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ABSTRACT

A reversed phase high - liquid chromatography method for quantifying ranitidine using
nizatidine like a internal standard has been developed. The method first involves a
purification step of samples using a solid — phase extraction with C, columns. The extracts
have been evaporated at 60 °C in a water bath under a stream of nitrogen gas. The
quantitation has been carried out onto C; column, with a mobile phase of ammonium
phosphate pH 7.8 — methanol (70:30, v/v), at a flow rate of 1 mL/min and a detection at a
wavelength of 322 nm. The procedure has been validated and linear responses were obtained
between 10.2 and 1600 ng/mL. Other parameters of validation such as: selectivity, precision,
accuracy and limit of quantitation were in satisfactory agreement with the Report
Conference from Washington. The stability of ranitidine in plasma has been studied when
the samples were subjected to cycles of freezing and thawing and during the storage period.
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RESUMEN

En este trabajo se presenta el desarrollo de un método de cuantificacién de ranitidina por
cromatografia liquida en fase reversa, empleando como estandar interno un derivado suyo,
la nizatidina. El método implica una etapa previa de purificacion de las muestras utilizando
para ello un sistema de extraccion en fase sélida con columnas C,,. Los extractos obtenidos
se secan a 60°C en un bafio maria con corriente de nitrégeno. La cuantificacion se lleva a
cabo sobre una columna C8, con una fase moévil de fosfato de amonio pH 7.8 — metanol
(70:30) a una velocidad de flujo de 1 mL/min y una longitud de onda de 322 nm. El
procedimiento es objeto de validaciéon y muestra ser lineal en un rango de 10.2 a 1600 ng/mL.
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Parametros adicionales de validacidn, tales como: especificidad, precision, exactitud y limite
de cuantificacién cumplen las especificaciones requeridas para este tipo de ensayos, conforme
a la Conferencia de Washington. La estabilidad de la ranitidina en plasma cuando las muestras
se someten a ciclos de congelacién y descongelacién y a lo largo del periodo de
almacenamiento también ha sido objeto de estudio.

PALABRAS CLAVES: Ranitidina, nizatidina, validacién analitica, HPLC

INTRODUCCION

L. ranitidina es un antagonista de los re-
ceptores H, de la histamina que se utiliza en el
tratamiento de la tlcera gistrica. Para la deter-
minacién y evaluacién de sus propiedades
farmacocinéticas se han desarrollado una serie
de métodos,*pero a pesar de la diversidad de
los mismos, no resulta posible adaptar ninguno
de ellos a las condiciones, materiales y equipos
presentes en el Laboratorio Especializado de
Anilisis (LEA), por lo que se hace necesario de-
sarrollar y validar un método con los medios dis-
ponibles. El procedimiento analitico desarrolla-
do presenta novedades tales como la separacién
de la molécula del plasma por un procedimien-
to de extraccién en fase sélida y la cuantificacién
de la ranitidina utilizando una columna C,.

PARTE EXPERIMENTAL

1. Equipos

La purificacién de la ranitidina y la nizatidina,
del plasma, se realiza en un equipo de extrac-
cién en fase s6lida Baker SPE-12G Glass Ma-
nifold de J.T. Baker (Pillipsburg, NJ).

Para la cuantificacidn se utiliza un cromat6-
grafo liquido Hewlett Packard (Palo Alto, CA)
modelo 1050, equipado con un inyector manual
con capacidad para 20 pL, modelo 7125; un sis-
tema cuaternario de entrega de solventes, mo-
delo 79851A/52; un detector de longitud de onda
variable, modelo 79853C, y un horno para el
control de la temperatura de la columna que se
ajust6 a 30°C. Los cromatogramas se registran

en un computador Compaq y se analizan con el
software HP Chemstation, Rev A 02.021 de
Hewlett Packard.

Para la separacién cromatogrifica se utiliza
una columna Nova-Pak C,* de 150x3.9 mm,
marca Waters (Milford, MA) y para la extrac-
cién de los compuestos, columnas de extraccion
en fase sélida de 3mL de capacidad, con 500 mg
de material de relleno C,; de la marca J.T. Baker.

2. Reactivos

Metanol y acetonitrilo, grado HPLC, de la
linea EM SCIENCE de Merck. Agua, grado
HPLC, obtenida en el laboratorio a través de
un sistema Mill-Q de Millipore. Trietilamina,
grado reactivo de ].T. Baker. Fostato de amonio
monobidsico, icido fosférico y hidréxido de
amonio de Merck. Estindares de Nizatidina y
Ranitidina adquiridos de la USP. Plasma hu-
mano proporcionado por el Banco de Sangre
del Hospital Universitario San Vicente de Pail
de la ciudad de Medellin.

3. Fase mévil y disoluciones

Fase movil: 1.2 g de fosfato de amonio
monobdsico y 5 mL de trietilamina se agregan
a 900 mL de agua, se ajusta ¢l pH a 7.8 con
4cido fosférico, luego se completa a un volu-
men de 1000 mL con agua, se filtra a través de
una membrana de acetato de celulosa con ta-
mano de poro de 0.45 pm de la marca Millipore
(HAWP 04700) y se desgasifica con helio.

Estindar interno: Se prepara una disolucién
de aproximadamente 500 ng/mL de nizatidina
en agua.
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Disolucién de fosfato de amonio
monobidsico: se prepara una disolucién 0.1M de
fosfato de amonio y se le ajusta el pH a 7.8 con
hidréxido de amonio.

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Método de cuantificacién

El primer paso en este estudio consiste en
desarrollar un procedimiento analitico adecua-
do para la cuantificacién de los compuestos de
interés. Este objetivo se alcanza con la colum-
na Nova-Pak C,® utilizando la fase mévil des-
crita en la seccién anterior y las siguientes con-
diciones cromatogrificas: velocidad de flujo 1
mL/min, longitud de onda para la detecciéon
ultravioleta 322 nm y temperatura de la colum-
na 30°C. Se obtienen tiempos de retencién para
la ranitidina y la nizatidina de 6.9 y 4.1 minutos
respectivamente y la resolucién entre ambos
compuestos es de 9.6.

2. Método de extraccién

El segundo paso consiste en el desarrollo de
una técnica para extraer la ranitidina y la
nizatidina del plasma lo que se logra con el si-
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guiente procedimiento de extraccién en fase
solida:

@ Acondicionamiento de las columnas: Las
columnas se acondicionan pasando a través
de ellas 3 mL de metanol y 3 mL de disolu-
cién de fosfato de amonio monobdsico.

@ Preparacion de las muestras: A 1 mL de plas-
ma se le adicionan 100 puL de estdndar in-
terno y 2 mL de disolucién de fosfato de
amonio monobisico, agitando vigorosa-
mente después de cada adicién. La mezcla
se pasa a través de la columna de extraccién
en fase sélida.

@ Lavado: el lavado se realiza con 7 porciones
de 3 mL de disolucién de fosfato de amonio
monobdsico y con una porcién de 2 mL de
agua.

@ Elucion: Los compuestos se eluyen con 3 mL
de metanol.

Los extractos metandlicos se secan en un
bafio marfa a 60°C bajo una corriente de nitré-
geno. El residuo se redisuelve en 500 puL de fase
movil y se inyecta en el cromatégrafo. Véase la
figura 1 que presenta uno de los cromatogra-
mas obtenidos.

Figura 1. Cromatograma de una muestra de plasma a la que se adiciona Ranitidina y Nizatidina y luego se purifica

aplicando el método desarrollado.
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3. Validacién del método analitico

3.1 Preparacion de las muestras

Curva de calibracién: se preparan 7 disolu-
ciones de ranitidina en plasma (10 mL de cada
una) con las siguientes concentraciones en ng/
mL: 10.2, 64.7, 160.9, 402.3, 804.6, 1207.0,
1609.3. Cada disolucién se dispensa en tubos
de ensayo en cantidades de 1 mL y luego se
congela. Estas disoluciones se utilizan en la va-
lidacién del método analitico excepto en el
ensayo de estabilidad bajo las condiciones de
almacenamiento para el cual se prepara una
curva, con concentraciones similares a las an-
teriores, en el momento de hacer las determi-
naciones.

Muestras de plasma: Se preparan 3 disolu-
ciones de ranitidina en plasma (25 mL de cada
una) con las siguientes concentraciones en ng/
mL: 63.8, 398.6 y 1195.8 (concentracién baja,
media y alta). Cada disolucién se dispensa en
tubos de ensayo en cantidades de 1 mL (18 tu-
bos) y el resto en un solo tubo (CC). Los tubos,
a continuacion, se congelan. El mismo proceso
se lleva a cabo en la preparacién de las mues-
tras destinadas al ensayo de estabilidad bajo las
condiciones de almacenamiento, con la diferen-
ciade que toda la disolucién se dispensa en can-
tidades de 1 mL.

3.2 Evaluacién de los pardmetros
@ Especificidad

Las posibles interferencias de los metabolitos
se evaltian procesando, con la técnica de extrac-
cién desarrollada, muestras de orina de un vo-
luntario que ingiri6 una tableta de ranitidina de
300 mg antes de acostarse. Las muestras se ob-
tuvieron antes y después de la administracién
del medicamento. Véase la figura 2.
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Si se comparan los cromatogramas ay b de
esta figura se observa que los tres pequefios pi-
cos que aparecen en el cromatograma b estin
presentes solo después de la administracién de
la ranitidina, lo que lleva a pensar que corres-
ponden a los tres metabolitos reportados de esta
molécula™. Sus tiempos de retencién son dife-
rentes a los tiempos de retencién de la ranitidina
y la nizatidina por lo que se descartan
interferencias por parte de los metabolitos en el
método de cuantificacion.

Las posibles interferencias de la matriz se
evaltian mediante el anilisis de muestras de plas-
ma obtenidas de 6 voluntarios. En ninguno de
los cromatogramas se observan picos a los tiem-
pos de retencién de la nizatidina, ni de la
ranitidina por lo que tampoco se espera que se
presenten interferencias por parte de produc-
tos end6genos.

@ Linecalidad, precisién, exactitud, limite de
cuantificacién y estabilidad bajo ciclos de con-
gelacién y descongelacion.

Estos parimetros se evaltian conjuntamen-
te siguiendo la metodologia propuesta por
Wieling’, excluyendo el tratamiento estadistico
descrito. Los anilisis se llevan a cabo durante 4
dias consecutivos. Se procesa cada dia una cur-
va estindar y 3 muestras de cada una de las di-
soluciones de concentracién alta, media y baja.
El limite de cuantificacién se evalda el cuarto
dfa procesando 3 muestras adicionales de una
de las concentraciones utilizadas en la curva de
calibracién, 10.2 ng/mL. Para evaluar la estabi-
lidad de la ranitidina en plasma cuando la mues-
tra se somete a ciclos de congelacién y descon-
gelacidn, el primer dfa, al efectuar los anilisis,
se descongelan los 3 tubos CC, se analizan dos
muestras de 1 mL de cada uno de ellos y se con-
gelan nuevamente, se repite el mismo proceso
el tercer y cuarto dia.
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Figura 2. Cromatogramas realizados para demostrar la especificidad del método analitico: (a) muestra de orina antes
de la administracién de ranitidina,(b) muestra de orina después de la administracién de ranitidina, (c) solu-

cién de nizatidina y ranitidina en agua.
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El anilisis de linealidad se realiza con los da-
tos obtenidos para las 4 curvas, la evaluacién se
lleva a cabo con la ayuda del programa SGWIN,
utilizando como factor de ponderacién 1/x%. Los
resultados muestran que el método es lineal en
un intervalo de concentracién comprendido
entre 10.2 a 1600 ng/mL. La recta de calibra-
ci6én presenta un intercepto de 0.00155 con un
intervalo de confianza comprendido entre
- 0.00091028 y 0.004016 y con una pendiente

de 0.001660 (estadisticamente significativa) y
un coeficiente de correlacion de 0.9933.

Los resultados del estudio de exactitud y pre-
cisién se presentan en la tabla 1. Para la deter-
minacién de la concentracién de ranitidina en
cada muestra se utiliza la curva de calibracién
analizada el mismo dfa en que se evaltian las
muestras. Estas curvas se calculan, también,
con el factor de ponderacién 1/x%.
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TABLA 1. Resultados del estudio de precisién y exactitud

VITAE

Concentracién real Concentracién medida (ng/mL)
(ng/mL) Dia 1 Dia 2 Dia3 Dia 4
59.6 58.0 66.6 71.7
63.8 567 | 553 | 620 58.3 | OV reRrodu:7.95
56.2 56.7 61.6 59.2 | 7eD:5.68
C.V repetibilidad 3.19 2.40 4.34 11.85
4571 | 426.7 412.6 4395 |GV reprodu.: 4.33
398.6 4025 | 5356 | 447.8 459.7 | o,p: 8.92
4379 | 4252 411.9 453.7
C.V repetibilidad 6.40 1.31 4.83 2.30
1335.7 | 13065 | 13069 | 13696 |G reprodu.:1.90
1958 1338.9 | 1349.8 | 13961 | 13295 |o.p. 1201
1386.8 | 1357.1 | 13457 | 1326.6
C.V repetibilidad 2.1 2.04 1.89 1.79

Para la evaluacién de la repetibilidad y la
reproducibilidad se utiliza el coeficiente de va-
riacién (CV). En el primer caso se calculan los
CV para cada concentracién en cada dfa y en el
segundo se calculan con los 12 datos obtenidos
para cada concentracién (véase la tabla 1). To-
dos los CV obtenidos son inferiores al 15.0 %
por lo que el método satisface los criterios de
Washington®y al Workshop celebrado en
Arlington en enero de 2000 ? en lo referente a
precision.

La exactitud se evaltia con los mismos datos
con los que se determina la precisién. Con la
concentracién media obtenida para cada con-
centracién se calcula el porcentaje de desvia-
cién del valor real. Véase la tabla 1. Los valores
obtenidos también cumplen con los criterios de
Washington®” para la exactitud de métodos
bioanaliticos (= 15.0 %).

Las concentraciones obtenidas para cada una
de las muestras analizadas con el fin de evaluar
el limite de cuantificacién, en ng/mL, son: 9.2,
10.7 y 11.6. E1 CV es de 11.4 % y el porcentaje
de desviacién del valor real es de 2.6 %: La Con-
ferencia de Washington® considera que en el li-
mite de cuantificacion se deben obtener CV in-
teriores al 20.0 % y desviaciones del valor real
entre = 20.0 %.

Los resultados obtenidos en el estudio de es-
tabilidad bajo ciclos de congelacién y desconge-
lacién se presentan en la tabla 2.

Para determinar si los valores medios de con-
centracién obtenidos con cada una de las con-
centraciones durante los ciclos de congelacién
y descongelacién son diferentes de la concen-
tracién de la disolucién original se construye el
intervalo de confianza para las 12 determina-
ciones, de cada concentracién patrén, del ensa-
yo de precisién y exactitud’ (Véase la tabla 2).
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Tabla 2. Concentraciones de ranitidina (ng/mL) durante el estudio de estabilidad bajo ciclos de congelacién y descon-
gelacién y anilisis estadistico de los datos del estudio de precisién y exactitud.

Estudio de estabilidad ciclos_ Ide congelacién y Ensayo de exactitud y precision
descongelacién
ii?fﬁgfﬁ?f)'on (n%lfml) (n%l/arlnSL) (n%|7m4L) (%e/?rli) D.8 | Intervalo de 95.0%
63.8 58.1 68.1 67.5 60.2 4.8 49.5-70.5
398.7 429.8 418.7 | 4443 434.2 18.8 392.8-475.5
1195.8 1337.3 15525 |1285.0 1350.3 | 25.7 1293.8 - 1406.7

* D.S: desviacién estindar

Los valores medios obtenidos para las con-
centraciones media y baja se encuentran dentro
de los intervalos de confianza calculados (Véase
la tabla 2). No sucede lo mismo con la concen-
tracién alta que presenta 2 valores por fuera del
intervalo, el valor del tercer dia es mucho mis
alto de lo esperado, el del cuarto dia mucho mis
bajo. Con respecto al valor del tercer dia se pue-
de pensar en un error durante el andlisis de las
muestras. La determinacién del cuarto dia
(1285.0 ng/mL) aunque estd por fuera del limi-
te inferior del intervalo no es mis baja que la
concentracién real (1195.8 ng/mL) por lo que
no se puede concluir a partir de esta determina-
ci6n que la ranitidina presenta inestabilidad bajo
ciclos de congelacion y descongelacidn.

@ Estabilidad bajo condiciones de Almacena-
miento

La evaluacién de este parimetro se lleva a
cabo durante un periodo de 35 dias. La prepa-
racién de las muestras para la evaluacién se in-
dicaen el apartado 3.1. En intervalos de tiempo
determinados (dfa 0, dia 7, dfa 21 y dia 35) se
analizan 3 tubos de cada concentracién. Para la
cuantificacién de la ranitidina se elabora una
curva de calibracién el dia del analisis, la ecua-
cién de la curva se calcula de manera similar a
las anteriores. Las concentraciones medias ob-
tenidas se presentan en la tabla 3.

Tabla 3. Resultados del estudio de estabilidad en condiciones de almacenamiento y resultados del anélisis de regresién

lineal.
Estudio de estabilidad en condiciones de Andlisis estadistico
almacenamiento
Concentracion Dia0 | Dia7 |Dia21 | Dia35 intercento|pendiente Intervalo del 95 % para

(ng/mL) |(ng/mL) |(ng/mL)|(ng/mL) plolp la pendiente

Alta 3529.3 * | 3553.2|3567.1| 3529.6 | 0.5065 0.60-1.57

Media 2061.9 | 2013.7|2000.9 | 2027.9 | 2038.1 | -0.7653 -5.36 —3.83

Baja 19.1 25.6| 30.3 22.0 20.3 1.8055 -0.05-1.12

* Las muestras se perdieron por accidente
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Para determinar si las concentraciones pre-
sentan alguna tendencia hacia la degradacién
se realiza un andlisis de regresién lineal con las
concentraciones medias obtenidas para cada di-
solucién’ y se calcula el intervalo de confianza
de la pendiente. Véase la tabla 3.

Como se observa, en la tabla 3, las concen-
traciones media y baja tienen intervalos de con-
fianza para la pendiente que incluyen el cero, lo
que indica que no hay ninguna tendencia hacia
la disminucién de la concentracién. La linea de
regresiéon de la concentracién alta presenta una
pendiente positiva cuyo intervalo de confianza
no incluye el cero. Los valores del estudio de
estabilidad muestran que este resultado corres-
ponde a un ligero aumento en la concentracién
que puede ser explicado por la variabilidad del
método, por lo que no hay razén para pensar
que la ranitidina no sea estable en las condicio-
nes de almacenamiento.

CONCLUSIONES

Se ha investigado y desarrollado un método
cromatogrifico de utilidad en la cuantificacién
de ranitidina y aplicable, por tanto, en futuros
estudios farmacocinéticos de este principio ac-
tivo en plasma.

Los estudios de validacién indican que el
método permite cuantificar la ranitidina sin
interferencias plasmaticas, ni de los metabolitos
de ésta, en un rango de concentracién lineal que
vade 10.2 2 1600 ng/mL, con la exactitud y pre-
cisién requerida para este tipo de ensayos.

El aporte mas importante en el desarrollo de
esta metodologfa lo constituye el uso de la co-
lumna C; en la cuantificacién, por HPLC, de
moléculas bisicas con muy buenos resultados
(en lo que se refiere a las caracteristicas
cromatogrificas de los picos) comparados con
los que se suelen obtener con rellenos mis
apolares como el C g, por esto, se sugiere el uso
de esta columna para la cuantificacién de este
tipo de sustancias.
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