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RESUMEN

La flutamida es un antiandr6geno ampliamente utilizado en el tratamiento del cdncer de préstata que
afecta al nivel de antigeno especifico de la préstata (PSA) en sangre, lo que requiere que sea estable
en la sangre durante el suficiente tiempo. Se ha desarrollado una nueva forma de dosificacién farma-
céutica, los liposomas, para mejorar la eficacia de este farmaco. El objeto de este estudio es desarrollar
un método HPLC UV para la determinacién de la FLT en los liposomas, en el plasma de sangre de rata
y en distintas formas de dosificacién en comprimidos comercializadas. Los pasos de preparacién de
muestras requieren menos tiempo. El estdndar interno (IS) para el procedimiento de ensayo fue la 6-
mercaptopurina. Las muestras se inyectaron en la columna de la fase inversa (Thermosil® C,). La fase
mévil, metanol: agua (80:20, v/v), se llevo a cabo con una velocidad de flujo de 1 ml/min. durante 8
min. La FLT se detect6 mediante un detector de UV con una longitud de onda de 295 nm. Los tiempos
de retencién del IS y la FLT fueron de 3,03 y 4,02 min. respectivamente. E1 método fue lineal en el
rango de concentracién de 20-1000 ng/ml y 50-1000 pxg/ml en la fase mévil y en el plasma de sangre
de rata respectivamente. Se validé la exactitud, precisién, robustez y recuperacién del método. El limite
de deteccién fue de 0,099 pg/ml y de 0,106 pg/ml en la fase mévil y en el plasma de sangre de rata
respectivamente. El método demostr6 ser muy reproducible y parece ser adecuado para el control
rutinario de firmaco terapéutico. Se podria utilizar sin ninguna interferencia por parte de lipidos,
excipientes de comprimidos y sustancias endégenas de las muestras de plasma.

PALABRAS CLAVE: Flutamida. Cromatografia liquida de alto rendimiento de fase inversa.

ABSTRACT

Flutamide is an anti-androgen widely used in treatment of prostate cancer by affecting Prostate Specific
Antigen (PSA) level in blood, which requires its stability in blood for enough time. A new pharmaceutical
dosage form, liposomes, has been developed for improving efficacy of this drug. The aim of this study
is to develop HPLC UV method for the determination of FLT in liposomes, rat blood plasma and
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different marketed tablet dosage forms. The method involved less time-consuming sample preparation
steps. The internal standard (IS) for the assay procedure was 6-Mercaptopurine. The samples were
injected on to reverse-phase (Thermosil® C,) column. The mobile phase, Methanol: Water (80:20, v/v)
was run at a flow rate of 1 ml/min for 8 min. The FLT was detected by UV detector at 295 nm
wavelength. The retention times for IS and FLT were 3.03 and 4.02 min, respectively. The method was
linear over the concentration range 20-1000 ng/ml and 50-1000 xg/ml in mobile phase and rat blood
plasma, respectively. The method was validated for accuracy, precision, robustness and recovery. The
limit of detection was 0.099ug/ml and 0.106xg/ml in mobile phase and rat blood plasma, respectively.
The method was shown to be highly reproducible and it seems to be adequate for routine therapeutic
drug monitoring. It could be used without any interference from lipids, tablet excipients and endogenous

substances from the plasma samples.

KEY WORDS: Flutamide. Reverse-Phase High Performance Liquid Chromatography.

INTRODUCCION

La flutamida (FLT) (3-trifluorometilo-4-ni-
tro metilo propionilanilida) es un antiandré-
geno puro no esteroideo indicado para el cuidado
paliativo del cincer de préstata avanzado. Actia
inhibiendo la absorcién y/o la fijacién de la
di-hidro testosterona al receptor de la célula
de destino, interfiriendo de esta forma con la
accion andrégena!. Después de su administra-
cién oral en humanos, la FLT se absorbe bien
en forma oral y se metaboliza rdpidamente.
Se han identificado seis metabolitos en plas-
ma, incluyendo la 2-hidroxiflutamida, el me-
tabolito principal®. Se revisaron la farmacoci-
nética y farmacodindmica de la FLT **. La
vida media de la FLT en plasma es de 5 horas
en humanos. Tiene una fijacién proteica su-
perior al 90% y se excreta principalmente por
los rifiones®. Sus caracteristicas farmacociné-
ticas y de dosificacién (normalmente tres dosis
al dia de 250 mg cada una)® hacen de este
farmaco un candidato adecuado para el dise-
flo de sistemas de liberacién controlada. La
FLT actia de forma especifica sobre los PSA
(antigenos especificos de la prdstata) presen-
tes en la sangre. En este contexto, hemos
desarrollado nuevos liposomas de FLT que
pueden poder controlar la liberacién del far-
maco en la sangre durante un tiempo prolon-
gado y reducir la frecuencia y cantidad total
de las dosis. Los métodos de HPLC son ttiles
para la determinacién de farmaco en forma
de dosificacién farmacéutica y muestras bio-
l6gicas. Se han realizado diversos estudios ana-
liticos para determinar el contenido en farma-
co de los productos farmacéuticos. La FLT y
sus metabolitos hidroxilados se han determi-
nado mediante cromatografia de liquidos de
alto rendimiento. Las impurezas contenidas en
las muestras de FLT se han determinado me-
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INTRODUCTION

Flutamide (FLT) (3-trifluoromethyl-4-nitro
methyl propionylanilide) is a non-steroidal pure
anti-androgen indicated for palliation of ad-
vanced prostate cancer. It acts by inhibiting
the uptake and/or binding of di-hydro testos-
terone to the target cell receptor, thus interfe-
ring with androgen action'. After human oral
administration FLT is well absorbed orally and
quickly metabolized. Six plasma metabolites
have been identified including 2-hydroxyflu-
tamide the major metabolite’. The pharmaco-
kinetics and pharmacodynamics of FLT are
reviewed® *. The plasma half-life of FLT is 5
hr in humans. It has more than 90% protein
binding and mainly excreted by kidneys’®. Its
pharmacokinetics and dosage characteristics
(usually three doses per day of 250 mg each)®
make it suitable candidate for design of con-
trolled release delivery systems. FLT specifi-
cally acts on PSA (prostate specific antigens)
present in blood. In this context, we have
developed new FLT liposomes which may be
able to control drug release in blood for pro-
long time, reduce the total amount of dose as
well as a frequency of dose. The HPLC me-
thods are useful in determination of drug in
pharmaceutical dosage form and biological
samples. A number of different analytical stu-
dies have been done to determine drug con-
tent in drug products. FLT and its hydroxyla-
ted metabolites have been determined by high
performance liquid chromatography. Its im-
purities contained in samples of FLT have been
determined by sobrepresurized liquid chroma-
tography and evaluated by densitometry at 237
nm. The chromatographic determination of FL'T
in presence of its hydrolyzed product (4-ni-
tro-3-trifluoro methyl aniline) also has been
described. Related to the determination of FLT
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diante cromatografia de liquidos sobrepresu-
rizada y se han evaluado mediante densito-
metria a 237 nm. La determinacién cromato-
grafica de la FLT en presencia de su producto
hidrolizado (4-nitro-3-trifluoro metilo anilina)
también se ha descrito. En relacién a la deter-
minacién de FLT en formas farmacéuticas se
ha publicado un método cromatogrifico de
gas’. El estudio de estabilidad de la FLT en
estado so6lido y en soluciéon acuosa también
se realiz6 por el método HPLCB. Estos proce-
dimientos presentaron tiempos de retencion
largos, no permiten obtener resultados con
rapidez, requieren un mayor uso de disolven-
tes caros, utilizan modificadores organicos
como trietilamina y 4cido acético glacial en la
composicién de la fase movil y para el man-
tenimiento del pH®, lo que puede ocasionar la
precipitacién de los lipidos presentes en los
liposomas que finalmente limitan la vida de la
columna. En la literatura s6lo se ha descrito
un método de deteccion HPLC UV para la
determinacién de la FLT a partir de la forma
farmacéutica de dosificacion!®. Este procedi-
miento publicado tiene un elevado limite de
determinacién y datos de rango de linealidad.
El objetivo del presente estudio es desarrollar
un método de deteccion HPLC UV de fase
inversa sensible, preciso, selectivo, especifi-
co, reproducible, completamente validado, facil
de realizar y con una rutina de bajo coste,
para la determinacién de la FLT en material
en bruto, plasma de rata, liposomas y distin-
tas formas de dosificacion en comprimidos
comercializadas sin necesidad de dedicar mucho
tiempo a los pasos de preparacion de mues-
tras y sin ninguna interferencia de sustancias
endégenas de las muestras de plasma para
andlisis rutinarios.

PARTE EXPERIMENTAL

Productos quimicos y reactivos

La muestra de flutamida fue amablemente
proporcionada gratuitamente por Coral Drugs
Pvt. Ltd., Nueva Delhi; India. La fosfotidilco-
lina (PC) y el colesterol (CHOL) se adquirie-
ron a Sigma Chemical Co., St. Louis, M.O.; el
metanol y el agua de grado HPLC se adqui-
rieron a Spectrochem Pvt. Ltd. Ambos disol-

in pharmaceutical forms a gas chromatogra-
phic method has been reported’. The stability
study of FLT in solid state and in aqueous
solution was also studied by HPLC method?®.
These procedures were shown long retention
time, do not give results rapidly, more use of
expensive solvents, use of organic modifiers
viz. tri ethylamine and glacial acetic acid in
the mobile phase composition and maintenance
of pH®, which can leads to the precipitation of
lipids present in liposomes which finally limit
column life. Only one HPLC UV detection
method has been described in the literature
for determination of FLT from pharmaceuti-
cal dosage form'". This reported procedure has
high determination limit and linearity range
data. The objective of the present study is to
develop sensitive, precise, selective, specific,
reproducible, fully validated, easy to perform
and low cost routine reverse phase HPLC UV
detection method for determination of FLT in
raw material, rat plasma, liposomes and diffe-
rent marketed tablet dosage forms without any
time consuming sample preparation steps and
any interferences form endogenous substan-
ces from plasma samples for routine analysis.

EXPERIMENTAL
Chemicals and reagents

Flutamide was kindly supplied as a gift
sample by Coral Drugs Pvt. Ltd., New Delhi;
India. Phosphotidylcholine (PC) and Choles-
terol (CHOL) were purchased from Sigma
Chemical Co., St. Louis, M.O.; HPLC grade
Methanol and Water were purchased from
Spectrochem Pvt. Ltd. Both solvents were then
combined and filtered (0.45 ym HA membra-
ne filter, Millipore, Ireland) to prepare the
mobile phase.

Apparatus

The instrument was equipped with Rheo-
dyne Isocratic pump (Model-LC-10 Avp, Shi-
madzu Corp., Kyoto, Japan) and diode-array
detector (Model-SPD Avp, Shimadzu Corp.,
Kyoto, Japan) set at a wavelength of 295 nm
M-
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ventes se mezclaron y filtraron (filtro de mem-
brana de 0,45 ym HA, Millipore, Irlanda) para
preparar la fase movil.

Instrumental

El instrumental se equipd con una bomba
isocrdtica de reodina (modelo LC-10 Avp,
Shimadzu Corp., Kyoto, Japén) y un detector
de matriz de diodos (modelo SPD Avp, Shi-
madzu Corp., Kyoto, Jap6én) ajustado a una
longitud de onda de 295 nm (A_,).

Condiciones cromatogrdficas

La cromatografia de las muestras se realiz6
en una columna de C  Thermo Hypersil® de
la fase inversa (250 x 4.6 mm i.d., tamafio de
particula 5 ym) (Thermo electron company,
Bellefonte, América del Norte) precedida por
una columna de guardia (40 x 4 mm) del mismo
material. La fase mévil, metanol y agua (80:20,
v/v), se filtré a través de un filtro de 0,45 ym
Millipore y se desgasificé en vacio antes de
su utilizaciéon. Se bombed con un flujo de 1
ml /min. La columna se termostatizé a tempe-
ratura ambiente. El tiempo de ejecucién fue
de 8 min. en estas condiciones experimenta-
les, con un volumen de inyecciéon de 20 il.
Como estandar interno (IS) se utilizé 6-mer-
captopurina.

Preparacion de estdndares

Se preparé una solucién madre de FLT (2
mg/ml) mediante la disolucién de 20 mg en
10 ml de fase mévil en un matraz volumétri-
co de 10 ml. Se prepar6 una segunda solu-
cién madre disolviendo cuatro veces la diso-
lucién primera en la fase mdvil para obtener
una concentraciéon de 500 pg/ml. A partir de
la segunda solucién madre se prepararon Sso-
luciones estdndar de trabajo en fase movil. El
rango de concentraciéon de FLT de las mues-
tras de curva estidndar estaba entre 20 y 1000
ng/ml. Por otra parte, se disolvieron 5 mg de
IS en 10 ml de fase mdvil para obtener una
solucién madre de 500 pg/ml. Para preparar
las muestras de curva estdndar se afiadieron
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Chromatographic conditions

The samples were chromatographed on
reverse phase C,, Thermo Hypersil® (250 x
4.6 mm i.d., 5 ym particle size) column (Thermo
electron company, Bellefonte, North Ameri-
ca) preceded by a guard column (40 x 4 mm)
of the same material. The mobile phase, me-
thanol and water (80:20, v/v), was filtered
through 0.45-yum Millipore filter and degas-
sed under vacuum before use. It was pumped
at a flow rate of 1 ml /min. The column was
thermostated at an ambient temperature. The
run time was 8 min under these experimental
conditions with an injection volume of 20 il.
6-Mercaptopurine was used as an internal stan-
dard (IS).

Preparation of standards

A stock solution of FLT (2 mg/ml) was
prepared by dissolving 20 mg in 10 ml of
mobile phase in 10 ml volumetric flask. A
second stock solution was also prepared by
diluting the first stock solution in mobile pha-
se four times to yield the concentration of
500ug/ml. Working-standard solutions were
prepared in mobile phase from the second stock
solution. The concentration range of FLT for
the standard curve samples was between 20
and 1000 ng/ml. On the other hand, 5 mg of
IS was dissolved in 10 ml of mobile phase to
obtain a stock solution of 500 ug/ml. Stan-
dard curve samples were prepared by adding
0.3 ml of the IS to working standard solutions
of FLT and volume was make up to 5 ml
using mobile phase. The calibration curve for
HPLC analysis was constructed by plotting the
ratio of peak area of drug to that of IS against
the drug concentration. Unknown concentra-
tion computed from the linear regression equa-
tion of the peak area ratio against concentra-
tion of FLT.

Sample preparation

The FLT loaded liposomes were prepared
by thin film hydration method!!. Nine batches
of FLT liposomes were prepared using rotary
vacuum evaporator (Superfit, Rotovap). Drug,
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0,3 ml de la solucién de estandar interno (IS)
a las soluciones estindar de trabajo de FLT, y
se completé el volumen hasta 5 ml con fase
movil. La curva de calibracién del andlisis
HPLC se construy6 trazando la proporcién de
drea pico del fairmaco en comparacién con la
de IS en relacién a la concentracion de farma-
co. Se calculé la concentracién desconocida a
partir de la ecuacién de regresion lineal de la
proporcién del drea pico en relaciéon a la con-
centraciéon de FLT.

Separacion de muestras

Los liposomas cargados de FLT se prepa-
raron mediante el método de hidratacién de
pelicula delgada''. Se prepararon nueve lotes
de liposomas FLT mediante un evaporador
rotativo de vacio (Superfit, Rotovap). Se pe-
saron con exactitud el farmaco, la fosfotidil-
colina (PC) y el colesterol (CHOL), y se di-
solvieron en fase orgdnica en un matraz de
base redonda. Este matraz se conecté al eva-
porador rotativo y se giré6 a un nimero defi-
nido de r.p.m. a 37 °C en vacio (250 mmHg)
hasta que se deposité una pelicula delgada y
uniforme en el matraz. Se hidraté la pelicula
afladiendo fase acuosa al matraz y girdndolo
a las mismas r.p.m. y a la misma temperatura
durante 20 min. o hasta que la pelicula lipidi-
ca se hubo dispersado por completo. De cada
uno de los lotes preparados se extrajo una
cantidad definida de dispersién liposémica y
se sometié a centrifugacién en una centrifu-
gadora de laboratorio (Sigma, 3K30) a 15.000
r.p.m. durante 15 min. a una temperatura de
0 °C después de mezclarla con 50 pl de solu-
ciéon de protamina (10 mg/ml)'? mediante una
micropipeta. Se separaron el sobrenadante y
el sedimento y la cantidad de FLT se determi-
n6é mediante la inyeccién de 20 ul de alicuo-
tas diluidos adecuadamente con fase movil en
el sistema HPLC.

Procedimientos de validacion
La exactitud del ensayo se definié como el

porcentaje del acuerdo entre el valor medido
y el valor real de la forma siguiente!:

PC, and CHOL were accurately weighed and
dissolved in organic phase in round bottom
flask (RBF). The RBF was attached to the rotary
evaporator and rotated at definite RPM at 37°C
under vacuum (250 mmHg) until uniform film
was deposited in the flask. The film was hydra-
ted by adding an aqueous phase in the flask
and rotated at the same RPM and temperature
for 20 min or until lipid film had completely
dispersed. From each prepared batch, a defi-
nite amount of liposomal dispersion was taken
and subjected to centrifugation on laboratory
centrifuge (Sigma, 3K30) at 15, 000 RPM for
15 min at 0°C after mixing with 50 pl prota-
mine solution (10 mg/ml)'* using micropipet-
te. The clear supernatant and sediment were
separated and the amount of FLT was deter-
mined by injecting 20 ul of appropriately
diluted aliquots with mobile phase in to the
HPLC system.

Validation procedures
Accuracy of the assay was defined as the

percentage of the agreement between the
measured value and the true value as follows':

Accuracy = True value - Measured value x 100

True value (Equation 1)

Accuracy values in intra-day and inter day
variation studied at low, medium and high FLT
concentrations. In this work, precision of the
method was tested on both the inter-day and
intra-day reproducibility in the assay. Intra-
day variability of the assay method was deter-
mined by repeated analysis of three quality
control samples at low, medium and high
concentrations on the same day. Similarly, Inter-
day variability was determined by repeated
analysis of three quality control samples at
low, medium and high concentrations on three
different days. The quality control samples were
prepared as a single batch on the same day at
each concentration, and then divided into ali-
quots that were stored at 2-8°C until analy-
sis'?. For the robustness study, different analy-
tical columns (Thermosil® ODS and Spherisorb®
C,,) and guard columns were used. Effect of
temperature of the column, the change in
percentage of methanol in mobile phase and
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exactitud = valor real - valor medido x 100

valor real (ecuacién 1)

Los valores de exactitud en la variacion
intradia e interdia estudiada a concentracio-
nes bajas, medias y altas de FLT. En este tra-
bajo, la precisién del método se comprobd
tanto en cuanto a la reproducibilidad del en-
sayo intradia como interdia. La variabilidad
intradia del método de ensayo se determind
mediante el andlisis repetido de tres muestras
de control de calidad a concentraciones bajas,
medias y altas en el mismo dia. De forma
similar, la variabilidad interdia se determind
mediante el andlisis repetido de tres muestras
de control de calidad a concentraciones bajas,
medias y altas en tres dias diferentes. Las
muestras de control de calidad se prepararon
como un unico lote en el mismo dia con cada
concentracion y, a continuacién, se dividie-
ron en alicuotas que se almacenaron a 2-8 °C
hasta el andlisis'’. Para el estudio de robustez
se utilizaron diversas columnas analiticas (Ther-
mosil® ODS y Spherisorb® C ) y de guardia.
También se estudiaron los efectos de la tem-
peratura de la columna, el cambio en el por-
centaje de metanol en la fase mévil y la va-
riacion de la velocidad de flujo'®. Los estudios
de recuperacion de FLT por adicién en plas-
ma de rata y en formas de dosificaciéon en
comprimidos se realizaron afiadiendo la can-
tidad conocida de fiarmaco puro a muestras
previamente analizadas de comprimidos y
plasma de rata. El porcentaje de recuperacién
se calculé mediante la comparacién de la
concentracién obtenida en muestras por adi-
cién con la concentracién real afiadida. La
recuperacion se calculé tras repetir cinco ex-
perimentos.

Aplicacion del método
Determinacién de FLT en liposomas

Se prepararon distintos lotes de liposomas
con FLT para determinar el efecto de la frac-
cién molar de farmaco:lipido y la fraccién molar
de PC:CHOL en el % de eficiencia de captura
(% EC) de los liposomas cargados con FLT.
El porcentaje de EC se calculé como sigue:'
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variation in the flow-rate were also studied".
Recovery studies of FLT in spiked rat plasma
and tablet dosage forms were performed by
adding the known amount of pure drug to
pre-analyzed samples of tablets and rat plas-
ma. The percentage recovery was calculated
by comparing the concentration obtained from
spiked samples with actual added concentra-
tion. After five repeated experiments the re-
covery was calculated.

Application of the method
Determination of FLT in liposomes

Different batches of FLT liposomes were
prepared to determine the effect of drug: lipid
molar ratio and the PC: CHOL molar ratio on
% entrapment efficiency (% EE) of FLT loaded
liposomes. The % EE was calculated as follo-
ws: !

% EE = Amount of FLT in Sediment x 100
Total Amount of FLT added in sample

(Equation 2)
Determination o f FLT in rat plasma samples

Drug free plasma samples, obtained from
rats, were stored frozen until assay. Thawed
plasma samples of 1 ml were spiked with 2
mg/ml of FLT (dissolved in mobile phase) and
3 ml methanol (for denaturation and precipi-
tation of plasma proteins). The tubes were tightly
capped, vortexed for 10 min and centrifuged
for 10 min at 5000 g. The upper layer was
transferred in to clean tube. The different
concentrations of FLT solutions were prepa-
red in the range of 50-1000 ng/ml. The con-
centration of IS was maintained at constant
level of 30 ug/ml. These plasma samples of
20 ul were injected and standard curve was
constructed for FLT in plasma using the ratio
of observed peak area for FLT and IS. Unk-
nown concentrations were computed from li-
near regression equation of the peak area ra-
tio against the concentration of FLT.



UN NUEVO METODO DE CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTO RENDIMIENTO Y DE FASE INVERSA.... 115
A NEW REVERSE-PHASE HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHIC METHOD FOR DETERMINATION...

% EC = cantidad de FLT en sedimento x 100
cantidad total de FLT afiadido en la muestra

(Ecuacién 2)

Determinaciéon de FLT en muestras de plasma
de rata

Las muestras de plasma libre de farmaco
obtenidas de las ratas se conservaron conge-
ladas hasta la realizacion del ensayo. Se afia-
dieron 2 mg/ml de FLT (disuelto en fase movil)
y 3 ml de metanol (para la desnaturalizacién
y precipitaciéon de las proteinas plasmaticas) a
muestras de plasma descongeladas de 1 ml.
Los tubos se taparon con fuerza, se agitaron
durante 10 min. y se centrifugaron durante 10
min. a 5000 g. La capa superior se transfirid
a un tubo limpio. Las distintas concentracio-
nes de soluciones de FLT se prepararon en un
rango de 50-1000 ng/ml. La concentracién de
IS se mantuvo a un nivel constante de 30 pg/
ml. Se inyectaron estas muestras de plasma
de 20 pl y se construyd la curva estidndar de
FLT en plasma utilizando la proporcién del
drea pico observada de FLT e IS. Se calcula-
ron las concentraciones desconocidas a partir
de la ecuacién de regresién lineal de la pro-
porcién del area pico en relacién a la concen-
tracion de FLT.

Determinacién de FLT en formas de dosifica-
cién comerciales en comprimidos

Se pesaron con exactitud diez comprimi-
dos y se molieron hasta obtener un polvo fino.
Se tomaron cinco cantidades de este polvo
pesadas con exactitud equivalentes a 10 mg
de FLT, se colocaron en matrices diferentes
de 10 ml y se diluyeron con fase moévil, se
sonicaron durante 10 min. y se completaron
hasta volumen con la misma solucion. Esta
solucién se centrifugé y se prepararon las
soluciones adecuadas extrayendo los alicuo-
tas adecuados del sobrenadante transparente
y afiadiendo el volumen constante de solu-
cion IS, diluyéndolas con fase movil para
obtener una solucién final. Las muestras di-
luidas de 20 pl se inyectaron en la columna
para el andlisis HPLC. Se calculé la cantidad
de FLT por comprimido.

Determination of FLT in commercial tablet
dosage forms

Ten tablets were accurately weighed and
crushed to a fine powder. Five accurately
weighed quantity of this powder equivalent to
10 mg of FLT were taken in different 10 ml
flasks and diluted with mobile phase, sonica-
ted for 10 min and then completed to volume
with the same solution. This solution was
centrifuged and appropriate solutions were
prepared by taking suitable aliquots of clear
supernatant and adding the constant volume
of IS solution, diluting them with mobile pha-
se in order to obtain a final solution. 20 ul of
diluted samples was injected to column for
HPLC analysis. The amount of FLT per ta-
blets was calculated.

RESULTS AND DISCUSSION

In this study the conditions were influen-
ced by physicochemical properties of FLT like
solubility, UV absorption and interference from
the endogenous substances. The most impor-
tant target was, therefore, to exclude interfe-
rence between endogenous substances in bio-
logical samples and FLT.

HPLC method development

For HPLC method, precision and accuracy
can often be enhanced by the use of an appro-
priate internal standard, which also serves to
correct for fluctuations in the detector respon-
se. The IS should be different compound from
the analyte but one that is well resolved in the
separation. The chemical structure of 6-MP is
not similar to FLT. However, it was chosen as
the internal standard because it not only gave
the best peak shape but also gave better reso-
lution and shorter retention time compared to
other internal standards in mobile phase and
rat plasma. Various mobile phase systems were
prepared and used to get an appropriate chro-
matographic separation, but the proposed
mobile phase consisting methanol: water (80:20,
v/v) gave better resolution and sensitivity of
FLT and IS. The optimum wavelength for
detection was 295 nm at which much better
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RESULTADOS Y DISCUSION

En este estudio, las condiciones estuvieron
influenciadas por propiedades fisico-quimicas
de la FLT como la solubilidad, la absorcion
UV y la interferencia de las sustancias endd-
genas. Por tanto, el objetivo mds importante
fue excluir la interferencia entre sustancias
endégenas en muestras bioldgicas y FLT.

Desarrollo del método HPLC

En el método HPLC, la precisiéon y la exac-
titud se pueden aumentar mediante el uso de
un estdndar interno adecuado, que también
sirve para corregir fluctuaciones en la respuesta
del detector. El IS debe ser un compuesto
distinto al analito, pero que se resuelva bien
en la separacién. La estructura quimica de la
6-MP no es similar a la de la FLT. No obstan-
te, se eligi6 como estindar interno porque no
s6lo proporcionaba la mejor forma de pico,
sino que también tenia una mejor resolucién
y un menor tiempo de retencién, en compara-
cién con otros estdndares internos en la fase
movil y el plasma de rata. Se prepararon va-
rios sistemas de fase movil, que se utilizaron
para conseguir una separacién cromadtica ade-
cuada, pero la fase movil propuesta, que con-
sistia en metanol: agua (80:20, v/v) propor-
cionaba mejor resolucién y sensibilidad de FLT
e IS. La longitud de onda 6ptima para la de-
teccion era de 295 nm, con la que se obtenia
una respuesta del detector ante la FLT mucho
mejor. La velocidad de flujo con la que se
obtenian mejores resultados, en términos de
forma de pico de sensibilidad y tiempo de
retencion para liposomas, muestras de plasma
y formas de dosificacién farmacéutica en com-
primidos, era de 1ml/min.

Caracteristicas del pico cromatografico

Segin las condiciones descritas, los tiem-
pos de retencién de la FLT fuero de aproxi-
madamente 4,02 min. y 5,1 min. para el IS y
la FLT en fase movil y plasma de rata respec-
tivamente. Los cromatogramas tipicos de plasma
de rata sin aditivos, plasma con IS, plasma
con IS y FLT, fase mdvil, fase mévil con IS
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detector response for FLT was obtained. The
flow rate was obtained as 1 ml/min with these
conditions and this mobile phase composition,
best results were obtained in terms of shape
of peak sensitivity and retention time for lipo-
somes, plasma samples and pharmaceutical
tablet dosage forms.

Characteristics of the chromatographic peak

According to the conditions described, the
retention times for FLT were about 4.02 min
and 5.1 min for IS and FLT in mobile phase
and rat plasma, respectively. Typical chroma-
tograms of blank rat plasma, plasma with IS,
plasma with IS and FLT, mobile phase, mobi-
le phase with IS and mobile phase with IS
and FLT are shown in Fig. 1.
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y fase moévil con IS y FLT se muestran en la
Fig. 1.

FIGURA 1: Cromatogramas de (a) fase mévil sin aditivos (b) fase movil con IS (30 ug/ml) (c) plasma
con IS (30 pg/ml) (d) plasma sin aditivos (e) fase moévil con IS (30 pg/ml) y FLT (2 ug/ml) y (f) plasma
con IS (30 pg/ml)) y FLT (2 ug/ml)

FIGURE 1: Chromatograms of (a) blank mobile phase (b) mobile phase with IS (30 pg/ml) (c) plasma
with IS (30 pg/ml) (d) blank plasma (e) mobile phase with IS (30 pg/ml) and FLT (2 pg/ml) and (f)
plasma with IS (30 pg/ml)) and FLT (2 pg/ml)
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Validacion
Linealidad

En las condiciones cromatogrificas descri-
tas en la seccién experimental, se observd la
relacion lineal entre los indices del drea pico
de FLT y del IS con la concentracién de FLT
en la fase movil y en las muestras de plasma
de rata como se describe en la tabla 1. La
ecuaciéon de regresion media es:

y = 0,00348 (+0,0000561)*C — 5,7E-04 (x0,000105)
para la fase mévil (ecuacion 3)
y =0,003324 (+0,0000939)*C - 3,28E-04 (+0,000111)
para el plasma de sangre de rata (ecuacién 4)

UMRETHIA ML, GHOSH PK, MAJITHIYA RJ, MURTHY RSR

Validation
Linearity

Under the chromatographic conditions des-
cribed in the experimental section, linear rela-
tionship was observed between the ratios of
the peak area of FLT to that of IS to the con-
centration of FLT in mobile phase and rat
plasma samples as described in Table 1. The
average regression equation is:

y = 0.00348 (£0.0000561)*C — 5.7E-04 (+0.000105)
for mobile phase (Equation 3)

y =0.003324 (+0.0000939)*C — 3.28E-04 (+0.000111)
for rat blood plasma (Equation 4)

TABLA 1: Datos analiticos de los gréificos de calibracién obtenidos por el método HPLC UV para la FLT

TABLE 1: Analytical data of the calibration graphs obtained by the HPLC UV method for FLT

Medio Rango de Ecuacion de calibracion® 1 Sr¢
Medjum linealidad (ug/ml) | Calibration Equation”

Linearity range

(g/mi)
Fase mévil 0.02-1 y =0.00348 (x0.0000561)*C — 5.7E- | 0.9998 1.90454
Mobile phase 04 (x0.000105) E-05
Plasma 0.05-1 y =0.003324 (+0.0000939)*C — 0.9959 9.47668

3.28E-04 (x0.000111) E-05

*Relacioén del drea pico de la FLT con la del estdndar interno, y, frente a la concentracién de FLT, C

estandares. (n=5)
*Coeficiente de correlacion.
‘Error estandar de la estimacion.

2Ratio of the peak area of the FLT to that of the internal standard, y, vs. concentration of FLT, C

(n=5)
"Correlation Co-efficient.
°Standard error of the estimate.
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El limite de deteccién D, y el limite de
cuantificaciéon Q, se alcanzaron segin la de-
finicion de TUPAC' e ICH Topic Q2B,!* uti-
lizando la pendiente (b) de la curva de cali-
bracién y la desviacién estindar, S4, de la
interceptacion (4) mediante la ecuacion siguiente:

D

L

33* S4 /b

(ecuacidon 5)

Q =10%Sa/b (ecuacioén 6)

El D, fue de 0,099 pg/ml y 0,106 pg/ml en
la fase mévil y en el plasma de sangre, y el
Q, fue de 0,3 ug/ml y 0,322 pg/ml en la fase
moévil y en plasma de sangre, respectivamen-

te.
Exactitud, precision y robustez

La precision intradia y la exactitud del
método se evaluaron mediante la FLT en la
fase movil y el andlisis de las muestras de
plasma por adicién a concentraciones bajas
(50 ng/ml), medias (100 ng/ml) y altas (500
ng/ml). Se analizaron cinco réplicas de cada
concentracién, cuyos resultados se indican en
la tabla 2. Para evaluar la precision, se calcu-
laron los valores medios y porcentuales de
RSD en cada concentraciéon. La precisién in-
tradia fue aceptable, encontrdndose los valo-
res porcentuales de RSD entre 0,2 y 1,39 %
en la fase mévil y entre 0,18 y 0,78 % en el
plasma. Ademads, la exactitud se evalué me-
diante el cdlculo del error porcentual relativo
(Er %), que se encontraba entre —0,06 y 0,42
% en la fase mévil y entre -0,51 y 0,37 en
el plasma. Los datos de precisiéon y exactitud
interdia también se determinaron mediante el
andlisis de tres lotes de muestra de plasma a
concentracién baja, alta y media en cinco dias
distintos. Los valores de % RSD y Er % inter-
dia se encontraban entre 0,26 y 1,13 % y entre
-1,16 y 1,1% en la fase mdvil, y entre 0,27 y
143 % y -2 y 0,08 % en plasma, respectiva-
mente. Los resultados también se indican en
la tabla 2. En el estudio de robustez, se utili-
zaron diferentes columnas analiticas y de guar-
dia, como se ha mencionado en la seccién
experimental, sin variaciones significativas en
los resultados cromatogréificos. Al aumentar
la temperatura de la columna a 40 °C, el tiem-
po de retencion no se modific6. Un elevado

The limit of detection D, and the limit of
quantitation Q, were attained as defined by
IUPAC" and ICH Topic Q2B,! using the slo-
pe (b) of the calibration curve and the stan-
dard deviation, S4, of the intercept (4) by the
following equation:

D

L

33* S4 /b

(Equation 5)

Q =10%Sa/b (Equation 6)

The D, was found to be 0.099ug/ml and
0.106xg/ml in mobile phase and in blood
plasma and Q, was found to be 0.3xg/ml and
0.322ug/ml in mobile phase and in blood

plasma, respectively.
Accuracy, precision and robustness

Intra-day precision and accuracy of method
were assessed by FLT in mobile phase and
analyzing spiking plasma samples at low
(50ng/ml), medium (100ng/ml) and high
(500ng/ml) concentration. Five replicate of each
concentration were analyzed and results are
given in Table 2. To evaluate precision, the
mean values and the % RSD values were
calculated for each concentration. The intra-
day precision was found to be acceptable, with
the % RSD values ranging from 0.2 to 1.39%
for mobile phase and from 0.18 to 0.78% for
plasma. Moreover, the accuracy was assessed
by calculating the relative percentage error
(Er%), which ranged from -0.06 to 0.42% for
mobile phase and from -0.51 to —0.37 for
plasma. The inter-day data for precision and
accuracy was also determined by analyzing
three sample batches of plasma at low, me-
dium and high concentration on five separate
days. The inter-day % RSD and Er % values
are ranged from 0.26 to 1.13 % and —1.16 to
1.1% for mobile phase and from 0.27 to 1.43%
and -2 to 0.08 % for plasma, respectively.
Results are also presented in Table 2. In ro-
bustness study, different analytical columns
and guard columns, as mentioned in experi-
mental section, were successfully used with
no significant variations in the chromatogra-
phy results. If the temperature of column was
increased to 40°C, the retention time were not
modified. A high percentage of methanol (5%
v/v more) in the mobile phase decreased 6-
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porcentaje de metanol (5% v/v mds) en la fase
movil disminuy6 los tiempos de retencion de
la 6-MP y la FLT (de 4,02 y 5,1 min. a 3,036
min. y 4,1 min. respectivamente) elucionando
ambos picos mas estrechamente. La variacion
en el indice de flujo dio como resultado cam-
bios en los tiempos de retencién, prolongando
el tiempo del cromatograma. No obstante,
ninglin pardmetro, ampliado a limites especi-
ficos, tuvo como resultado un efecto adverso
dramdtico en la idoneidad del sistema.

UMRETHIA ML, GHOSH PK, MAJITHIYA RJ, MURTHY RSR

MP and FLT retention times (3.036 min and
4.1 min from 4.02 and 5.1 min, respectively)
eluting both peaks more closely. Variation in
flow-rate resulted in the change in retention
times, prolonging the chromatogram time.
Nevertheless, no single parameter, extended
to specific limits, resulted in a dramatic ad-
verse effect on the system suitability.

TABLA 2: Precisién y exactitud del analisis intradia e interdia para la determinacién de FLT en fase
moévil y plasma de rata mediante HPLC

TABLE 2: Precision and accuracy of intra-day and inter-day analysis for determination of FLT in mobile
phase and rat plasma by HPLC

Concentracion
nominal
(ng/ml) Media + SD
Nominal Mean + SD RSD (%) Er (%)"
concentration
(ng/ml)
Fase Fase
Intradia (n=5) | Fase mévil Plasma moévil Plasma | mévil | Plasma
Intra-day (n=5) | Mobile phase Plasma Mobile | Plasma | Mobile| Plasma
phase phase
50 50.08 (+0.35) 49.78 (£0.39) 0.69 0.78 0.16 -0.44
100 10042 (+ 1.40) 99.63(+0.18) 1.39 0.180 042 -0.37
500 499.67 (= 1.20) 49745 (= 1.14) 0.24 0.22 -0.06 -0.51
Interdia (n=5)
Inter-day (n=5)
50 49.19 (£ 0.49) 490 (£ 0.53) 0.99 1.08 -1.62 -2
100 101.1(x1.5) 98.67(x1.42) 1.13 1.43 1.1 -1.33
500 49924 (+ 1.3) 50042 (£ 1.4) 0.26 0.27 -0.15 0.08

*Desviacion estdndar porcentual relativa = [(SD/Media)x100].
®Error porcentual relativo = [concentracién del ensayo — concentracién nominal )/ concentracién nominal] x 100.

*Percent relative standard deviation= [(SD/Mean)x100].
®Relative percentage error= [assayed concentration — nominal concentration )/ nominal concentration] x 100.
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Aplicacion del método
Aplicacién a los liposomas

El método propuesto se podria utilizar para
determinar el efecto de los pardmetros de
formulaciéon en el % EC de FLT en los lipo-
somas. El % EC se calcul6 mediante la ecua-
cién (2). Estos pardmetros se trazaron como
la fraccién molar de farmaco: lipido y la frac-
cién molar de PC: CHOL en relacién al % EC.
Los resultados se indican en las figuras 2 y 3.
Estaba claro que el % EC de FLT en los lipo-
somas aumentaba con la fraccién molar de
farmaco: lipido. Ademds, la fraccién molar de
PC: CHOL también es un pardmetro que afec-
ta al % EC de FLT en los liposomas. La ca-
pacidad de carga de farmaco de los lipidos
utilizados es de 23 ug/mg de lipido. Este
método se verific6 mediante la replicaciéon de
las estimaciones de liposomas, y los resulta-
dos obtenidos se evaluaron estadisticamente.

Application of the method
Application to liposomes

The proposed method could be used to
determine the effect of formulation parame-
ters on % EE of FLT in liposomes. The % EE
was calculated by means of Eq (2). These
parameters were plotted as the molar ratio of
drug: lipid and the molar ratio of PC: CHOL
against % EE. The results are reported in Fig
(2 & 3). It was clear that the % EE of FLT in
liposomes increased with the molar ratio of
drug: lipid. Furthermore, the molar ratio of
PC: CHOL is also an affecting parameter for
% EE of FLT in liposomes. The drug loading
capacity of used lipids is 23 pg/mg of lipid.
This method was verified by means of repli-
cate estimations of liposomes and results ob-
tained were evaluated statistically.

FIGURA 2: Efecto de la fraccién molar farmaco: lipido en el % EC de FLT en liposomas.
FIGURE 2: Effect of Drug: lipid molar ratio on % EE of FLT in liposomes.
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FIGURA 3: Efecto de la fraccién molar PC: CHOL en el % EC de FLT en liposomas
FIGURE 3: Effect of PC: CHOL molar ratio on % EE of FLT in liposomes
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Aplicaciéon a las muestras de plasma de rata

El presente estudio se aplicé para determi-
nar la FLT en plasma de rata. La tabla 1 muestra
los pardmetros de la ecuaciéon de calibracién.
Los pardmetros de validacién relacionados y
los resultados de recuperacién obtenidos en
las muestras de plasma se indican en las ta-
blas 2 y 3 respectivamente. La estimacién de
farmaco en plasma requiere la preparacion de
muestras durante largo tiempo, el uso de di-
solventes orgdnicos y otros productos quimi-
cos caros. Aqui, las proteinas plasméticas se
precipitan en la fase mévil (metanol: agua 80:20,
v/v) y la mezcla se agita y se centrifuga a
5000 g durante 10 min. El sobrenadante se
extrajo cuidadosamente, se diluyé con la fase
movil, se inyectd directamente en la columna
y se analiz6. La figura 1 (d, ¢ y f) muestra el
cromatograma de plasma sin aditivos, plasma
con IS y plasma con FLT e IS, respectiva-
mente. Muestra que no hay interferencia de
las sustancias enddgenas presentes en el plas-
ma. Mediante este método se consiguié una
buena recuperacién de FLT del plasma de rata,
como se indica en la tabla 3.
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Application to rat plasma samples

The present study was applied to determi-
ne FLT in rat plasma. Table 1 shows the ca-
libration equation parameters. The related
validation parameters and obtained recovery
results of plasma samples are given in Tables
2 and 3, respectively. The estimation of drug
in plasma requires time-consuming sample
preparation, use of expensive organic solvents
and other chemicals. Here, the plasma pro-
teins are precipitated in mobile phase (metha-
nol: water 80:20, v/v) and the mixture is vor-
texed and centrifuged at 5000 g for 10 min.
The supernatant was taken carefully and dilu-
ted with mobile phase and directly inject to
column and analyzed. Figure 1 (d, ¢ and f)
shows the chromatogram of blank plasma,
plasma with IS and plasma with FLT and IS,
respectively. It shows that no interference from
the endogenous substances present in plasma.
Good recovery of FLT was achieved from rat
plasma by this method as per Table 3.
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Aplicacién a la forma de dosificacion

El mismo método se podria aplicar a la
determinaciéon de FLT en comprimidos sin
necesidad de separar excipientes. La tabla 3
muestra el contenido en farmaco de este pro-
ducto segun la indicaciéon de la etiqueta. La
utilidad de este método se verificé mediante
la replicaciéon de las estimaciones de los com-
primidos, y los resultados obtenidos se eva-
luaron estadisticamente. Se realizaron estudios
de exactitud y precisién de la técnica pro-
puesta en comprimidos. Los datos de los es-
tudios de recuperacion se resumen en la tabla
3. Se concluye que el método propuesto es lo
suficientemente exacto y preciso como para
poder ser aplicado en las formas de dosifica-
ciéon farmacéutica. Los datos del elevado por-
centaje de recuperacién muestran que en el
método propuesto no interfieren los excipien-
tes utilizados en la formulacién de los com-
primidos.

Application to dosage form

The same method could be applied for
determination of FLT in tablet without separa-
ting excipients. Table 3 shows the drug con-
tent of this product is as per labeled claim.
The utility of this method was verified by means
of replicate estimations from the tablets and
results obtained were evaluated statistically.
Recovery studies were realized from the ta-
blets for accuracy and precision of the propo-
sed technique. The data of recovery studies is
summarized in Table 3. It is concluded that
the proposed method is sufficiently accurate
and precise in order to be applied to pharma-
ceutical dosage forms. High percentage of
recovery data shows that the proposed me-
thod is free form the interferences of the eci-
pients used in the tablet formulation.

TABLA 3: Estudio de determinacién y recuperaciéon de FLT en formas de dosificacién en comprimidos y plasma de rata.

TABLE 3: Determination and recovery study of FLT in tablet dosage form and rat plasma.

Comprimido Plasma
Tablet Plasma
Indicacién de la etiqueta (mg por comprimido) -
Labeled claim (mg per tab) 250
Media de la cantidad encontrada (n=5)
Mean of amount found (n=5) 249,21 -
RSD % de la cantidad encontrada
RSD % of amount found 0,481521608 -
Anadida (n=5)
Added (n=5) 1 mcg/ml 0,5
Recuperada (n=5)
Recovered (n=5) 0,996 mcg/ml 0,496
% de recuperacion
Recovery % 99,6 99,2
RSD % de recuperacién
RSD % of recovery 0,803212851 1,209677419

CONCLUSION

El ensayo es un método selectivo, sensible
y reproducible para la determinacién y sepa-
racién de flutamida en productos farmacéuti-
cos de muestras bioldogicas y restos de exci-
pientes y materiales utilizados para preparar

CONCLUSION

The assay is a selective, sensitive and re-
producible method for the separation and
determination of flutamide in pharmaceuticals
from biological samples and the rest of exci-
pients and materials used to prepare the dosa-
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la forma de dosificacion. La precisién y la
exactitud del método propuesto se encuentran
dentro de limites aceptables, y el limite de
cuantificacién también es bajo. Este método
permite la determinacién de flutamida en una
pequeiia cantidad de plasma de rata sin llevar
a cabo ninglin procedimiento de extraccién.
Por tanto, este método se puede considerar de
interés real para la realizacién de estudios

UMRETHIA ML, GHOSH PK, MAJITHIYA RJ, MURTHY RSR

ge form. The precision and accuracy of the
proposed method are within acceptable limits
and the quantitation limit is also low. This
method permits the determination of flutami-
de in a small amount of rat plasma without
any extraction procedure. Therefore, this
method can be considered to be of real inter-
est for the rapid and reliable clinical and phar-
macokinetic studies of flutamide.

farmacocinéticos y clinicos rdpidos y fiables
de la flutamida.
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