Gréfico lineas de regresion para los lotes 1y 2 en Dextrosa 5.0%
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Tabla 29. Datos de regresion para los dos tipos de envase en NaCl 0.9%

% Remanente
NaCl 0.9%
Transparente Ambar
101.8 103.5
102.8 102.4
102.6 103.9
100.7 98.3
100.8 101.4
99.9 99.8
100.8 98.2
99.6 99.5
102.9 100.0
100.9 100.8
98.4 97.7
100.6 98.2
98.4 98.4
99.6 98.5
97.7 97.7
98.2 97.7
99.2 99.4
99.5 99.4
100.7 101.4
99.9 101.8
101.8 100.4

% Remanente

105.0
104.0
103.0

102.0

101.0
100.0 -
99.0 -

98.0 -

97.0

*

Lotes 1y 2 NaCl 0.9% (Transparente)

»
L J
L 2 4

y =-0.0012x + 100.43

R2=0.0077

L g

0 24 48 72

96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 360

Tiempo (horas)

®|lotes 1y 2 NaCl
0.9% (Transparente)
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Figura 13. Grafico de regresion para los lotes 1 y 2 en NaCl 0.9% y envase transparente

104.0
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Figura 14. Gréfico de regresion para los lotes 1 y 2 en NaCl 0.9% y envase ambar

% Remanente
Dextrosa 5.0%
Transparente Ambar
100.6 102.0
101.9 101.2
102.1 102.7
99.3 102.2
98.2 99.8
99.4 100.6
99.3 100.9
99.5 100.7
98.3 102.3
102.9 100.2
100.3 99.6
100.3 98.3
99.9 100.9
101.7 100.0
101.5 100.1
100.2 100.6
102.7 98.9
100.0 98.8
103.1 101.3
101.6 101.0
103.1 101.2

Tabla 30. Datos de regresion para los dos tipos de envase en Dextrosa 5.0%
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Figura 15. Gréfico de regresion para los lotes 1 y 2 en Dextrosa 5.0% y envase transparente

Lotes 1y 2 Dextrosa 5.0% (Ambar)
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Figura 16. Grafico de regresion para los lotes 1 y 2 en Dextrosa 5.0% y envase ambar

Sistema *k (9/100mL hora) b
NaCl 0.9% (Transparente) 0.0012 -0.0012
NaCl 0.9% (Ambar) -0.0016 0.0016
Dextrosa 5.0% (Transparente) -0.0077 0.0077
Dextrosa 5.0% (Ambar) 0.00008 -0.00008
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Tabla 31. Constantes de velocidad de descomposicion para los diferentes sistemas

NaCl 0.9% (Transparente) NaCl 0.9% (Ambar)

Limites de confianza (LC) Limites de confianza (LC)
S?XY 22276.535 S?XY 22046.463

Sb 0.303 Sb 0.301

t obs 0.004 t obs 0.005

t tab 2.093 t tab 2.093

Superior 0.633 Superior 0.632

Inferior -0.635 Inferior -0.629

Intervalo (IC) 1.268 Intervalo (IC) 1.261

Tabla 32. Intervalos de confianza para los sistemas en NaCl 0.9%

Dextrosa 5.0% (Transparente) Dextrosa 5.0% (Ambar)

Limites de confianza (LC) Limites de confianza (LC)
SPXY 22296.583 S?XY 22392.651

Sb 0.303 Sb 0.304

t obs 0.025 t obs 0.000

t tab 2.093 t tab 2.093

Superior 0.642 Superior 0.636

Inferior -0.627 Inferior -0.636

Intervalo (IC) 1.269 Intervalo (IC) 1.271

Tabla 33. Intervalos de confianza para los sistemas en Dextrosa 5.0%

En primer lugar se verifico la factibilidad de unir los dos lotes sometidos al estudio, para
trabajarlos como uno solo en los dos vehiculos (Dextrosa 5.0% y NaCl 0.9%). Ya que durante
el estudio no se obtuvo un porcentaje de degradacién superior al 3.3%, no se pudo asignar con
exactitud un orden cinético y una constante de velocidad de degradacién por lo que se asumio
cinética de orden cero debido a que con este, se obtienen porcentajes de degradacion
mayores y se asegura que para el tiempo de uso asignado, el paciente recibira, siguiendo los

procedimientos establecidos, la cantidad de farmaco que requiere.

Las tablas 23, 24 y 25 muestran los datos para los lotes 1 y 2 en NaCl 0.9% utilizados para la
prueba F de Fisher para los modelos, el resultado del F calculado (0.432) fue inferior al
tabulado (3.232) por lo que se cumplio la hipotesis nula (Ho: L1 = L2) y por lo tanto se pudo

mezclar los lotes. La gréfica 11 muestra la regresion para este sistema.
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Las tablas 26, 27 y 28 muestran los datos para los lotes 1 y 2 en Dextrosa 5.0% utilizados para
la prueba F de Fisher para los modelos, el resultado del F calculado (2.342) fue inferior al
tablado (3.232) por lo que se cumpli6 la hipétesis nula (Ho: L1 = L2) y por lo tanto se pudo
mezclar los lotes. La gréfica 12 muestra la regresion para este sistema.

Luego se construyd las curvas de regresion para cada sistema, es decir, cada vehiculo en
cada tipo de envase, con el fin de calcular las constantes de velocidad de degradacién de cada
uno y los limites de confianza de la pendiente de manera confirmatoria, para de esta forma
poder precisar cual sistema es mas estable. La tabla 29 muestra los datos para la construccion
de las curvas en NaCl 0.9% (envase transparente y ambar) y la tabla 30 los datos para la
construccion de las curvas en Dextrosa 5.0% (envase transparente y ambar). La tabla 31
muestra las constantes de velocidad de descomposicion para cada sistema (K = - pendiente),
siendo la mayor para el sistema NaCl 0.9% en envase transparente (0.0012 g/100mL hora) y la
menor para el sistema Dextrosa 5.0% en envase transparente (-0.0077 g/100mL hora). Por
otro lado las tablas 32 y 33 muestran los intervalos de confianza para los sistemas en NaCl
0.9% y Dextrosa 5.0% respectivamente, siendo el mayor para el sistema Dextrosa 5.0% en
envase ambar (1.271) y el menor para el sistema NaCl 0.9% en envase ambar (1.261) y el
intervalo para el sistema con menor constante de velocidad de degradacién (Dextrosa 5.0% en
envase transparente) fue 1.269. Ya que el intervalo de confianza es la incertidumbre de la
medicion y determina los valores entre los cuales se encuentra el valor verdadero de la
pendiente, entre menor sea, hay mas confianza en la mediciébn. Con base en lo dicho
anteriormente aunque el sistema Dextrosa 5.0% en envase transparente tuvo la menor
constante de velocidad de degradacion no se puede afirmar que es el mas estable ya que no
tuvo el menor intervalo de confianza, mientras gque el sistema NaCl 0.9% en envase ambar, si
lo tuvo, ademas, este Ultimo tuvo la segunda constate de velocidad de degradacion mas baja
(-0.0016 g/100 mL hora) y debido a que la prueba F de Fisher arrojé un valor inferior para los
sistemas en NaCl 0.9% (0.432), con respecto a los sistemas en Dextrosa 5.0% (2.342), se
puede afirmar que el sistema mas estable es NaCl 0.9% en envase ambar.

En la tabla 22 se puede apreciar que durante el tiempo del estudio, todas las muestras tanto a
5, 30 como a 40°C fueron muy estables, con promedios de porcentajes remanentes de 100.2,
99.9 y 100.1% respectivamente. La misma tabla presenta para la prueba t de Student, t
experimentales menores (1.251 para 5°C, 0.650 para 30°C y 0.592 para 40°C) a la t tabulada
(1.960), con lo que se afirma que los datos no son estadisticamente diferentes al 100%.

Los resultados del pH de la suspension durante el tiempo de estudio (336 horas), se

mantuvieron entre 7.0 y 8.0 y no se apreciaron cambios en el color o la apariencia de la misma

82



(ver tablas de la 15 a la 21). Como se indicé en este documento la warfarina base es poco
soluble y mas inestable, pero el pH de la suspension por encima de la neutralidad, favorecio la
forma ionizada de la warfarina, lo que puede explicar la estabilidad de la suspension durante el
estudio, hecho que se pudo visualizar con el mantenimiento del color y la apariencia de la

misma. (Ver anexos del 12 al 16)

4.4. Protocolo de elaboracién de la preparacién extemporanea

4.4.1. Propésito

Establecer el procedimiento para realizar la preparacion extemporanea liquida de warfarina
sodica via peroral, utilizada en pacientes con terapia anticoagulante, ambulatorios y
hospitalarios a la concentracion habitualmente manejada, la cual es: 5 mg/10mL; a partir de la
presentacion comercial de tabletas de 5 mg; de acuerdo a los resultados del estudio de
estabilidad realizado.

4.4.2. Consideraciones importantes

La adecuacion de formas farmacéuticas debe ser realizada en un area limpia, ya que requiere
la manipulacion directa del producto, retirando su envase original para ser entregado en una
presentacién no comercial, por tal motivo debe ser realizado en el area gris de la central de
mezclas. Después de cada actividad de adecuacion del medicamento, se debe efectuar el
reempaque de las tabletas que contenga la presentacién comercial a fin de no generar
residuos de medicamentos sin identificar. Los estudios de estabilidad que dieron origen a este
protocolo fueron realizados con los materiales e insumos aqui presentados, se recomienda
hacer uso de los descritos (Se recomienda usar en todos los casos tabletas de 5 mg). La
estabilidad del principio activo permite el almacenamiento a temperatura ambiente, pero se
recomienda almacenar la preparacion bajo refrigeracion, a fin de evitar contaminacion de la
preparacion extemporanea. Si el uso esta programado para un periodo no mayor a 3 dias,

puede ser almacenada la preparacion a temperatura ambiente.

4.4.3. Materiales

1. Mortero de porcelana con pistilo de porcelana.
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. Jeringa desechable de 50 mL.

3. Frasco ambar de 30 mL con tapa rosca.
4. Guantes de latex.

5. Tapabocas.

6. Pesa sustancias.

7. Balon aforado de 50 mL.

0o

. Gotero de plastico.

©

. Etiqueta de identificacion del medicamento (dosis, concentracion, recomendaciones, etc.).

4.4.4. Materia prima
1. Tabletas de warfarina sddica de 5 mg.

2. Vehiculo: Dextrosa al 5% (D.A.D 5%), bolsa por 500 mL 6 NaCl 0.9%, bolsa por 500 mL. (Si
el paciente es diabético se utilizara siempre NaCl 0.9%)

4.45. Procedimiento

4.4.5.1. Alistamiento de los materiales posterior a la recepcién de la solicitud por parte

del médico prescriptor
e Recepcién de la orden médica.
e Adecuacion (alistamiento y verificacion de la limpieza) de los materiales a utilizar.

¢ Alistamiento del personal encargado para la realizacion de esta labor.

4.4.5.2. Preparacion de la suspension

Con base en los resultados obtenidos se establecié el siguiente protocolo para elaborar la

suspensién de warfarina sédica de concentracion 5mg/10mL:
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1. Extraer 30 tabletas de warfarina sédica (etiquetadas en el blister con dosis de 5 mg de
warfarina sodica) teniendo cuidado de no quebrarlas.
Nota: al tomar 30 tabletas con reporte de 5 mg de Warfarina sodica (WS) se parte de 150 mg

de WS para la preparacién extemporanea.

2. Pesar las tabletas individualmente utilizando guantes de latex y anotar el peso promedio.

3. Llevar las tabletas a un mortero de porcelana, triturar hasta obtener un polvo fino con la
ayuda de un pistilo, teniendo cuidado no botar el polvo.

4. Pesar aproximadamente el equivalente a 25 mg de warfarina sédica (1.1 gramos
aproximadamente), utilizando un papel o pesa sustancias adecuado.

5. Transferir el polvo a un bal6n aforado de 50 mL, lavar el pesa sustancias con 10 mL del
vehiculo, recogiendo el lavado en el baldn, adicionar 20 mL més del vehiculo seleccionado
(NaCl 0.9% 6 Dextrosa 5.0%).

6. Agitar vigorosamente hasta obtener una suspension homogénea y completar volumen con
el vehiculo hasta el aforo.

7. Transferir 30 mL de la suspension a un frasco de vidrio ambar o transparente con tapa rosca
plastica.

8. Almacenar en un lugar limpio y seguro a una temperatura de 5 °C o en un lugar fresco a

temperatura ambiente (no mayor a 30 °C) por un periodo maximo de 14 dias.

Nota: como las 30 tabletas equivalen a 150 mg warfarina sddica, sobran aproximadamente 5.5
gramos de polvo, por lo que se repite el procedimiento a partir del numeral 4 cinco veces, con
el fin de no perder el mismo. Ademas al envasar la suspensién en los frascos ambar con tapa
plastica rosca, sobran 20 mL por cada preparacion, por lo que al utilizar todo el polvo se
pueden envasar 120 mL mas de la suspension, es decir, se obtendran 4 frascos con 30 mL

mas de ésta.

4.4.6. Acondicionamiento del producto
e Garantizar que todas las preparaciones estén previamente etiquetadas antes de
abandonar la zona de adecuacion de las mismas. Para ello se pueden usar las
etiquetas para la preparacion extemporanea (ver anexo 17) o las que considere el
hospital, pero con la condiciobn que no se omita ningln detalle de la informacion

descrita en las etiquetas para la preparacion extemporanea.
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Retirar las agujas de las jeringas con capuchoén y depositarlas en el sitio demarcado

para su almacenamiento.

Colocar las jeringas en la caneca de residuos de jeringas.

4.4.7. Recomendaciones

Verificar antes y después del proceso que no queden residuos de medicamentos, de
igual forma depositar en las canecas respectivas todos los elementos empleados en la

preparacion de la suspension.

La homogenizacion de la suspension previa administracion al paciente es de vital
importancia, por lo cual es de particular relevancia indicarle al paciente (o acudiente) la
correcta agitacion de la preparacion extemporanea que le esta siendo entregada, sobre
todo si se va a mantener en condiciones de refrigeracion. (Tiempo de agitacion

vigorosa aproximado de 20 segundos)

Garantizar que el paciente (0 acudiente) entienda todas las instrucciones contenidas en

la etiqueta.
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Conclusiones

La metodologia empleada para el estudio de estabilidad de la suspension de warfarina sédica
de concentracién 5mg/10mL, es selectiva, lineal, precisa y exacta, lo que brinda confianza en

los resultados obtenidos.

Durante el tiempo del estudio y a las condiciones a las que fue sometida, la suspensién no
presentd porcentajes remanentes con diferencias estadisticamente significativas del 100%, lo

gue se evidenci6 en la conservacion de las caracteristicas fisicas de la misma.

La suspension mas estable, fue la preparada utilizando como vehiculo una soluciéon de NacCl
0.9% y almacenada a una temperatura de 5°C y envasada en frasco de vidrio &mbar con tapa

rosca plastica.

La preparacion extemporanea en forma de suspension de warfarina sddica, elaborada a partir
de tabletas de 5mg del mercado nacional, siguiendo el protocolo y utilizando como vehiculos
solucion de NaCl al 0.9% y solucion de Dextrosa al 5.0%, envasada en frascos de vidrio
ambar o transparente con tapa rosca plastica y almacenada a una temperatura de 5°C, no
present6 una variacion significativa durante un periodo de 14 dias y es recomendada para su

uso seguro.
Durante el periodo de estudio no se evidencié cambios fisicos en la suspension, en ninguna de

las condiciones evaluadas, lo que indica que la preparacién extemporanea presenta estabilidad

fisica, elaborada siguiendo el protocolo establecido.
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Recomendaciones

Agitar la suspension vigorosamente por 20 segundos antes de su uso.

Mantener la suspension bien cerrada y almacenada a una temperatura entre 5°C durante 14
dias.

Si por alguna razén no se puede mantener la suspension a la temperatura de 5°C, es posible
almacenarla a temperatura ambiente durante 14 dias.

Antes de administrar el volumen de suspension, se debe evaluar las condiciones

fisiopatologicas del paciente y ajustar la dosis durante la terapia de anticoagulacion.

Seguir con rigurosidad el protocolo de elaboracién de la preparacion extemporanea.

Se podra preparar la suspension en una solucion de NaCl 0.9% o solucién de Dextrosa 5.0%
y envasar en frasco de vidrio transparente 0 dmbar con tapa rosca, dependiendo de la
disponibilidad de los mismos.

Se recomienda continuar con los estudios de estabilidad de las diferentes preparaciones
extemporaneas gue se elaboran cotidianamente en los centros hospitalarios, con el fin de ser

usadas en forma segura.

Ampliar el estudio de estabilidad usando warfarina de otras marcas nacionales y de

importacion.
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Anexos

Anexo 1. Cromatograma correspondiente a la hidrélisis &cida

7.574 - WARFARINA SODICA

14 min|

Anexo 3. Cromatograma correspondiente a la hidrélisis basica

7.576 - WARFARINA SODICA
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Anexo 4. Cromatograma correspondiente al efecto del calor

7.5679 - WARFARINA SODICA

Anexo 5. Cromatograma correspondiente a la oxidacion

7.605 - WARFARINA SODICA

Anexo 6. Cromatograma correspondiente a la fotolisis por exposicion a la luz solar directa

7.586 - WARFARINA SODICA
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Anexo 7. Cromatograma correspondiente a la fotdlisis por exposicion a la luz UV a 254 nm

7.583 - WARFARINA SODICA

Anexo 8. Cromatograma correspondiente a la fotdlisis por exposicion a la luz UV a 366 nm

7.584 - WARFARINA SODICA

Anexo 9. Cromatograma correspondiente al blanco Dextrosa al 5%

mAU ]
25

20




Anexo 10.

Cromatograma correspondiente al blanco NaCl al 0.9%

mAU ]
25

20

Anexo 11.

Cromatograma correspondiente a la selectividad frente a todos los excipientes

mAU ]
25

20

7.607 - WARFARINA SODICA
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Anexo 12. Preparacion de la suspension en los envases transparente y ambar en NaCl 0.9%

Anexo 13. Preparacion de la suspension en el envase transparente en Dextrosa 5.0%
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Anexo 14. Muestras a 40°C y 336 h (3 primeras NaCl 0.9% y tres ultimas Dextrosa 5.0%)

Anexo 15. Muestras a 30°C y 336 h (3 primeras NaCl 0.9% y tres Ultimas Dextrosa 5.0%)
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Anexo 17. Modelo de etiqueta para una forma farmacéutica extemporanea a partir de tabletas

de warfarina sodica.

WARFARINA SODICA 5mg/10mL.

Administracion por via peroral.

Agitar vigorosamente 20 segundos antes de usar. Almacenar a °C.

Proteger de laluz. Mantener bien cerrado y fuera del alcance de los nifios.

Fecha de elaboracion: . Hora;
Fecha de Vencimiento: . Hora:
Lote No.: . Firma del responsable:
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