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RESUMEN

En este trabajo se reporta la validación de un 
método UPLC-MS/MS para la determinación y 
cuantificación de rosuvastatina en muestras de plasma 
de origen humano empleando carbamazepina como 
estándar interno. La metodología analítica involucró 
inicialmente un proceso de extracción líquido-líquido 
de los analitos, utilizando dietil éter como solvente y 
posteriormente se realizó la separación cromatográfica 
utilizando una columna ACQUITY UPLC® BEH C18; 
1,7 µm; 2,1 mm x 100 mm (Waters®), y una fase móvil 
compuesta por metanol/ácido fórmico al 0,2 % (80:20, 
v/v). Para la detección se utilizó un espectrómetro 
de masas de triple cuadrupolo con electrospray 
en modo de ionización positivo. El método fue 
validado de acuerdo con las consideraciones de 
la Guía de la agencia del gobierno de los Estados 
Unidos responsable de la regulación de alimentos y 
medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés) sobre 
validación de métodos bioanalíticos. Bajo estas 
condiciones, el método analítico resultó selectivo, 
sensible, lineal (en el intervalo de concentración de 
0,2 a 50 ng/mL, r: 0,9991), exacto y preciso con un 
coeficiente de variación no mayor al 10 % para cada 
punto control. Todos los parámetros de validación 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 cuantificación de rosuvastatina en muestras de 

plasma humano.
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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 C18 column, 1.7 μm;  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.
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INTRODUCCIóN

La rosuvastatina es un fármaco de origen sintético 
y pertenece a la familia de las estatinas [1-3]. Esta 
familia de fármacos se considera el grupo de primera 
elección para el tratamiento de la hipercolesterolemia 
y dislipidemias, en virtud de su excelente tolerabilidad 
y eficacia sobre los parámetros lipídicos. Las 
estatinas son inhibidores selectivos y competitivos 
de la enzima 3-hidroxil-3-metilglutaril coenzima 
A (HMG-CoA) reductasa, siendo el hígado el sitio 
primario de acción [4,5]. Sus diferencias radican en 
sus estructuras químicas, perfi les farmacocinéticos y 
efi cacia hipolipemiante [1,4-6].

La rosuvastatina (Figura 1a) es una de las estatinas 
más recientes y posee varias características favorables, 
como baja liposolubilidad, poca tendencia a las 
interacciones farmacológicas con el citocromo P450 
y una potencia hipolipemiante superior, comparada 
con otras estatinas, esto debido a su elevada afi nidad al 
sitio activo de la enzima [1]. Dentro de las propiedades 
químicas de este fármaco destacan su carácter 
hidrofílico, debido a la presencia de grupos polares 
hidroxilos y un grupo metano sulfonamida que defi nen 
sus propiedades de solubilidad y farmacocinéticas [4,7].

Al igual que el resto de las estatinas, la 
rosuvastatina se absorbe rápidamente después 
de su administración oral,  presentando una 
biodisponibilidad de 20 %, una unión a proteínas 
plasmáticas de 90 % y una vida media de 
eliminación de 19 horas. Presenta un escaso 
metabolismo hepático, siendo excretada en gran 
parte como droga no modificada en las heces 
(aproximadamente el 90 %) y la parte remanente 
excretada por vía urinaria. Tanto la concentración 
plasmática máxima (Cmáx) como el área bajo 
la curva de la concentración plasmática versus 
tiempo (ABC) incrementan en proporción a 
la dosis administrada [4-6]. Los principales 
parámetros farmacocinéticos reportados para 
dosis orales de 20 y 40 mg de rosuvastatina se 
señalan en la Tabla 1.

La cromatografía líquida de alta eficiencia 
(HPLC, por sus siglas en inglés) en combinación 
con la espectrometría de masas en tándem 
(MS/MS) es la técnica analítica de elección 
para la cuantificación de estatinas en muestras 
biológicas, especialmente en plasma, debido a 
los bajos niveles plasmáticos que muestran estos 
fármacos [11]. En la Tabla 2, se describen algunos 
aspectos de interés de diversos métodos [12-16] 
que han sido reportados para la cuantificación 
de rosuvastatina en plasma y aplicados para 
caracterizar perfiles farmacocinéticos en estudios 
clínicos y de bioequivalencia para diferentes 
dosis orales.
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Fig. 1. Estructuras de: a) rosuvastatina y b) carbamazepina 
(estándar interno).

TABLA 1
Parámetros farmacocinéticos de rosuvastatina.

Cmáx: concentración plasmática máxima, tmáx: tiempo máximo, ABC: 
área bajo la curva concentración plasmática versus tiempo.
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TABLA 2
Algunos métodos para la cuantifi cación de rosuvastatina en plasma.

IS: estándar interno, Vol: volumen, Tr: tiempo de retención, Tc: tiempo de corrida, ELL: extracción líquido-líquido, LC-MS/MS: cromatografía líquida 
acoplada a espectrometría de masas tándem, ESI: ionización electrospray. 

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

Considerando las ventajas que ofrece la 
cromatografía líquida de ultra resolución  y partiendo 
de los datos reportados en la literatura para los diversos 
métodos LC-MS/MS validados, en este trabajo se 
presenta la validación de un método UPLC-MS/MS 
para la cuantifi cación de rosuvastatina en muestras de 
plasma humano, que permita ofrecer nuevas ventajas 
sobre los métodos de cromatografía convencional ya 
existentes.

La validación del método se realiza según los 
parámetros establecidos en la Guía para la Industria 
de la FDA [19]. Justamente, el proceso de validación 
es el que puede demostrar objetivamente la calidad y 
fi abilidad de un método analítico, ya que a partir de 
este proceso se establece el cumplimiento de criterios 
mínimos de aceptación, que fi nalmente denotan su 
aplicabilidad para el fi n propuesto [20,21]. 

MATERIALES Y MÉTODOS

1. Reactivos. Se empleó un estándar secundario 
de rosuvastatina cálcica con potencia de 97,8 % 
b.t.c. (Proveedor CHEMO S.A.); materia prima que 
cumple especifi caciones de calidad, proporcionado por 
Laboratorios Recalcine S.A., Chile. La carbamazepina 
(Figura 1b) se seleccionó como estándar interno (IS, 
por sus siglas en inglés), fue adquirida como estándar 
primario en Sigma-Aldrich y posee una potencia de 
99,6 %. Este IS fue adecuado ya que no interfi ere con 
la detección de rosuvastatina, se diferencia claramente 
y aparece muy próximo a dicho analito. El dietil éter, 
ácido fórmico, acetato de amonio, ácido acético, 
metanol y agua para cromatografía se adquirieron en 
Merck, Chile.

2. Equipos. Se empleó el sistema ACQUITYTM 
UPLC (Ultra Performance LC) de Waters, Milford, 
MA, EE.UU. Este sistema estuvo acoplado a un 
espectrómetro de masa/masa, el Micromass Quattro 
Micro triple quadrupole spectrometry de Waters, 
Milford, MA, EE.UU; equipado con una fuente 
de ionización electrospray (ESI). La adquisición y 
análisis de los datos se llevó mediante el software 
MassLynxTM.

Rojas y col./Rev Fac Farm. 2013; 55 (2): 11-19
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3. Soluciones estándares y muestras de control 
de calidad. La solución madre de rosuvastatina fue 
preparada con metanol a una concentración fi nal de 
100 μg/mL. De esta solución se preparó una solución 
intermedia de trabajo de 2 μg/mL y a partir de ella 
se prepararon 7 soluciones estándares de trabajo de 
rosuvastatina con concentraciones de 2, 10, 50, 150, 
250, 350 y 500 ng/mL. Estas soluciones estándares 
fueron empleadas posteriormente para enriquecer 
las muestras de plasma requeridas para la curva de 
calibración y obtener fi nalmente concentraciones de 
0,2; 1; 5; 15; 25; 35 y 50 ng/mL.

La solución madre de carbamazepina se preparó 
con metanol para obtener una concentración fi nal 
teórica de 100 μg/mL. A partir de diluciones 
adecuadas de esta solución madre en agua, se 
preparó una solución fi nal estándar de trabajo del 
IS de 50 ng/mL. Adicionalmente, se prepararon 
soluciones estándares 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 refrigeración a 
4°C y protegidas de la luz hasta su uso.

4. Preparación de las muestras. El plasma 
utilizado en la validación de la metodología fue donado 
por el banco de sangre del Hospital San Juan de Dios, 
Santiago, Chile.  Las muestras de concentración 
conocida de rosuvastatina en plasma utilizadas en 
la validación, se prepararon de la siguiente  manera; 
muestra blanco (200 μL de plasma sin IS), muestra cero 
(200 μL de plasma más 20 μL de solución de trabajo del 
IS), muestras de la curva de calibración y QC (180 μL 
de muestras de plasma libre de principio activo, 20 μL 
de la solución estándar de trabajo correspondiente y 20 
μL de solución de trabajo del IS). Todas las muestras 
anteriormente descritas fueron sometidas a un proceso 
de extracción líquido-líquido de acuerdo al esquema 
de la Figura 2.

5.  Condiciones  cromatográf icas  y  de 
espectrometría de masas.  La separación 
cromatográfica se llevó a cabo en una columna 
ACQUITY UPLC® BEH C18 1,7 µm; 2,1 mm x 100 
mm. La fase móvil consistió de una mezcla de metanol/
ácido fórmico 0,2 % (80:20, v/v) y se utilizó un fl ujo 
de 0,1 mL/min el cual fue apropiado para el análisis 
de las muestras. El volumen de inyección fue de 7 µL 
y el tiempo de corrida fue de 4 minutos. El análisis de 
detección fue llevado a cabo en el modo de ionización 
positivo y se empleó nitrógeno como gas de cono y de 
desolvatación, y el argón como gas de colisión. Las 

muestras fueron analizadas empleando la transición 
m/z 482 > 258 para la detección de rosuvastatina y 
237 > 194 para el IS. 

6. Método de Validación. El método propuesto 
fue validado tomando en cuenta los parámetros de 
selectividad, linealidad, límite de detección, límite de 
cuantifi cación, precisión y exactitud intra- e inter-día, 
recuperación y estabilidad; según lo establecido en la 
Guía de la FDA [19].

La selectividad respecto a la matriz (plasma) 
fue evaluada mediante el análisis de seis muestras 
diferentes de plasma y así determinar la presencia 
de interferencias en los tiempos de retención de 
rosuvastatina y el IS. Las muestras fueron tratadas 
de acuerdo al procedimiento de extracción señalado 
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 fi jó 
tomando como referencia farmacocinética la Cmáx 
para una dosis de 20 mg. Para evaluar la correlación 
lineal de este intervalo de concentración se incluyó 
en el análisis una muestra blanco, una muestra 
cero y las 7 muestras de plasma con los niveles de 
concentración establecidos en el apartado 3, para la 
curva de calibración. La muestra blanco y muestra cero 
se inyectaron tres veces y las muestras de cada nivel 
de concentración se inyectaron por quintuplicado. 
Finalmente, se determinó el coefi ciente de correlación 
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Fig. 2. Tratamiento de las muestras.
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mediante la representación gráfi ca del promedio de la 
relación de áreas rosuvastatina/carbamazepina versus 
la concentración teórica.

El límite de detección (LOD) fue evaluado 
considerando que debía corresponder cuantitativamente 
a 3 veces el ruido. Para ello se estimó el LOD teórico 
(0,050 ng/mL) y se prepararon cinco muestras de plasma 
que tuviesen una concentración fi nal lo más cercana a 
dicho valor. Posteriormente, se compararon las relaciones 
de áreas de estas muestras con las de muestras cero.

Para evaluar el límite de cuantifi cación (LOQ) se 
analizó la menor cantidad de analito que el método 
es capaz de cuantifi car con precisión y exactitud, 
considerando como LOQ la concentración más baja 
establecida en la curva de linealidad del sistema 
(0,2 ng/mL). Además, la respuesta para el límite de 
cuantifi cación debía corresponder a más de 5 veces 
la repuesta de la muestra cero.

En cuanto a los ensayos de precisión y exactitud 
intra- e inter-día, se evaluaron los tres niveles de 
concentración de muestras QC (0,5; 15 y 35 ng/mL), 
realizando cinco replicas para cada nivel y procesadas 
durante tres días distintos y con analistas diferentes, 
en los cuales se preparaba una curva de calibración 
independiente cada día. La exactitud fue expresada 
por el % de error relativo (ER) y la precisión por el 
coefi ciente de variación (CV).

La recuperación de la rosuvastatina fue evaluada 
mediante la comparación del promedio de las 
relaciones de áreas obtenidas de muestras QC (en sus 
tres niveles de concentración), preparadas en triplicado 
según el procedimiento establecido, con las relaciones 
de áreas de muestras enriquecidas después del proceso 
de extracción, 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 
sólo dos niveles de concentración; bajo (0,5 ng/mL) 
y alto (35 ng/mL). Se prepararon sufi cientes 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 (exposición 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 período de 4 semanas), post-
preparación (estabilidad en el automuestreador por un 
período de 24 horas) y la estabilidad de las soluciones 
stock y de trabajo, tanto de rosuvastatina como del IS.

Los análisis estadísticos establecidos para cada 
uno de los parámetros de validación se realizaron 
empleando el programa Excel Microsoft Offi ce.

RESULTADOS

Las condiciones cromatográficas establecidas 
permitieron obtener una adecuada selectividad, ya 
que no se detectó en las muestras de plasma blanco 
analizadas algún compuesto o sustancia endógena 
que pudiera interferir significativamente con la 
cuantifi cación 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 fortifi cada con IS y 
rosuvastatina a nivel de LOQ, QC bajo, medio y alto. 
El tiempo de retención para la rosuvastatina y el IS 
fue de 2,9 min y 3,0 min, respectivamente.

El método fue lineal en el rango de concentraciones 
evaluada para rosuvastatina (0,2 - 50 ng/mL). La 
curva de calibración para rosuvastatina fue construida 
usando la relación de áreas (RA) de analito/estándar 
interno versus las concentraciones de analito, mostrada 
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Fig. 3. Cromatogramas MRM característicos 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 retención, eje 
Y: abundancia relativa.
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en la Figura 4. Se realizó el análisis de regresión 
lineal (r: 0,9991), existiendo una correlación tipo 
polinómica entre la concentración de rosuvastatina y 
la respuesta del equipo, para el intervalo establecido. 
Con la ecuación obtenida se calcularon los valores de 
concentración experimental y se determinó el CV para 
cada nivel, cuyos valores fueron todos menores a 13,50 
% (límite de aceptación 15 %). Para el IS, el resumen 
estadístico de 38 réplicas muestra un CV de 10,48 %.

El  LOD es t imado fue  de  0 ,05 ng/mL, 
correspondiendo a una señal equivalente a más de 
3 veces la señal de ruido. La valoración del LOD 
presentó un CV de 18,80 % y un ER de 8,6 %.

El límite de cuantifi cación del método establecido 
fue de 0,2 ng/mL y constituye la concentración más 
baja establecida en la curva de linealidad del sistema. 
El método fue capaz de cuantifi car con precisión y 
exactitud este nivel de concentración, mostrando 
un CV de 5,28 % y un ER de 12,27 % (límite de 
aceptación ˂20 %, tanto para CV y ER).

Para evaluar la exactitud, se compararon los 
valores de concentración obtenidos con el valor teórico 
y se calculó el ER para cuatro niveles de concentración 
(LOQ, QC bajo, medio y alto). Para la precisión 
se calculó el CV a partir de las concentraciones 
experimentales de cada nivel. Los resultados obtenidos 
para los ensayos intra- e inter-día se muestran en la 
Tabla 3, donde se observa que todos se encuentran 
dentro de los límites de aceptación (CV, ER ˂ 20 % para 
LOQ y CV, ER ˂15 % para QC bajo, medio y alto).

Los resultados del ensayo de recuperación, luego 
de comparar las relaciones de áreas de las muestras 
QC estudiadas (3 muestras, para cada nivel de 
concentración) con las muestras equivalentes al 100 
%, refl ejaron una recuperación promedio de 74,38; 
86,06 y 98,77 % para los niveles de concentración de 
0,5; 15 y 35 ng/mL, respectivamente.

Finalmente, la estabilidad de la rosuvastatina y el 
IS en las muestras de plasma se evaluó 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 preparación, para determinar la 
estabilidad bajo diferentes condiciones. Estos 
resultados se presentan en la Tabla 4. 

Adicionalmente, se evaluó 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 período de 
hasta 4 semanas. Las soluciones de rosuvastatina 
permanecieron estables luego de un mes de su 
preparación. Por el contrario, las soluciones de 
carbamazepina fueron estables solo por una semana.

DISCUSIóN

El análisis por espectrometría 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 transición 
m/z 482 > 258 para la detección de rosuvastatina. 
Un estudio publicado en el 2007, por Gao y col. [16] 
reporta una transición diferente (m/z 480 > 418), esto 
debido a que la detección fue realizada en el modo de 
ionización negativo, a diferencia del resto de métodos 
publicados cuya ESI se aplicó en el modo de ionización 
positivo.
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TABLA 4
Estabilidad de la rosuvastatina en la matriz bajo 

condiciones específi cas.

ER: error relativo.

Fig. 4. Representación gráfi ca de la linealidad del sistema.

TABLA 3
Datos de precisión y exactitud intra- e inter-día para el 

análisis de rosuvastatina en plasma.

n: número de muestras (n= 5), ER: error relativo, CV: coefi ciente de 
variación, DE: desviación estándar.
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En cuanto a los aspectos cromatográficos, el 
método UPLC-MS/MS solo requirió un volumen de 
inyección de 7 µL, esto se traduce en inyecciones de 
bajo volumen con un mínimo 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 análisis fue de 200 µL, más 
bajo que otros métodos [13-15,22], siendo relevante 
en el caso de estudios clínicos farmacocinéticos, de 
biodisponibilidad y bioequivalencia, beneficiando a 
los sujetos de la investigación, ya que se requeriría 
tomar un bajo volumen de muestra sanguínea, 
debido a que por cada mL de sangre se logra obtener 
aproximadamente entre 0,5 y 0,6 mL de plasma. El 
tiempo de análisis también fue corto comparado con 
métodos previos, lo cual conlleva a una reducción en 
el consumo de solventes y aumento en el rendimiento 
y productividad; por ende de gran valor para muchos 
laboratorios analíticos.

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

Para el método propuesto, la correlación tipo 
polinómica describe la relación entre las relaciones 
de áreas y la concentración de rosuvastatina, con 
un coeficiente de correlación (r) igual a 0,9991 que 
sugiere una aceptable relación entre la respuesta 
del instrumento y las concentraciones conocidas de 
rosuvastatina. Un CV menor de 13,50 % para todos los 
niveles de concentración, indica que el instrumento es 
preciso bajo las condiciones de análisis 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 valoración se logró realizar con 
precisión 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 precisión y exactitud. Sin embargo, este valor de 
LOQ pudiera ser más bajo considerando la precisión 
y exactitud obtenida para la valoración del LOD, pero 
para su aplicación 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 

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

Los porcentajes de recuperación de acuerdo a 
la FDA no necesitan ser del 100 %; este método 
muestra valores de 74 a 99 % de recuperación, para 
los diferentes niveles de concentración, 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 química luego de someterse a tres ciclos 
de congelamiento y descongelamiento, lo cual es 
importante cuando se requiera congelar las muestras 
para análisis posteriores. Igualmente, la estabilidad 
no se ve afectada durante la manipulación en períodos 
cortos (6 h a temperatura ambiente), en períodos largos 
de almacenamiento de hasta cuatro semanas a -20 °C y 
en el automuestreador del equipo por 24 h. Todo esto 
garantiza que la rosuvastatina se mantendrá estable 
en la matriz, y bajo las condiciones establecidas en 
el contenedor de almacenamiento. La solución stock 
de carbamazepina debe ser preparada semanalmente 
a diferencia de la solución stock de rosuvastatina la 
cual puede mantenerse en refrigeración hasta por 
cuatro semanas. 

Nirogi y col. [11] hacen referencia a HPLC-MS/
MS como la técnica de elección para los métodos de 
cuantificación 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 determinación 
simultánea de rosuvastatina y sus metabolitos [23] y 
con otras drogas [24]. Ningún método UPLC-MS/MS 
para la determinación de rosuvastatina, fue encontrado 
en la literatura. Shah y col. [25] ofrecen igualmente 
una metodología para la determinación simultánea con 
atorvastatina pero basado en un método HPLC-UV. 
Todas las detecciones por espectrometría de masas 
aplicaban ESI en modo de ionización positivo [13-15, 
22-24], a excepción de un método donde se utilizó ESI 
en modo negativo resultando favorable para el valor 
de LOQ [16].

La guía de la FDA [19], fue la base para llevar 
a cabo el proceso de validación, sin embargo, la 
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Agencia Europea de Medicamentos (EMA) publicó 
una guía sobre este tópico [26], la cual entró en 
vigencia en febrero del 2012, y cuyos aportes pueden 
ser igualmente considerados para la validación de 
métodos bioanalíticos.

CONCLUSIÓN

Diversos parámetros de validación fueron 
evaluados para establecer la fiabilidad del método 
UPLC-MS/MS propuesto para la cuantificación de 
niveles plasmáticos 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), además 
de mostrar estabilidad del analito en la matriz, en las 
condiciones evaluadas. Las principales ventajas de este 
método, además de ofrecer una buena sensibilidad, se 
ven reflejadas en el bajo volumen de inyección, tiempo 
de análisis corto y el empleo de un pequeño volumen 
de muestra para el análisis lo cual resulta ventajoso 
para su aplicación en estudios farmacocinéticos, de 
biodisponibilidad y bioequivalencia, de productos 
que contengan rosuvastatina como principio activo.
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