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RESUMEN

En este trabajo se reporta la validacion de un
método UPLC-MS/MS para la determinacion y
cuantificacion de rosuvastatina en muestras de plasma
de origen humano empleando carbamazepina como
estandar interno. La metodologia analitica involucrd
inicialmente un proceso de extraccion liquido-liquido
de los analitos, utilizando dietil éter como solvente y
posteriormente se realizo la separacion cromatografica
utilizando una columna ACQUITY UPLC® BEH C;g;
1,7 pm; 2,1 mm x 100 mm (Waters®), y una fase movil
compuesta por metanol/acido férmico al 0,2 % (80:20,
v/v). Para la deteccion se utilizé un espectrometro
de masas de triple cuadrupolo con electrospray
en modo de ionizacion positivo. El método fue
validado de acuerdo con las consideraciones de
la Guia de la agencia del gobierno de los Estados
Unidos responsable de la regulacion de alimentos y
medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés) sobre
validacién de métodos bioanaliticos. Bajo estas
condiciones, el método analitico resultd selectivo,
sensible, lineal (en el intervalo de concentracion de
0,2 a 50 ng/mL, r: 0,9991), exacto y preciso con un
coeficiente de variacion no mayor al 10 % para cada
punto control. Todos los parametros de validacion se
encontraron dentro de las especificaciones y atributos
de calidad establecidos, resultando un método ideal
para ser aplicado en estudios farmacocinéticos, de
biodisponibilidad y bioequivalencia donde se requiera
la cuantificacion de rosuvastatina en muestras de

plasma humano.
PALABRAS CLAVE

Rosuvastatina, validacion, UPLC-MS/MS, plasma.
ABSTRACT

In this paper UPLC-MS/MS validation method
for determination and quantification of rosuvastatin
in human plasma is reported using carbamazepine
as internal standard. The analytical method involved
a liquid-liquid extraction process of analytes,
using diethyl ether as solvent and subsequently
chromatographic separation was performed using an
ACQUITY UPLC® BEH C;g column, 1.7 pm; 2.1 mm
x 100 mm (Waters®) with a mobile phase consisting
of methanol/ 0.2 % formic acid (80:20, v/v). Detection
was achieved with a triple quadrupole spectrometry
detector and electrospray in positive ion mode. This
method was validated according to Food and Drug
Administration (FDA) guidance on bioanalytical
validation method. Under these conditions, the
analytical method proved to be selective, sensitive,
linear (0.2 to 50 ng/mL, r: 0.9991), accurate and
precise with a coefficient of variation lower than 10
% for each control point. All validation parameters
were established according to the specifications and
quality standards, proving to be an ideal method
for application in pharmacokinetic, bioavailability
and bioequivalence studies where quantification of
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rosuvastatin in human plasma samples is required.
KEY WORDS

Rosuvastatin, validation, UPLC-MS/MS, plasma.
INTRODUCCION

La rosuvastatina es un farmaco de origen sintético
y pertenece a la familia de las estatinas [1-3]. Esta
familia de farmacos se considera el grupo de primera
eleccion para el tratamiento de la hipercolesterolemia
y dislipidemias, en virtud de su excelente tolerabilidad
y eficacia sobre los parametros lipidicos. Las
estatinas son inhibidores selectivos y competitivos
de la enzima 3-hidroxil-3-metilglutaril coenzima
A (HMG-CoA) reductasa, siendo el higado el sitio
primario de accion [4,5]. Sus diferencias radican en
sus estructuras quimicas, perfiles farmacocinéticos y
eficacia hipolipemiante [1,4-6].

La rosuvastatina (Figura 1a) es una de las estatinas
mas recientes y posee varias caracteristicas favorables,
como baja liposolubilidad, poca tendencia a las
interacciones farmacologicas con el citocromo P450
y una potencia hipolipemiante superior, comparada
con otras estatinas, esto debido a su elevada afinidad al
sitio activo de la enzima [1]. Dentro de las propiedades
quimicas de este farmaco destacan su caracter
hidrofilico, debido a la presencia de grupos polares
hidroxilos y un grupo metano sulfonamida que definen
sus propiedades de solubilidad y farmacocinéticas [4,7].
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b) C15H12N20
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Fig. 1. Estructuras de: a) rosuvastatina y b) carbamazepina
(estandar interno).
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Al igual que el resto de las estatinas, la
rosuvastatina se absorbe rapidamente después
de su administracion oral, presentando una
biodisponibilidad de 20 %, una union a proteinas
plasmaticas de 90 % y una vida media de
eliminacion de 19 horas. Presenta un escaso
metabolismo hepatico, siendo excretada en gran
parte como droga no modificada en las heces
(aproximadamente el 90 %) y la parte remanente
excretada por via urinaria. Tanto la concentracion
plasmatica maxima (Cp,3x) como el area bajo
la curva de la concentracion plasmatica versus
tiempo (ABC) incrementan en proporcién a
la dosis administrada [4-6]. Los principales
parametros farmacocinéticos reportados para
dosis orales de 20 y 40 mg de rosuvastatina se
sefialan en la Tabla 1.

TABLA 1
Parametros farmacocinéticos de rosuvastatina.

Dosis tnica Cori [ ABCy., ABCy.irt Ref.
20mg 6,79ng/mL  5h 56,8ng-h/mL Nocalculado  [8]

40 mg 10a25ng/mL 5h 98,2ngh/mL 176 ng-h/mL [8-10]

Chax: concentracion plasmatica maxima, ty,zx: tiempo méximo, ABC:
area bajo la curva concentracion plasmatica versus tiempo.

La cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC, por sus siglas en inglés) en combinacion
con la espectrometria de masas en tandem
(MS/MS) es la técnica analitica de eleccion
para la cuantificacién de estatinas en muestras
biologicas, especialmente en plasma, debido a
los bajos niveles plasmaticos que muestran estos
farmacos [11]. En la Tabla 2, se describen algunos
aspectos de interés de diversos métodos [12-16]
que han sido reportados para la cuantificacion
de rosuvastatina en plasma y aplicados para
caracterizar perfiles farmacocinéticos en estudios
clinicos y de bioequivalencia para diferentes
dosis orales.
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TABLA 2
Algunos métodos para la cuantificacion de rosuvastatina en plasma.

A Preparacion de la Vol. de L. Vol. Tr—Tc Rango de
Método Columna Fase mavil (v:v) .. . . i
muestra/ IS muestra Inyeccion (min) linealidad
Kromasil .. ..
Acido férmico 0,05
HPLC/UV - ELL/ KR100-5C,55 0,02-10
[12] Ketoprofeno 100u M/ 100ut 8,6-15 /mL
m, . m
H acetonitrilo (55:45) He,
4,6 x 250 mm
LC-MS/MS ) o
Atlantis C;55 Acido férmico
(ESI modo ELL/ 0,2-50
. } 250 pL wm, 0,2%/metanol 20puL 4,1-6
positivo) Cilostazol ng/mL
2,1x 150 mm (30:70)
[13]
LC-MS/MS Phenomenex .. L.
L. Acido férmico
(ESI modo ELL (pariénico)/ Luna 0,1-20
. 1000 pL 2%/metanol 50 uL 2,3-5
positivo) Estrona Cig5pm, (20:80) ng/mL
[14] 4,6x 150 mm
LC-MS/MS . . N
Diamonsil Acetonitrilo/acido
(ESI modo ELL/ . 0,1-60
. L 500 pL Cy55um, metandico 0,1% 20l 3,0-6
positivo) Glicazida ng/mL
4,6 x 150 mm (60:40)
[15]
LC-MS/MS Metanol/agua
/ Zorbax XDB _'I i
(ESI modo ELL/ (75:25) ajustadaa 0,02-60
) ) . 200 uL Cyz 5 pm, ) 20 uL 2,35-3,2
negativo) Hidroclorotiazida pH 6 con amoniaco ng/mL
4,6 x 150 mm
[16] acuoso

IS: estandar interno, Vol: volumen, Tr: tiempo de retencion, Tc: tiempo de corrida, ELL: extraccién liquido-liquido, LC-MS/MS: cromatografia liquida

acoplada a espectrometria de masas tandem, ESI: ionizacién electrospray.

La tecnologia conocida como UPLC (Ultra
Performance Liquid Chromatography) se basa en
el uso de columnas con particulas de menos de 2,5
um en conjunto con sistemas que pueden operar a
altas presiones ofreciendo mejoras en la velocidad,
resolucion y sensibilidad; lo cual se traduce en ahorro
de tiempo, incremento de la sensibilidad, optimizacion
de laresolucion y reduccion del consumo de solventes,
entre otros [17,18].

Considerando las ventajas que ofrece la
cromatografia liquida de ultra resolucién y partiendo
de los datos reportados en la literatura para los diversos
métodos LC-MS/MS validados, en este trabajo se
presenta la validacion de un método UPLC-MS/MS
para la cuantificacion de rosuvastatina en muestras de
plasma humano, que permita ofrecer nuevas ventajas
sobre los métodos de cromatografia convencional ya
existentes.

La validacion del método se realiza segin los
parametros establecidos en la Guia para la Industria
de la FDA [19]. Justamente, el proceso de validacion
es el que puede demostrar objetivamente la calidad y
fiabilidad de un método analitico, ya que a partir de
este proceso se establece el cumplimiento de criterios
minimos de aceptacion, que finalmente denotan su
aplicabilidad para el fin propuesto [20,21].

MATERIALES Y METODOS

1. Reactivos. Se empled un estandar secundario
de rosuvastatina calcica con potencia de 97,8 %
b.t.c. (Proveedor CHEMO S.A.); materia prima que
cumple especificaciones de calidad, proporcionado por
Laboratorios Recalcine S.A., Chile. La carbamazepina
(Figura 1b) se seleccion6 como estandar interno (IS,
por sus siglas en inglés), fue adquirida como estandar
primario en Sigma-Aldrich y posee una potencia de
99,6 %. Este IS fue adecuado ya que no interfiere con
la deteccion de rosuvastatina, se diferencia claramente
y aparece muy proximo a dicho analito. El dietil éter,
acido formico, acetato de amonio, acido acético,
metanol y agua para cromatografia se adquirieron en
Merck, Chile.

2. Equipos. Se empleo el sistema ACQUITY™
UPLC (Ultra Performance LC) de Waters, Milford,
MA, EE.UU. Este sistema estuvo acoplado a un
espectrometro de masa/masa, el Micromass Quattro
Micro triple quadrupole spectrometry de Waters,
Milford, MA, EE.UU; equipado con una fuente
de ionizacién electrospray (ESI). La adquisicion y
analisis de los datos se llevo mediante el software
MassLynx™,
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3. Soluciones estindares y muestras de control
de calidad. La solucion madre de rosuvastatina fue
preparada con metanol a una concentracion final de
100 pg/mL. De esta solucion se prepar6 una solucion
intermedia de trabajo de 2 pg/mL y a partir de ella
se prepararon 7 soluciones estandares de trabajo de
rosuvastatina con concentraciones de 2, 10, 50, 150,
250, 350 y 500 ng/mL. Estas soluciones estandares
fueron empleadas posteriormente para enriquecer
las muestras de plasma requeridas para la curva de
calibracion y obtener finalmente concentraciones de
0,2; 1; 5; 15; 25; 35 y 50 ng/mL.

La solucion madre de carbamazepina se prepard
con metanol para obtener una concentracion final
teorica de 100 pg/mL. A partir de diluciones
adecuadas de esta solucion madre en agua, se
prepard una solucion final estandar de trabajo del
IS de 50 ng/mL. Adicionalmente, se prepararon
soluciones estandares de rosuvastatina de 5, 150 y
350 ng/mL, correspondientes a las muestras de control
de calidad (quality control, QC) para el nivel bajo,
medio y alto, que permitieran obtener concentraciones
en plasma de 0,5; 15 y 35 ng/mL, respectivamente.
Todas las soluciones madre y de trabajo una vez
preparadas, fueron almacenadas en refrigeracion a
4°C y protegidas de la luz hasta su uso.

4. Preparacion de las muestras. El plasma
utilizado en la validacion de la metodologia fue donado
por el banco de sangre del Hospital San Juan de Dios,
Santiago, Chile. Las muestras de concentracion
conocida de rosuvastatina en plasma utilizadas en
la validacion, se prepararon de la siguiente manera;
muestra blanco (200 pL de plasma sin IS), muestra cero
(200 puL de plasma mas 20 pL de solucion de trabajo del
IS), muestras de la curva de calibracion y QC (180 uL
de muestras de plasma libre de principio activo, 20 uL
de la solucion estandar de trabajo correspondiente y 20
pL de solucion de trabajo del IS). Todas las muestras
anteriormente descritas fueron sometidas a un proceso
de extraccion liquido-liquido de acuerdo al esquema
de la Figura 2.

5. Condiciones cromatograficas y de
espectrometria de masas. La separacion
cromatografica se llevé a cabo en una columna
ACQUITY UPLC® BEH Cg 1,7 um; 2,1 mm x 100
mm. La fase movil consistié de una mezcla de metanol/
acido formico 0,2 % (80:20, v/v) y se utiliz6 un flujo
de 0,1 mL/min el cual fue apropiado para el analisis
de las muestras. El volumen de inyeccion fue de 7 uL
y el tiempo de corrida fue de 4 minutos. El analisis de
deteccion fue llevado a cabo en el modo de ionizacion
positivo y se empled nitrogeno como gas de cono y de
desolvatacion, y el argon como gas de colision. Las
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muestras fueron analizadas empleando la transicion
m/z 482 > 258 para la deteccion de rosuvastatina y
237> 194 para el IS.

Muestras Curva de Calibracion
(Blanco, ceroy siete niveles de
concentracidn)

hMuestras QC
[2Cbajo, QCmedioy QC alto)

‘ Colocar las muestras en tubos Eppendorf |

‘ Agregar 200 WL de Acetato de amonio 0,20 pH 4,0 |

‘ Agitar envortex durante 20 seg |

)

‘ Agregar 1,5 mLde dietil ter |

|

‘ agitar enagitador mecanico durante 15 min |

]

‘ Centrifugar a 13000 rpm durante 10 min |

)

‘ Trasvasar 1 mLde fase organica a tubo Eppendorf

Evaporar el solvente bajo suave corriente de gas
nitrdgeno y a temperatura amhiente

¥
Reconstituir el residuo con 200 uL de
metanal/acidofarmico 0,2% (80:20 w/v] v agitar en
vortex durante 30 seg
¥
Filtrar (Millex GV PVDF 0,22 pm 13 mim )y agregar
alos viales coninsertos, Luegoinyectar

Fig. 2. Tratamiento de las muestras.

6. Método de Validacién. El método propuesto
fue validado tomando en cuenta los parametros de
selectividad, linealidad, limite de deteccion, limite de
cuantificacion, precision y exactitud intra- e inter-dia,
recuperacion y estabilidad; segtin lo establecido en la
Guia de la FDA [19].

La selectividad respecto a la matriz (plasma)
fue evaluada mediante el andlisis de seis muestras
diferentes de plasma y asi determinar la presencia
de interferencias en los tiempos de retencion de
rosuvastatina y el IS. Las muestras fueron tratadas
de acuerdo al procedimiento de extraccion senalado
en el apartado 4.

La linealidad del método fue evaluada para
un rango de 0,2 ng/mL a 50 ng/mL, el cual se fijo
tomando como referencia farmacocinética la Czx
para una dosis de 20 mg. Para evaluar la correlacion
lineal de este intervalo de concentracion se incluyd
en el analisis una muestra blanco, una muestra
cero y las 7 muestras de plasma con los niveles de
concentracion establecidos en el apartado 3, para la
curva de calibracion. La muestra blanco y muestra cero
se inyectaron tres veces y las muestras de cada nivel
de concentracion se inyectaron por quintuplicado.
Finalmente, se determind el coeficiente de correlacion




mediante la representacion grafica del promedio de la
relacion de dreas rosuvastatina/carbamazepina versus
la concentracion teorica.

El limite de detecciéon (LOD) fue evaluado
considerando que debia corresponder cuantitativamente
a 3 veces el ruido. Para ello se estimo6 el LOD teorico
(0,050 ng/mL) y se prepararon cinco muestras de plasma
que tuviesen una concentracion final lo més cercana a
dicho valor. Posteriormente, se compararon las relaciones
de 4reas de estas muestras con las de muestras cero.

Para evaluar el limite de cuantificacion (LOQ) se
analiz6 la menor cantidad de analito que el método
es capaz de cuantificar con precisioén y exactitud,
considerando como LOQ la concentracion mas baja
establecida en la curva de linealidad del sistema
(0,2 ng/mL). Ademas, la respuesta para el limite de
cuantificacion debia corresponder a mas de 5 veces
la repuesta de la muestra cero.

En cuanto a los ensayos de precision y exactitud
intra- e inter-dia, se evaluaron los tres niveles de
concentracion de muestras QC (0,5; 15 y 35 ng/mL),
realizando cinco replicas para cada nivel y procesadas
durante tres dias distintos y con analistas diferentes,
en los cuales se preparaba una curva de calibracion
independiente cada dia. La exactitud fue expresada
por el % de error relativo (ER) y la precision por el
coeficiente de variacion (CV).

La recuperacion de la rosuvastatina fue evaluada
mediante la comparacion del promedio de las
relaciones de areas obtenidas de muestras QC (en sus
tres niveles de concentracion), preparadas en triplicado
segun el procedimiento establecido, con las relaciones
de areas de muestras enriquecidas después del proceso
de extraccion, las cuales representaban el 100 %.

La estabilidad de rosuvastatina fue evaluada
bajo diversas condiciones de tiempo y temperatura,
considerando para ello muestras QC en triplicado en
solo dos niveles de concentracion; bajo (0,5 ng/mL)
y alto (35 ng/mL). Se prepararon suficientes muestras
de plasma enriquecidas con estas soluciones, con el
objetivo de evaluar la estabilidad en las diferentes
condiciones establecidas como son: la estabilidad por
ciclos de congelamiento/descongelamiento (durante
tres ciclos), a corto plazo (exposicion de las muestras
de plasma a temperatura ambiente por 6 horas), a largo
plazo (almacenamiento de las muestras de plasma
a -30 °C hasta por un periodo de 4 semanas), post-
preparacion (estabilidad en el automuestreador por un
periodo de 24 horas) y la estabilidad de las soluciones
stock y de trabajo, tanto de rosuvastatina como del IS.

Los andlisis estadisticos establecidos para cada
uno de los parametros de validacion se realizaron
empleando el programa Excel Microsoft Office.
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RESULTADOS

Las condiciones cromatograficas establecidas
permitieron obtener una adecuada selectividad, ya
que no se detectd en las muestras de plasma blanco
analizadas algin compuesto o sustancia endégena
que pudiera interferir significativamente con la
cuantificacion de la rosuvastatina o el IS. Esta ausencia
de interferentes se puede observar en la Figura 3
mediante los cromatogramas obtenidos para una
muestra blanco y una muestra fortificada con IS y
rosuvastatina a nivel de LOQ, QC bajo, medio y alto.
El tiempo de retencidn para la rosuvastatina y el IS
fue de 2,9 min y 3,0 min, respectivamente.
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Fig. 3. Cromatogramas MRM caracteristicos de rosuvastatina
y del IS en muestras de plasma: (A) muestra de plasma
blanco, (B) muestra LOQ (0,2 ng/mL rosuvastatina), (C)
muestra QC bajo (0,5 ng/mL rosuvastatina), (D) muestra
QC medio (15 ng/mL rosuvastatina) y (E) muestra QC alto
(35 ng/mL rosuvastatina). Eje X: tiempo de retencion, eje
Y: abundancia relativa.

El método fue lineal en el rango de concentraciones
evaluada para rosuvastatina (0,2 - 50 ng/mL). La
curva de calibracion para rosuvastatina fue construida
usando la relacion de areas (RA) de analito/estandar
interno versus las concentraciones de analito, mostrada
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en la Figura 4. Se realiz6 el analisis de regresion
lineal (r: 0,9991), existiendo una correlacion tipo
polindémica entre la concentracion de rosuvastatina y
la respuesta del equipo, para el intervalo establecido.
Con la ecuacion obtenida se calcularon los valores de
concentracion experimental y se determiné el CV para
cada nivel, cuyos valores fueron todos menores a 13,50
% (limite de aceptacion 15 %). Para el IS, el resumen
estadistico de 38 réplicas muestra un CV de 10,48 %.

18

15 ¥ = -3E-05x2 + 0,033x + 9E-05
v r:0,9991
14

12

Promedio RA

08
06
04
02

o 10 20 30 40 50 60
Concentracion teérica (ng/mL)

Fig. 4. Representacion grafica de la linealidad del sistema.

El LOD estimado fue de 0,05 ng/mL,
correspondiendo a una sefial equivalente a mas de
3 veces la sefial de ruido. La valoracion del LOD
present6 un CV de 18,80 % y un ER de 8,6 %.

El limite de cuantificacion del método establecido
fue de 0,2 ng/mL y constituye la concentracion mas
baja establecida en la curva de linealidad del sistema.
El método fue capaz de cuantificar con precision y
exactitud este nivel de concentracion, mostrando
un CV de 5,28 % y un ER de 12,27 % (limite de
aceptacion <20 %, tanto para CV y ER).

Para evaluar la exactitud, se compararon los
valores de concentracion obtenidos con el valor tedrico
y se calcul6 el ER para cuatro niveles de concentracion
(LOQ, QC bajo, medio y alto). Para la precision
se calculd el CV a partir de las concentraciones
experimentales de cada nivel. Los resultados obtenidos
para los ensayos intra- e inter-dia se muestran en la
Tabla 3, donde se observa que todos se encuentran
dentro de los limites de aceptacion (CV, ER <20 % para
LOQ y CV, ER <15 % para QC bajo, medio y alto).

TABLA 3
Datos de precision y exactitud intra- e inter-dia para el
analisis de rosuvastatina en plasma.

Conc. Ensayo Intradia Ensayo Interdia
oy W 0r S P e el e
0,2 0,22+0,01 12,27 5,28 0,20+ 0,02 3,96 12,40
0,5 0,48+ 0,03 1,45 7,19 0,51+0,04 4,25 8,64
15 14,3+0,3 2,48 2,22 15#1 1,99 6,86
35 351 1,55 2,82 37%2 7,49 5,67

n: numero de muestras (n= 5), ER: error relativo, CV: coeficiente de
variacion, DE: desviacion estandar.
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Los resultados del ensayo de recuperacion, luego
de comparar las relaciones de areas de las muestras
QC estudiadas (3 muestras, para cada nivel de
concentracion) con las muestras equivalentes al 100
%, reflejaron una recuperacion promedio de 74,38;
86,06y 98,77 % para los niveles de concentracion de
0,5; 15 y 35 ng/mL, respectivamente.

Finalmente, la estabilidad de la rosuvastatina y el
IS en las muestras de plasma se evaluo6 bajo diversas
condiciones de almacenamiento y tiempo; y los
resultados obtenidos se compararon con los datos
iniciales de las muestras analizadas inmediatamente
después de su preparacion, para determinar la
estabilidad bajo diferentes condiciones. Estos
resultados se presentan en la Tabla 4.

TABLA 4
Estabilidad de la rosuvastatina en la matriz bajo
condiciones especificas.

. Conc. Tedrica Concentracion
Prueba de estabilidad i ER %
(ng/mL) obtenida (ng/mL)
3 ciclos de 0,5 0,55+ 0,01 6,91
congelamiento (-20 °C)

/descongelamiento

35,0 30+1,03 9,32

Estabilidad a corto plazo 0,5 0,48 0,01 10,93
(6 h / Temp. Amb) 35,0 29+3,75 10,34
Estabilidad a largo plazo 0,5 0,53+0,08 3,05
(30dias/-20°C) 35,0 30+4,18 8,72
Estabilidad post- 0,5 0,56+ 0,03 8,13
preparacion (24 h) 35,0 31+1,71 12,83

ER: error relativo.

Adicionalmente, se evalud la estabilidad de
las soluciones madre y de trabajo de rosuvastatina
y carbamazepina, tanto a temperatura ambiente
(24 h) como refrigeradas a 4 °C por un periodo de
hasta 4 semanas. Las soluciones de rosuvastatina
permanecieron estables luego de un mes de su
preparacion. Por el contrario, las soluciones de
carbamazepina fueron estables solo por una semana.

DISCUSION

El andlisis por espectrometria de masas para
rosuvastatina estuvo acorde con los reportes de
estudios previos [13-15], en los cuales se presenta
claramente el espectro MS/MS y la misma transicion
m/z 482 > 258 para la deteccion de rosuvastatina.
Un estudio publicado en el 2007, por Gao y col. [16]
reporta una transicion diferente (m/z 480 > 418), esto
debido a que la deteccion fue realizada en el modo de
ionizacion negativo, a diferencia del resto de métodos
publicados cuya ESI se aplic6 en el modo de ionizacion
positivo.




En cuanto a los aspectos cromatograficos, el
método UPLC-MS/MS solo requirié un volumen de
inyeccion de 7 pL, esto se traduce en inyecciones de
bajo volumen con un minimo arrastre que resulta muy
ventajoso en el caso de estudios farmacocinéticos en los
que se requieran realizar reinyecciones. El volumen de
muestra empleado para el andlisis fue de 200 puL, mas
bajo que otros métodos [13-15,22], siendo relevante
en el caso de estudios clinicos farmacocinéticos, de
biodisponibilidad y bioequivalencia, beneficiando a
los sujetos de la investigacion, ya que se requeriria
tomar un bajo volumen de muestra sanguinea,
debido a que por cada mL de sangre se logra obtener
aproximadamente entre 0,5 y 0,6 mL de plasma. El
tiempo de andlisis también fue corto comparado con
métodos previos, lo cual conlleva a una reduccion en
el consumo de solventes y aumento en el rendimiento
y productividad; por ende de gran valor para muchos
laboratorios analiticos.

Los resultados obtenidos en el proceso de
validacion satisfacen los requerimientos establecidos
en la Guia para la Industria de la FDA [19]. El método
es capaz de diferenciar el analito (rosuvastatina) en
presencia de compuestos endogenos de la matriz
u otros interferentes, al no observarse ninguna
seflal en las muestras de plasma blanco analizadas,
atribuyéndole una buena selectividad.

Para el método propuesto, la correlacion tipo
polindémica describe la relacion entre las relaciones
de areas y la concentracién de rosuvastatina, con
un coeficiente de correlacion (r) igual a 0,9991 que
sugiere una aceptable relacion entre la respuesta
del instrumento y las concentraciones conocidas de
rosuvastatina. Un CV menor de 13,50 % para todos los
niveles de concentracion, indica que el instrumento es
preciso bajo las condiciones de analisis establecidas.
Un CV de 10,48 % para 38 réplicas de carbamazepina
indica repetibilidad en los resultados cuando se
adiciona el IS a las diferentes concentraciones de
rosuvastatina evaluadas.

La menor cantidad de rosuvastatina que puede
ser detectada en una muestra, es de 0,05 ng/mL
aproximadamente. Esta valoracion se logro realizar con
precision y exactitud. Por otra parte, el método puede
cuantificar 0,2 ng/mL de rosuvastatina, siendo esta la
menor cantidad de analito que puede ser cuantificada
con precision y exactitud. Sin embargo, este valor de
LOQ pudiera ser mas bajo considerando la precision
y exactitud obtenida para la valoracion del LOD, pero
para su aplicacion en estudios farmacocinéticos donde
se administren dosis de 20 mg de rosuvastatina, el LOQ
evaluado ofrece igualmente una buena sensibilidad.

Un CV promedio menor del 20 % para el LOQ
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y menor del 15 % para las muestras QC en sus tres
niveles de concentracion (para los ensayos intra- e
inter-dia), indica que el método analitico es preciso
y reproducible, tal como se observa en la Tabla 3.
Igualmente, un porcentaje de desviacion menor de 20
% para el LOQ y menor del 15 % para las muestras
QC de la concentracion experimental con respecto de
la concentracion real o tedrica, indica que el método
analitico es adecuado para determinar con exactitud
las diferentes concentraciones de rosuvastatina en el
rango establecido.

Los porcentajes de recuperacion de acuerdo a
la FDA no necesitan ser del 100 %; este método
muestra valores de 74 a 99 % de recuperacion, para
los diferentes niveles de concentracion, siendo las
cantidades recuperadas tanto de analito como de
IS consistentes, precisas y reproducibles, como lo
recomienda la FDA.

La rosuvastatina en plasma humano, mantiene su
estabilidad quimica luego de someterse a tres ciclos
de congelamiento y descongelamiento, lo cual es
importante cuando se requiera congelar las muestras
para analisis posteriores. Igualmente, la estabilidad
no se ve afectada durante la manipulacion en periodos
cortos (6 h a temperatura ambiente), en periodos largos
de almacenamiento de hasta cuatro semanas a-20 °Cy
en el automuestreador del equipo por 24 h. Todo esto
garantiza que la rosuvastatina se mantendra estable
en la matriz, y bajo las condiciones establecidas en
el contenedor de almacenamiento. La solucion stock
de carbamazepina debe ser preparada semanalmente
a diferencia de la solucion stock de rosuvastatina la
cual puede mantenerse en refrigeracion hasta por
cuatro semanas.

Nirogi y col. [11] hacen referencia a HPLC-MS/
MS como la técnica de eleccion para los métodos de
cuantificacion de rosuvastatina y estatinas en general.
Adicional a los métodos validados mencionados en
la Tabla 2, existen otros basados en esta técnica [22-
24], cuya propuesta se diferencia en la determinacioén
simultdnea de rosuvastatina y sus metabolitos [23] y
con otras drogas [24]. Ningin método UPLC-MS/MS
para la determinacion de rosuvastatina, fue encontrado
en la literatura. Shah y col. [25] ofrecen igualmente
una metodologia para la determinacion simultanea con
atorvastatina pero basado en un método HPLC-UV.
Todas las detecciones por espectrometria de masas
aplicaban ESI en modo de ionizacion positivo [13-15,
22-24], a excepcion de un método donde se utilizo ESI
en modo negativo resultando favorable para el valor
de LOQ [16].

La guia de la FDA [19], fue la base para llevar
a cabo el proceso de validacidn, sin embargo, la
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Agencia Europea de Medicamentos (EMA) publicd
una guia sobre este topico [26], la cual entrd en
vigencia en febrero del 2012, y cuyos aportes pueden
ser igualmente considerados para la validacion de
métodos bioanaliticos.

CONCLUSION

Diversos parametros de validacion fueron
evaluados para establecer la fiabilidad del método
UPLC-MS/MS propuesto para la cuantificacion de
niveles plasmaticos de rosuvastatina. Los resultados
obtenidos muestran que el método es sensible,
selectivo, exacto, preciso y reproducible en el rango
de linealidad establecido (0,2 - 50 ng/mL), ademas
de mostrar estabilidad del analito en la matriz, en las
condiciones evaluadas. Las principales ventajas de este
método, ademas de ofrecer una buena sensibilidad, se
ven reflejadas en el bajo volumen de inyeccion, tiempo
de analisis corto y el empleo de un pequeiio volumen
de muestra para el andlisis lo cual resulta ventajoso
para su aplicacion en estudios farmacocinéticos, de
biodisponibilidad y bioequivalencia, de productos
que contengan rosuvastatina como principio activo.
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