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RESUMEN

Se ha desarrollado un método de cromatografia de liquidos de alto rendimiento ultravioleta sensible y rapido y se
ha validado para la determinacién del sumatriptian, un agonista de serotonina, en muestras de homogeneizado de
cerebro y plasma de rata. Una vez realizada una extraccion liquido-liquido de sumatriptan y ofloxacina (estandar
interno), los compuestos se separaron en una columna de fase inversa C-18, eluida con un 22% de acetonitrilo y un
78% de tampoén fosfato amoénico (0,04 M, PH ajustado 3,7) y detectada a 228 nm. Este método muestra una buena
linealidad para las muestras de plasma y tejido cerebral con un rango de concentracion muy amplio de 3-2000 ng/ml
y 3-1000 ng/g respectivamente, y un coeficiente de correlacion de 0,9998 y 0,9994. Con este método se obtuvieron
buenos resultados de precision (CV interdia e intradia < 9,1%) y exactitud (margen de error interdia e intradia <
7,3%). El limite de la concentracion de cuantificacion fue 3 de ng/ml. La recuperacion absoluta del sumatriptan fue
superior al 93,4% para el plasma y al 89,5% para las muestras de tejido cerebral. Este método es sencillo, rapido
y sensible. E1 método propuesto podria resultar ventajoso en la estimacion del sumatriptian incorporado en sistemas
de administracion que concentran el firmaco en plasma y en muestras de tejido cerebral y se podria utilizar en
estudios farmacocinéticos en modelos animales.

PALABRAS CLAVE: HPLC. Tejido cerebral de rata. Plasma de rata. Sumatriptan. Detector UV.

ABSTRACT

A rapid and sensitive ultra-violet high-performance liquid chromatographic method was developed and validated for the
determination of sumatriptan, a serotonin agonist in rat plasma and brain homogenate samples. After a liquid-liquid
extraction of sumatriptan and ofloxacin (internal standard) , the compounds were separated on a reversed-phase C-18
column, eluted with 22% of acetonitrile and 78% of ammonium phosphate buffer (0.04 M, adjusted pH 3.7) and detected
at 228 nm. This method shows a good linearity for plasma and brain samples with very wide concentration range of
3-2000 ng/ml and 3-1000 ng/g respectively, and correlation coefficient of 0.9998 and 0.9994. A good precision (inter
and intra day CV < 9.1%) and a good accuracy (inter and intra day bias < 7.3%) was obtained with this method.
The limit of quantification concentration was 3 ng/ml. The absolute recovery of sumatriptan was higher than 93.4%
for plasma and 89.5% for brain samples. This method is simple, rapid and sensitive. The proposed method could be
advantageous in estimation of sumatriptan incorporated into delivery systems that concentrate drug in plasma as well
as brain tissues and could be used for pharmacokinetics studies in animal model.

KEYWORDS: HPLC. Rat brain. Rat plasma. Sumatriptan. UV detector.
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INTRODUCCION

El sucinato de sumatriptan {3-[2-(dimetilami-
no)-etilo]-N— metilo-1H-indol-5-metanosulfona-
mida} es un agonista de serotonina efectivo en
el tratamiento agudo de los dolores de cabeza
causados por la migrafia. Gracias a su relacién
estructural con la serotonina neurotransmisora, el
sumatriptdn actia mediante una fijacién selecti-
va a los receptores de serotonina del tipo 1D,
dando lugar a la vasoconstricciéon de los vasos
sanguineos craneales ampliamente dilatados, y
también actia como inhibidor de la liberacion del
neuropéptido pro-inflamatorio que causa el alivio
de los dolores de cabeza'. Se han desarrollado y
publicado varios métodos analiticos para la deter-
minacién del sumatriptdn en muestras de suero y
de plasma, incluidos el método de cromatografia
de liquidos de alto rendimiento (HPLC) con de-
teccion culombimétrica®*, el método HPLC con
deteccién de fluorescencia’ y el método HPLC
con deteccion espectométrica de masas®®. No
obstante, no se ha publicado ningin método hasta
la fecha para la determinacidon del sumatriptin
en muestras de tejido cerebral. Aunque se han
propuesto varios métodos analiticos, incluido el
método HPLC con UV/Vis*!® para determinar
el sucinato de sumatriptdn en materias primas y
preparaciones farmacéuticas, actualmente no hay
ningtin método disponible para la determinacion
del sumatriptdn en muestras bioldgicas utilizando
una cromatografia de liquidos de alto rendimiento
con técnicas de deteccion UV. Ademas, el limite
de deteccién de los métodos analiticos mencio-
nados anteriormente que utilizan deteccion UV
es mucho mayor que el del método descrito en
esta publicacion.

En este estudio, presentamos un método sen-
cillo, rdpido y sensible para la determinacién
del sumatriptdn en homogeneizado de cerebro y
plasma de rata utilizando una técnica de deteccion
diferente. Este método utiliza una cromatografia
de liquidos de alto rendimiento (HPLC) con
detecciéon UV. La cromatografia de liquidos de
alto rendimiento con deteccién ultravioleta es
sencilla, robusta y se puede realizar en la mayoria
de laboratorios de analisis. Ademas, este método
implica una sencilla extraccion liquido-liquido
con una reproducibilidad excelente, lo que lo
hace adecuado para estudios farmacocinéticos
que traten el sumatriptdn.
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INTRODUCTION

Sumatriptan {3-[2-(dimethylamino)-ethyl]-
N— methyl-1H-indole-5-methane sulfonamide}
succinate is a serotonin agonist effective in the
acute treatment of migraine headaches. Structurally
related to the neurotransmitter serotonin, sumat-
riptan acts by selectively binding to serotonin
type-1D receptors, resulting in vasoconstriction
of extensively dilated cranial blood vessels and it,
also acts as an inhibitor of the pro-inflammatory
neuropeptide release which leads to headache
relief'. Several analytical methods have been
developed and published for the determination
of sumatriptan in plasma and serum samples
including high performance liquid chromatog-
raphy (HPLC) with coulometric detection** ,
HPLC with flouroscence detection’ and HPLC
with mass spectrometric detection.®® However no
method is reported till date for determination of
sumatriptan in brain samples. Although there are
several analytical methods proposed, including
HPLC with UV/Vis®" to determine sumatriptan
succinate in raw materials and pharmaceutical
preparations, currently no method is available
for the determination of sumatriptan in biologi-
cal samples using a HPLC with UV detection
technique. Moreover limit of detection for above
mentioned analytical methods using UV detec-
tion is much higher than the method reported
in this paper.

In this paper, we present a simple, rapid
and sensitive method for the determination of
sumatriptan in rat plasma and brain homogenate
using a different detection technique. This method
uses an HPLC with UV detection. HPLC with
UV detection is simple, robust and available to
most analytical laboratories. In addition, this
method involves a simple liquid-liquid extraction
with excellent reproducibility, which makes it
suitable for pharmacokinetics studies involving
sumatriptan.

MATERIALS

Sumatriptan succinate was kindly supplied
by Natco Pharma Ltd. (Hyderabad, India) and
Ofloxacin was provided by Alembic Chemicals
Ltd. (Vadodara, India). HPLC grade acetonitrile,
methanol, ethyl acetate, and o-phosphoric acid
were purchased from Qualigens (India). Sodium
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MATERIALES

El sucinato de sumatriptan fue proporcionado
amablemente por Natco Pharma Ltd. (Hyderabad,
India) y la ofloxacina fue proporcionada por
Alembic Chemicals Ltd. (Vadodara, India). El
acido o-fosforico, el acetato de etilo, el metanol
y el acetonitrilo (grado HPLC) se adquirieron
en Qualigens (India). El hidréxido sédico y el
fosfato amonico se adquirieron en Suvidhnath
Labs (India).

METODOS
Condiciones cromatogrdficas

El sistema cromatografico consistio en un
sistema Dionex HPLC con un detector UV-visi-
ble (UVD170U). La separacién se logré con una
columna Hypersil ODS (25 cm x4,6 mm ID, 10
pm) obtenida de Thermo Electron Corporation.
La velocidad de flujo de la fase moévil fue de
1,0 ml/min y consistié en una mezcla de fosfato
amonico monobasico (0,04 M)-acetonitrilo (78:22,
v/v) con un pH de 3,7, que se ajusté al 4cido
o-fosforico. La fase movil se desgasificd y se
filtré (0,22p¢m) antes de su uso. El volumen de
inyeccién fue de 20u1 y la longitud de onda para
la deteccién se establecié en 228 nm.

Soluciones madre y estdndares

Se prepard una solucion madre de sumatriptin
mezclando una cantidad adecuada con agua hasta
una concentracion final de 50 pg/ml, expresada
como férmula base. Las soluciones madre se
almacenaron a 0 + 2°C y permanecerdn estables
durante al menos 1 mes a esta temperatura. La
estabilidad de la solucién madre se determind
mediante la comparacién de una solucién madre
recién preparada con la solucién que se alma-
cend a 0 + 2°C durante 1 mes. Las diluciones
intermedias se realizaron a partir de esta solu-
cién madre y se utilizaron para afadir muestras
de homogeneizado de cerebro de rata y plasma
sin fairmaco a ocho concentraciones diferentes.
Se preparé un estdndar de calibraciéon de siete
puntos sin valor cero, comprendido entre 3 y
2000 ng/ml y entre 3 y 1000 ng/g, mediante la

hydroxide and ammonium phosphate were pur-
chased from Suvidhnath Labs (India).

METHODS
Chromatographic conditions

The chromatographic system consisted of a
Dionex HPLC system with a UV-visible detector
(UVD170U). The separation was achieved by
using 25 cm x 4.6 mm ID, 10 xm ODS Hypersil
column obtained from Thermo electron corpora-
tion. The mobile phase flow rate was 1.0 ml/min
and consisted mixture of ammonium phosphate
monobasic (0.04 M)-acetonitrile (78:22, v/v),
pH 3.7 which was adjusted with o-phosphoric
acid. The mobile phase was degassed and filte-
red (0.22um) prior to use. The injection volume
was 20p1 and the detection wavelength was set
at 228 nm.

Stock solutions and standards

A stock solution of sumatriptan was prepared
by mixing an appropriate amount with water to
a final concentration of 50 ug/ml, expressed as
base form. The stock solutions were stored at O
+ 2°C and they are stable for at least 1 month at
this temperature. The stability of stock solution
was determined by comparing a freshly prepared
stock solution with the solution that was stored at
0 + 2°C for 1 month. Intermediate dilutions were
made from this stock solution and were used to
spike drug free plasma and rat brain homogenate
samples at eight different concentrations. A se-
ven point non-zero calibration standard, ranging
from 3 to 2000 ng/ml and 3 to 1000 ng/g was
prepared by spiking the drug free rat plasma
containing EDTA and rat brain homogenate with
an appropriate amount of sumatriptan and internal
standard respectively. The validation standards
at four concentration levels (3, 10 500 and 1000
ng/ml) and (3, 10 500 and 1000 ng/g) for plasma
and brain samples respectively were prepared in
a similar way as described above, with the lowest
concentration being LOQ. Two other series were
then prepared from independent stock solutions
according to the same protocol. One non-biolo-
gical calibration curve was also performed for
the determination of absolute recovery.
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dosificacion de plasma de rata sin farmaco que
contenia EDTA y de homogeneizado de cerebro de
rata con una cantidad adecuada de sumatriptdn y
estdndar interno, respectivamente. Los estdndares
de validacién en cuatro niveles de concentracion
(3, 10, 500 y 1000 ng/ml) y (3, 10, 500 y 1000
ng/g) para muestras de tejido cerebral y plasma,
respectivamente, se prepararon de forma similar
a la descrita anteriormente, siendo el limite de
cuantificacion (LDC) la concentracién més baja.
A continuacién, se prepararon otras dos series
de soluciones madre independientes siguiendo el
mismo protocolo. También se realizé una curva
de calibracion no bioldgica para la determinacion
de recuperacion absoluta.

Procedimiento de extraccion para muestras de
plasma

Se colocé una alicuota de Iml de una muestra
de plasma de rata en un tubo de cristal con tapén
de rosca. Se afiadieron 40ul de una solucién de
trabajo estdndar interna (150 pg/ml de ofloxaci-
na) y 1 ml de solucién de hidréxido sédico 2M
y se agitdé la mezcla durante 30 segundos. Las
muestras de plasma que contenian sumatriptdn
se extrajeron a continuacién con 4ml de acetato
de etilo. La mezcla se agit6 durante 5 minutos
y se centrifugd durante 15 minutos a 10°C. El
procedimiento de extraccién con 4 ml de acetato
de etilo se repitié dos veces para cada muestra.
Se mezclaron dos extractos en un tubo de cultivo
y, a continuacion, se evaporaron a sequedad. El
residuo de la extraccién se reconstituy6 en 0,3
ml de la fase mévil y se inyectd en el sistema
HPLC.

Procedimiento de extraccion para muestras de
tejido cerebral

Se limpié el cerebro de vasos sanguineos cir-
cundantes, se lavo, se pesé y se homogeneizé en
una solucion salina de tampén fosfato (pH=74).
Se afiadieron 40ul de una solucién de trabajo
estdndar interna (150 pg/ml de ofloxacina) y
1,5 ml de solucién de hidroxido sédico 2M al
homogeneizado de cerebro y se agit6 la mezcla
durante 30 segundos. Las muestras de tejido
cerebral que contenian sumatriptdn se extrajeron
a continuacién con 4ml de acetato de etilo. La
mezcla se agité durante 5 minutos y se centrifugé
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Extraction procedure for plasma samples

A 1ml aliquot of rat plasma sample was placed
in a screw cap glass tube. A 40ul of internal
standard working solution (150 ug/ml ofloxa-
cin) and 1 ml of 2M sodium hydroxide solution
were added and the mixture was vortexed for 30
s. The plasma samples containing sumatriptan
were then extracted with 4ml ethyl acetate. The
mixture was shaken for 5 min and centrifuged
for 15 min at 10°C. Extraction procedure with
4 ml ethyl acetate was repeated twice for each
sample. Two extracts were mixed together in
a culture tube, and then evaporated to dryness.
The extraction residue was reconstituted in 0.3
ml of the mobile phase and injected into the
HPLC system.

Extraction procedure for brain samples

Brain was cleaned of surrounding blood
vessels, washed, weighed, and homogenized in
phosphate buffer saline (pH=7.4). A 40ul of
internal standard working solution (150 xg/ml
ofloxacin) and 1.5 ml of 2M sodium hydroxide
solution were added to brain homogenate and the
mixture was vortexed for 30 s. The brain sam-
ples containing sumatriptan were then extracted
with 4ml ethyl acetate. The mixture was shaken
for 5 min and centrifuged for 15 min at 10°C.
Extraction procedure with 4 ml ethyl acetate was
repeated thrice for each sample. All the three
extracts were mixed together in a culture tube,
and then evaporated to dryness. The extraction
residue was reconstituted in 0.3 ml of the mobile
phase and injected into the HPLC system.

Assay validation procedures

Analytical method was validated for speci-
ficity, robustness, absolute recovery, linearity,
sensitivity, precision and accuracy.

RESULTS AND DISCUSSION

Rapid, sensitive and novel HPLC method
for determination of sumatriptan in rat plasma
and brain samples was developed and validated.
HPLC with UV detection has never been used



durante 15 minutos a 10°C. EI procedimiento de
extraccion con 4 ml de acetato de etilo se repiti6d
tres veces para cada muestra. Se mezclaron los
tres extractos en un tubo de cultivo y, a conti-
nuacion, se evaporaron a sequedad. El residuo
de la extraccién se reconstituy6 en 0,3 ml de la
fase movil y se inyectd en el sistema HPLC.

Procedimientos de validacion del ensayo

El método analitico se validé para estudiar
la especificidad, robustez, recuperacién absoluta,
linealidad, sensibilidad, precisién y exactitud.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se desarroll6 y se validé un método HPLC
rapido, sensible y novedoso para la determinacién
del sumatriptdn en muestras de tejido cerebral y
plasma de rata. La cromatografia de liquidos de
alto rendimiento con deteccién UV nunca se ha
utilizado para la determinacién del sumatriptdn
en muestras bioldgicas. Se realizé un procedi-
miento de extraccion con este fin. Este método
es rapido, sencillo, selectivo y eficiente. También
estd adaptado a las muestras de homogeneizado
de tejido. Se prob6 el método de precipitacion
de proteinas pero la recuperacion de analitos
obtenida fue muy baja.

Se estudiaron las condiciones cromatograficas
y se obtuvo la sensibilidad y resolucién maximas
a 228nm y una velocidad de flujo de fase movil
de 1 ml/min. El tiempo de retencion del suma-
triptdn y la ofloxacina fue de 6,3 minutos y 12,75
minutos, respectivamente. El tiempo de ejecucién
total de este método fue de 25 minutos y el sistema
se preparé para la inyeccién de la siguiente muestra
sin requerir un tiempo de lavado adicional.

Especificidad

Se probaron seis lotes diferentes de homogeneizado
de cerebro sin fdrmaco y plasma de rata sin farmaco
antes de la dosificacién para garantizar que no hubiera
ninguna interferencia endégena en los tiempos de
retencién del sumatriptdn y la ofloxacina (estdndar
interno). Los cromatogramas tipicos obtenidos una vez
analizados el plasma sin aditivos, el homogeneizado
de cerebro sin aditivos y las muestras que contenian
diferentes concentraciones de sumatriptdn se ilustran
en la figura 1 y en la figura 2.
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in past for the determination of sumatriptan in
biological samples. A liquid-liquid extraction
procedure was performed for this purpose. This
method is rapid, simple, selective and efficient.
It is also adapted to tissue homogenate samples.
Protein precipitation method was tried but analyte
recovery obtained was very low.

Chromatographic conditions were studied and
maximum resolution and sensitivity of the method
was obtained at 228nm and mobile phase flow
rate of 1ml/min. Retention time of sumatriptan
and ofloxacin were 6.3 min and 12.75 min res-
pectively. The total run time of this method was
25 min, and the system was ready for the next
sample injection without the need for additional
wash time.

Specificity

Six different lots of drug free rat plasma and
drug free brain homogenate were tested before
spiking to ensure that there was no endogenous
interference at retention times of sumatriptan and
ofloxacin (internal standard). Typical chromato-
grams obtained after analysis of blank plasma,
blank brain homogenate and samples containing
different concentrations of sumatriptan are illus-
trated in Fig. 1 and Fig. 2.
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FIGURA 1. Cromatogramas representativos de una muestra de plasma a la que se afiadieron 2000 ng/ml de suma-
triptan y ofloxacina de estdndar interno (a), una muestra de homogeneizado de cerebro a la que se anadieron 3 ng/ml
de sumatriptdn y ofloxacina de estdndar interno (b) y una muestra de homogeneizado de cerebro sin aditivos (c).

FIGURE 1. Representative chromatograms of plasma sample spiked with 2000 ng/ml sumatriptan and internal stan-
dard ofloxacin (a), brain homogenate sample spiked with 3 ng/ml sumatriptan and internal standard ofloxacin (b) and
blank brain homogenate sample (c).
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FIGURA 2. Cromatogramas representativos de una muestra de homogeneizado de cerebro a la que se afiadieron 1000
ng/g de sumatriptdn y ofloxacina de estdndar interno (a), una muestra de homogeneizado de cerebro a la que afiadieron
3 ng/g de sumatriptdn y ofloxacina de estandar interno (b) y una muestra de homogeneizado de cerebro sin aditivos (c).
FIGURE 2. Representative chromatograms of brain homogenate sample spiked with 1000 ng/g sumatriptan and internal

standard ofloxacin (a), brain homogenate sample spiked with 3 ng/g sumatriptan and internal standard ofloxacin (b)

and blank brain homogenate sample (c ).
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La robustez del método HPLC se determiné
mediante el andlisis de muestras en distintas
condiciones tales como pequefios cambios en el
pH (3.4 a 3,7) y en el porcentaje de acetonitri-
lo (19%-22%) en la fase movil. Se estudié el
efecto en los pardmetros de pico y tiempo de
retencion. Se concluy6 que el método fue robusto
para toda la concentracion de la fase moévil y el
rango de pH.

Recuperacion absoluta

Se determind la recuperacién absoluta de
sumatriptdn en cuatro niveles de concentracion

The robustness of the HPLC method was de-
termined by analysis of samples under a variety
of conditions such as small changes in the pH
(3.4 to 3.7) and in the percentage of acetonitrile
(19%-22%) in mobile. The effect on retention time
and peak parameters were studied. The method
was found to be robust for the entire pH range
and concentration of mobile phase.

Absolute recovery
The absolute recovery of sumatriptan at four

concentration levels was determined by compa-
ring the peak areas measured after analysis of

Ars Pharm 2006; 47 (2): 199-210.
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mediante la comparacién de las dreas de pico
medidas, una vez analizadas las muestras de
homogeneizado de cerebro y las muestras de
plasma afiadidas segin el procedimiento, con
las encontradas tras inyeccion directa en el sis-
tema cromatografico de muestras no bioldgicas
en los mismos niveles de concentracion. Como
se muestra en la tabla 1, las recuperaciones de
analitos se aproximaron al 100% y la eficiencia
en la extraccion oscilé satisfactoriamente entre el
93,4% y el 104,6% para las muestras de plasma y
entre el 89,5% y el 106% para el homogeneizado
de cerebro. La recuperacion de estdndar interno
fue del 95,2% (% DER = 32).

MAIJITHIYA RJ, MAJITHIYA JB, UMRETHIA ML, GHOSH PK, MURTHY RSR

spiked plasma samples and brain homogenate
samples according to the procedure with those
found after direct injection into the chromato-
graphic system of non-biological samples at the
same concentration levels. As shown in Table 1,
the analyte recoveries were close to 100% and
the extraction efficiency satisfactorily ranged
from 93.4% to 104.6% for plasma samples and
89.5% to 106% for brain homogenate. Recovery
of internal standard was found to be 95.2% (%
R.SD = 3.2).

TABLA 1. Recuperacion absoluta del sumatriptdn.
TABLE 1. Absolute recovery of sumatriptan

Concentracion Recuperacion
Concentration Absolute Recovery (n=3)
Plasma Tejido
Plasma Brain
(ng/ml) (ng/g) Media (%) DER (%)* Media DER (%)*
(ng/ml) (ng/g) Mean (%) RSD (%)° Mean (%) RSD (%)°
3 104.6 6.0 106.0 6.6
10 934 50 89.5 6.8
500 95.0 59 96.5 6.6
1000 97.5 3.6 953 7.7

2 DER (desviacion estandar/concentraciéon media)*100

2 RSD (standard deviation/mean concentration)*100

Linealidad

La linealidad de un método analitico es su
capacidad, dentro de un rango definido, de
obtener resultados directamente proporcionales
a las concentraciones (cantidades) del analito
en la muestra'*". Las curvas de calibracion se
crearon mediante la representacién del farmaco
en proporciones de drea pico del estdndar interno
frente a las correspondientes concentraciones del
farmaco de muestra estdndar en ng/ml o ng/g.
Las concentraciones de muestras desconocidas y
muestras de validacion se obtuvieron utilizando la
regresion lineal de las curvas de calibracion. Se
establecieron las curvas de calibracién en el rango
3-2000 ng/ml para las muestras de plasma y en
el rango 3-1000 ng/g para el homogeneizado de
cerebro. El coeficiente de correlacion de 0,9998
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Linearity

The linearity of an analytical method is its
ability within a definite range to obtain resul-
ts directly proportional to the concentrations
(quantities) of the analyte in the sample.'*'> The
calibration curves were built by plotting the drug
to internal standard peak area ratios versus the
corresponding standard sample concentrations of
the drug in ng/ml or ng/g. The concentrations
for unknown samples and validation samples
were obtained by using linear regression of the
calibration curves. Calibration curves were esta-
blished over the range of 3-2000 ng/ml for plasma
samples and 3-1000 ng/g for brain homogenate.
Correlation coefficient of 0.9998 (plasma) and
0.9994 (brain homogenate) indicates that the
system is linear over this range.
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(plasma) y 0,9994 (homogeneizado de cerebro)
indica que el sistema es lineal en este rango.

Sensibilidad

El limite de deteccién (LDD) fue de Ing/mly
el limite de cuantificacién (LDC) fue de 3ng/ml,
determinados segin la proporcién de sefial/ruido
de 3:1 y 10:1, respectivamente.

Precision

La precision del método bioanalitico se estim6
mediante la medicién de la replicabilidad y la
precisiéon intermedia en los mismos niveles de
concentracién mencionados anteriormente. La
precisiéon también se estudié utilizando mues-
tras de plasma y tejido cerebral afiadidas en
cuatro niveles de concentraciéon. Cada una de
las muestras se replic6 (n = 3) y se analiz6 en
3 dias consecutivos. Seguidamente, se calcul6 la
media de cada conjunto de concentraciones y la
desviacion porcentual de las muestras de control
de calidad. La desviacién estandar relativa (DER)
se calculd a partir de las concentraciones esti-
madas'*!*, Los valores de DER para la precision
interensayo e intraensayo se muestran en la tabla
2. Los valores de DER fueron todos inferiores
al 9,1%, lo que se encuentra bastante por debajo
del limite de aceptacién del 15%, ilustrando la
excelente precisiéon del método propuesto.

Sensitivity

The detection limit (LOD) was 1ng/ml and
the quantification limit (LOQ) was 3ng/ml de-
terminated according to the signal/noise ratio 3:1
and 10:1 respectively.

Precision

The precision of the bioanalytical method
was estimated by measuring repeatability and
intermediate precision at the same concentration
levels as those mentioned above. Precision was
also studied using plasma and brain samples
spiked at four concentration levels. Each of the
samples was replicated (n = 3) and analyzed on
3 consecutive days. Subsequently, the mean of
each set of the concentrations and the percent
deviation of the quality control samples were cal-
culated. Relative standard deviation (R.S.D.) was
calculated from the estimated concentrations.'*!?
The R.S.D. values for inter assay and intra assay
precision are presented in Table 2. R.S.D. values
were all lower than 9.1% which is well below
the acceptance limit of 15%, illustrating the very
good precision of the proposed method.
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TABLA 2. Exactitud y precision interensayo e intraensayo de las muestras de validacion de tejido cerebral y plasma (n=3).
TABLE 2. Inter-assay and intra-assay precision and accuracy of plasma and brain validation samples (n=3).

Concentracion Plasma Tejido
afladida Concentracion ER (%)* DER (%)° Concentracion ER (%)* DER (%)°
(ng/ml) (ng/g) encontrada (ng/ml) encontrada (ng/g)
Concentration Plasma Brain
added Concentration RE (%)* RSD (%)" Concentration RE (%)* RSD (%)"
(ng/ml) (ng/g) Sfound (ng/ml) found (ng/g)
Interdia
Inter day
3 29 -19 2,7 29 -2.8 0.2
10 9,5 -50 53 9.8 2.2 6,2
500 4885 23 6,9 497 4 -0.5 9.0
1000 10253 25 1.8 9800 20 19
Intradia
Intra-day
3 94 -6,7 43 3.1 29 7.5
10 94 -5,7 64 10,7 73 6.8
500 4814 -3.7 9,1 4900 -20 7.0
1000 9834 -1,7 4,1 1005.,6 0,6 54

* ER (concentracién media-concentracion nominal)/concentracién nominal x 100

® DER (desviacién estandar/concentracién media) x 100

“ R.E. (mean concentration-nominal concentration)/nominal concentration x 100

¥ RSD (standard deviation/mean concentration) x 100

Exactitud

La exactitud se expresé como margen de
error porcentual o como error relativo porcen-
tual (diferencia con respecto a la concentracién
afladida) y tiene en cuenta el error total (por
ejemplo, errores aleatorios y sistemdticos, rela-
cionados con el resultado de la prueba)'*!. Los
limites de tolerancia para muestras interensayo o
intraensayo se muestran en la Tabla 2 como una
funcién de las concentraciones introducidas. Como
se puede apreciar a partir de los resultados, el
método propuesto fue exacto, ya que los limites
de tolerancia diferentes del margen de error se
situaron por debajo del 7,3% y no excedieron
los limites de aceptacion (£15%)'*!7 en todos los
niveles de concentracién comprobados, incluido
el mds bajo (3 ng/ml o ng/g).
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Accuracy

The accuracy is expressed as %bias or %
relative error (difference from added concentra-
tion) and it takes into account the total error,
i.e. systematic and random errors, related to the
test result.'*!* The tolerance limits for inter-assay
and intra-assay samples are presented in Table 2
as a function of the introduced concentrations.
As can be seen from the results, the proposed
method was accurate, since the different toleran-
ce limits of the bias were below 7.3% and did
not exceed the acceptance limits (£15%)'!" for
all the concentration levels tested including the
lowest one (3 ng/ml or ng/g).
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Estabilidad

Se evalud la estabilidad del sumatriptdn en
diferentes condiciones. Los criterios de aceptacion
de todas las pruebas de estabilidad se situaron
en £15% del valor nominal. Se evalué la esta-
bilidad del sumatriptdn extraido y el estdndar
interno en la fase movil (estabilidad de muestras
procesadas) y los resultados mostraron que las
muestras procesadas permanecieron estables a 4
+ 2°C durante al menos 72 horas. Se evalué la
estabilidad de muestras procesadas mediante la
comparacion de las muestras de plasma extraidas
que se inyectaron inmediatamente (tiempo 0) con
las muestras que se inyectaron 72 horas después
de su almacenamiento en el refrigerador a 4 +
2°C. La evaluacién se basé en concentraciones
calculadas a la inversa.

CONCLUSION

Se desarroll6 y validé un método de cromato-
grafia de liquidos de alto rendimiento preciso y
exacto para la determinacion del sumatriptan en
muestras de homogeneizado de cerebro y plasma
de rata utilizando la técnica de deteccién UV.
Este método proporciona un método de detec-
cion alternativo para el andlisis del sumatriptdn
en muestras de plasma y un método novedoso
para la determinacién del sumatriptdn en mues-
tras de homogeneizado de cerebro. Este método
es sensible, rapido, sencillo, facil de realizar y
de bajo coste, y presenta una excelente repro-
ducibilidad.
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Stability

The stability of sumatriptan under different
conditions was evaluated. The acceptance criteria’s
for all stability tests were at £15% of the nominal
value. The stability of extracted sumatriptan and
the internal standard in mobile phase (processed
sample stability) was evaluated and the results
showed that processed samples are stable at 4
+ 2°C for at least 72 h. The processed sample
stability was evaluated by comparing the extracted
plasma samples that were injected immediately
(time 0) with the samples that were injected
72 h after storing in the refrigerator at 4 + 2
°C. Evaluation was based on back-calculated
concentrations.

CONCLUSION

An accurate and precise high performance
liquid chromatography method for the determi-
nation of sumatriptan in rat plasma and brain
homogenate samples using UV detection was
developed and validated. This method gives an
alternative detection method for the analysis of
sumatriptan in plasma samples and novel method
for the determination of sumatriptan in brain
homogenate samples. This method is inexpensi-
ve, easy to run, simple, rapid and sensitive with
excellent reproducibility.
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