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Resumen

En este trabajo se desarrolló y se validó un método indicador de estabilidad por 
cromatografía líquida, para ser aplicado al estudio cinético de Rosuvastatina cálcica 
en diferentes valores de pH y temperatura. Se seleccionaron las siguientes condi-
ciones cromatográficas: columna C18, 50 × 4,6 mm y 3,5 µm de tamaño de partí-
cula; fase móvil MeOH: agua-0,1% TFA, temperatura de la columna 25 °C, y velo-
cidad de flujo 1 mL/min. El método validado presentó una adecuada repetibilidad y 
precisión intermedia y una recuperación superior al 98%. Por otra parte, el método 
fue lineal en el rango de 10 a 150 ppm. En condiciones ácidas, se identificaron tres 
posibles productos de degradación: Rosuvastatina lactona, Rosuvastatina antiisó-
mero y Rosuvastatina lactona antiisómero; y en condiciones de degradación con la 
luz se identificaron dos posibles productos mayoritarios. El método validado puede 
ser empleado en estudios de estabilidad y de degradación cinética del fármaco.

Palabras clave: Rosuvastatina cálcica, método indicativo de estabilidad, cinética de 
degradación, energía de activación, validación de métodos.
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Summary

Development and validation of a stability indicating analytical 
hplc method for the quantification of Rosuvastatin calcium

In this work, a liquid chromatography stability-indicating method was development 
and validated to be applied at study the hydrolytic behavior of Rosuvastatin calcium 
in different pH values and temperatures. The selected chromatographic conditions 
were a column C18 50 × 4.6 mm and 3.5 µm. The mobile phase was Methanol: 
Water-1% TFA; 25 °C column temperature and flow rate 1 mL/min. The valida-
tion method exhibited an adequate repeatability and intermediate precision and a 
recovery higher than 98%. Furthermore, the method was lineal in range of 10 to 150 
ppm. Under acidic conditions, three degradation products possible were identified 
as Rosuvastatin lactone, Rosuvastatin anti-isomer and Rosuvastatin lactone anti-
isomer, with light were identified two major decomposition products. The validated 
method can be used in the stability studies and drug degradation kinetics. 

Key words: Rosuvastatin calcium, stability-indicating method, degradation kinetic, 
activation energy, validation of methods.

Introducción

Uno de los últimos fármacos de la familia de las estatinas en salir al mercado fue la Rosuvas-
tatina cálcica (ROSUCa), cuyo uso fue aprobado por primera vez en Holanda en el 2002 
y a partir de esta fecha, aprobada en otros 23 países [1]. La ROSUCa se obtiene por sín-
tesis, mediante la saponificación de tert-butil-(3R-5S)-7-[4-(4-flurofenil)-6-isopropil-
2-(N-metil-N-metano sulfonil aminopirimidina-5-yl)]-3,5-dihidroxi 6 heptanoato [2].

La ROSUCa se comercializa en la forma de sal cálcica. La vía de administración es 
peroral, en forma de tabletas o cápsulas, ya que se absorbe a través de la mucosa gastro-
intestinal, sin verse interferida por los alimentos. Tras la administración de una dosis 
única alcanza la concentración plasmática máxima entre las tres y las cinco horas, obte-
niéndose una biodisponibilidad cercana al 20%. Se distribuye por todo el cuerpo, ya 
que la unión a proteínas plasmáticas, principalmente a albúminas, es cercana al 88% y 
se metaboliza en el hígado, fundamentalmente por la vía de citocromo P450 [3, 4].

Estudios realizados sobre la estabilidad de la ROSUCa muestran que se degrada fácil-
mente en soluciones ácidas, en soluciones expuestas a luz directa y en condiciones de 
oxidación [5]. Algunos de los productos de degradación han sido identificados como 
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Rosuvastatina lactona metil éster, Rosuvastatina lactona, Rosuvastatina metil éster y 
Rosuvastatina antiisómero [6]. 

Se han desarrollado varios métodos indicativos de estabilidad para la cuantificación de 
ROSUCa [5-8]. Sin embargo, en algunos de ellos, los tiempos de análisis son demasia-
dos largos para una aplicación de rutina en el laboratorio, y en otros, donde los tiem-
pos son adecuados, se emplean equipos uplc, lo cual constituye una limitante para los 
laboratorios que no poseen equipos con esta tecnología.

El objetivo de esta investigación es el de desarrollar y validar un método práctico para 
la cuantificación de ROSUCa por cromatografía líquida de alta eficiencia (clae, 
hplc), tomando como referencia lo establecido en la guía ICHQ2(R) [9], que pueda 
ser empleado en estudios de la degradación cinética de la ROSUCa en función de la 
temperatura y el pH, o en estudios de estabilidad acelerada o natural de este fármaco.

Propiedades fisicoquímicas de la Rosuvastatina

El nombre (iupac) sistemático de la ROSUCa es Calcium (E, 3R, 5S)-7-[4-(4-(4-
fluorophenyl)-2-(methyl-methylsulfonylamino)-6-propan-2-ylpyrimidin-5-yl)]-3,5 
dihydroxyhet-6-enoate, que corresponde a la fórmula condensada CaH54F2N6O12S2, 
cuya fórmula estructural se presenta en la figura 1.
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Figura 1. Fórmula estructural de la Rosuvastatina cálcica.
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La ROSUCa es un polvo blanco a crema, ligeramente higroscópico. Es poco soluble en 
agua y en metanol y ligeramente soluble en etanol. La solubilidad en agua a una tempe-
ratura de 23 °C es de 8 mg/mL [10]. La solubilidad de la ROSUCa fue determinada a 
pH de 1,2, 4,5 y 6,8, y se reportó que es ligeramente soluble en agua y a pH 6,8 y muy 
poco soluble a pH 1,2 y 4,5 [11]. Tiene un coeficiente de reparto octanol/agua de 0,13 
a pH 7,2, un pKa de 4,5 a 25 °C y un pH entre 7,5 y 8,3 en solución acuosa. La rotación 
óptica en una solución de metanol al 2,0% a 25 °C está entre +5,5° y +7,5° [10].

Metodología

Equipos

Los análisis se realizaron en un cromatógrafo líquido marca Merck Lachrom Elite con 
detector de arreglo de diodos (DAD), usando una Columna Waters Symmetry C18 de 
50 × 4,6 mm, y un tamaño de partícula de 3,5 µm. Para los análisis por espectrometría 
de masas se empleó un equipo Shimadzu LCMS-2010 EV, modelo SCL-10AVP con 
un flujo de gas del nebulizador de 1,5 L/min, temperatura del bloque de calentamiento 
250 °C, detector de voltaje 1,50 Kvaltz, Qarray RFi voltaje 150V, CDL voltaje 200 V.

Reactivos

Estándar de Rosuvastatina cálcica working estándar, estándar de Rosuvastatina antii-
sómero, estándar de Rosuvastatina lactona (suministrados por MSN Lab.); metanol 
grado hplc (MeOH), acetonitrilo grado reactivo (ACN), ácido clorhídrico, hidróxido 
de sodio, peróxido de hidrógeno, cloruro de sodio, acetato de sodio, ácido acético, fos-
fato de potasio (Merck Chemicals); ácido trifluoracético (TFA) (Sigma Aldrich), via-
les ámbar para hplc, filtros jeringas tipo nylon, material volumétrico clases A y B de 
volúmenes adecuados.

Estandarización del sistema cromatográfico

Existen diferentes métodos publicados que se pueden usar como indicativo de estabi-
lidad de ROSUCa; sin embargo, ellos poseen ciertas desventajas, pues solo identifican 
uno o dos productos de degradación [6, 8] y las corridas cromatográficas son extensas, 
requiriendo demasiada inversión en tiempo y en consumo de reactivos [7, 12]. De los 
métodos consultados se tomaron los aspectos más relevantes como fase móvil, flujo, 
longitud de onda, y se fueron adaptando con el fin de obtener el cumplimiento de los 
parámetros críticos como resolución, platos teóricos, factor de asimetría para cumplir 
con la idoneidad del sistema. 
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Estandarización del método de extracción

Para obtener una buena recuperación del fármaco, se debe tener un conocimiento claro 
de sus propiedades fisicoquímicas, como solubilidad, pKa, coeficiente de reparto octa-
nol/agua y pH; además, se debe escoger un solvente que no produzca interacción con 
el fármaco. Para la selección de la solución diluyente, se sometió la ROSUCa a degrada-
ción en medio ácido, y las soluciones degradadas se trataron con soluciones diluyentes 
(SD), agua: ACN en proporción 1:1 y agua: MeOH en proporción 1:1, respectiva-
mente. Los resultados mostraron que con la solución diluyente que contiene metanol se 
forman más productos de degradación, posiblemente por la interacción entre el grupo 
OH de metanol con el grupo ácido carboxílico de la ROSUCa para formar el éster 
correspondiente [12]. En este caso, la mejor solución diluyente es donde se emplea un 
solvente aprótico, como es el caso de ACN, para evitar la interacción que pueda tener 
el solvente con el grupo ácido carboxílico de la molécula de ROSUCa. Además, esta 
solución diluyente mantiene la estabilidad de la muestra y el estándar, permitiendo una 
buena recuperación del fármaco [7].

Selectividad

La selectividad se evaluó respecto a la solución diluyente y frente a soluciones de dife-
rentes pH como 1,2, 2,5, 3,5, 4,5, 6,8 y 8,0. Además, se realizó la degradación forzada 
del fármaco en condiciones ácidas, básicas, oxidativas (peróxido de hidrógeno), en luz 
solar directa y bajo luz ultravioleta a 255 y 360 nm.

Linealidad

La linealidad se evaluó según la guía ICH2QR [9], y se determinó al preparar solucio-
nes de ROSUCa en solución diluyente con las siguientes concentraciones: 10, 20, 50, 
80, 100, 120, 150 ppm. 

Precisión

La repetibilidad se evaluó como lo recomienda la usp 36, sobre tres niveles de concen-
tración y tres réplicas de cada nivel, en un rango de soluciones de 10 a 150 ppm. La pre-
cisión intermedia se evaluó para dos analistas en dos días diferentes a la concentración 
nominal de 100 ppm.

Exactitud

La evaluación de este parámetro se determinó mediante el porcentaje de recuperación 
para tres niveles de concentración: 10%, 100% y 150%, que cubre el rango de la linea-
lidad. La exactitud se evaluó en los pH de 1,2, 4,5 y 8,0.
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Límites de cuantificación (LOQ) y detección (LOD)

Los valores de LOQ y LOD, se estimaron a partir del nivel inferior de la exactitud (10 
ppm) a partir de las ecuaciones (1) y (2), donde Cstd es concentración del estándar y 
S/N es la relación señal/ruido.

LOQ Cstd S
N

= ∗ 10
 (1)

LOD Cstd S
N

= ∗ 3
 (2)

Resultados y discusión

Idoneidad del sistema 

Para verificar la idoneidad del sistema se preparó una solución de ROSUCa a una con-
centración de 0,2 mg/mL, que se sometió a hidrólisis ácida con el objetivo de generar 
el producto de degradación de Rosuvastatina antiisómero. La resolución entre ambos 
picos fue mayor a 2,0, el número de platos teóricos (N) fue mayor a 1.500, el factor de 
cola fue menor de 2,0, y el coeficiente de correlación para la curva de calibración de 
estándar fue mayor a 0,99. Los valores obtenidos cumplen con los criterios establecidos 
en el capítulo 621 de la usp 36 [13]. 

Estandarización del método cromatográfico

Tomando como referencia la bibliografía consultada [6, 8, 11] y después de realizar 
diversas modificaciones a las condiciones cromatográficas, se seleccionaron las siguien-
tes: columna C18 encapada, de 50 × 4,6 mm y 3,5 micrómetros de tamaño de partí-
cula, el flujo de 1,0 mL/min, 30 °C de temperatura, y 10 µL de volumen de inyección. 
La fase móvil fue MeOH: agua-0,1% TFA, (1:1). Se empleó un detector UV-DAD 
con una longitud de onda fija de 243 nm. 

Estandarización en la preparación de estándar y muestras

Se transfirió aproximadamente 100 mg de ROSUCa, exactamente pesados, a una volu-
métrica de 100 mL ámbar, se adicionó 20 mL de ACN, se agitó manualmente hasta la 
disolución total y se llevó a volumen con SD. Se seleccionó la solución diluyente (SD) 
agua: ACN en la proporción 1:1, porque en esta solución la ROSUCa presenta una 
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buena solubilidad y no presenta interferencia; además, la estabilidad en esta solución a 
temperatura ambiente es de 36 horas [7]. De la solución inicial se tomaron diferentes 
alícuotas para preparar la curva de calibración a concentraciones de 10, 100 y 150 ppm; 
la solución muestra se preparó a una concentración de 100 ppm. La solución estándar 
y la muestra se pasaron por filtros jeringa de nylon de 0,45 micrómetros; se seleccionó 
este filtro porque se encontró que no produce retención del activo [7]. Para evitar que 
se produzca degradación del activo se protegieron de la luz directa el material de vidrio 
usado para almacenar las soluciones muestras y estándar.

Selectividad

El análisis de los cromatogramas obtenidos para evaluar la selectividad frente a las 
soluciones buffer, frente a soluciones de estándar de impurezas como Rosuvastatina 
antiisómero y Rosuvastatina lactona, y frente a soluciones de muestra en diferentes 
condiciones de degradación, como fueron condiciones ácidas, básicas, calor, oxidati-
vas y fotolíticas, permiten concluir que las soluciones y los productos de degradación 
generados bajo cada una de las condiciones no interfieren con la señal correspondiente 
al activo (figuras 2 y 3).

En la tabla 1 se resumen los porcentajes de degradación obtenidos para cada señal y el 
porcentaje de degradación remanente para la ROSUCa, así como los trr (tiempos de 
retención relativo) para cada compuesto de degradación y la pureza espectral de pico de 
la ROSUCa. La ROSUCa resultó ser estable en condiciones básicas y térmicas. 

El cromatograma correspondiente a la hidrólisis ácida (figura 3a) presenta cuatro seña-
les: aproximadamente a los 6,4 min, aparece la señal correspondiente a la ROSUCa; y 
con trr de 1,18, 1,37 y 1,49 min, aparecen los posibles compuestos de Rosuvastatina 
antiisómero, Rosuvastatina antiisómero lactona y Rosuvastatina lactona, respectiva-
mente. Estos compuestos coinciden con los reportados en la literatura bajo las condi-
ciones descritas [14]. Esta solución se evaluó por espectrometría de masas, en donde 
se encontró que la señal correspondiente a la ROSUCa presenta un pico base con m/z 
de 482, que coincide con el peso molecular de la ROSUCa; la señal correspondiente 
a la Rosuvastatina antiisómero produce un pico base con m/z 482 y la señal corres-
pondiente a la Rosuvastatina lactona produce un pico base con m/z 464, debida a la 
ciclación entre el grupo OH y el grupo carboxílico y la pérdida de una mol de agua 
para producir la lactona correspondiente. La señal presenta un pico base con m/z 464, 
posiblemente corresponde al compuesto Rosuvastatina antiisómero lactona [15]. En 
los espectros ultravioleta para la ROSUCa y los productos de degradación mayoritarios 
bajo las condiciones ácidas, se observa un similar máximo de absorción a los 243 nm 
(figuras 2b, c y d). 
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Figura 2. Selectividad frente a las soluciones y frente a los estándares de impurezas. (a) Selectividad 
frente a las soluciones buffer (pH 1,2 a 8,0). (b) Cromatograma de la solución de ROSUCa. (c) Cro-
matograma de la solución de Rosuvastatina lactona. (d) Cromatograma de la solución de Rosuvasta-
tina antiisómero. (e) Cromatograma de la solución mixta de estándares de ROSUCa, Rosuvastatina 
antiisómero y Rosuvastatina lactona.
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Figura 3. Selectividad frente a los productos de degradación. (a) Hidrólisis ácida. (b) Hidrólisis bá-
sica. (c) Degradación térmica. (d) Oxidación. (e) Degradación fotolítica a 255 nm. (f ) Degradación 
fotolítica a 366 nm. 
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La ROSUCa en solución resultó ser muy inestable cuando se somete a una radiación 
de 255 nm, originando dos productos de degradación principales con un porcentaje de 
6,8% y 6,1% y tiempos de retención relativos de 2,34 y 2,71, respectivamente. Los por-
centajes de los productos de degradación cuando se somete la ROSUCa a una radia-
ción de 366 nm, son de 46,6% y 42,8% y los espectros obtenidos presentan un máximo 
de 314 nm (figura 3f ). Estos productos posiblemente se deben a la transformación 
fotoquímica de la ROSUCa en solución acuosa, proceso que ha sido estudiado y ha 
permitido la identificación de cuatro productos de degradación, dos de los cuales son 
mayoritarios y consisten en una mezcla diastomérica de dos especies, las cuales presen-
tan una máxima absorbancia en el espectro UV a 314 nm [16]. Los dos diastereoisóme-
ros formados presentan la misma masa molecular de la ROSUCa con un ion molecular 
con m/z 482 [14].

Linealidad 

La figura 4 muestra la curva de calibración para la linealidad, según las guías 
ICHQ2(R). Como se muestra en la tabla 2, la prueba t para un nivel de confianza 
del 95% y n-2 grados de libertad indican que estadísticamente hay proporcionalidad 
entre la concentración y la respuesta analítica para el rango comprendido entre 10 y 
150 ppm. También muestra que la pendiente es estadísticamente diferente a cero y el 
intercepto no es estadísticamente diferente de dicho valor. Todo lo anterior indica que 
para el modelo lineal propuesto, los errores sistemáticos no afectan la linealidad.
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Figura 4. Curva de calibración de la linealidad. 
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Tabla 2. Prueba t de Student para la linealidad.

Parámetro Hipótesis nula texp ttab (19; 0,05) Concepto

Intercepto (b) Ho: b = 0 1,526 2,093 Se acepta la hipótesis 
nula

Pendiente (m) Ho: m = 0 103,179 2,093 Se rechaza la 
hipótesis nula

Correlación (r) Ho: r = 0 52,9 2,093 Se rechaza la 
hipótesis nula

Los resultados de la prueba anova (tabla 3), indican que no hay dispersión estadística-
mente significativa entre los resultados de las réplicas de las distintas concentraciones, 
corroborando el cumplimiento de la linealidad de la metodología.

Tabla 3. Prueba anova para la linealidad.

Fuente de
variación 

(fv)

Grados de 
libertad 

(gl)

Sumatoria de
cuadrados (sc)

Cuadrado
medio (cm) Fexp Ftab

Regresión 1 3781160864785 3,78116E + 12 10645,81929 F1-tablas 0,95,1,19 
= 4,38

Error 19 6748382107 355178005,6 -- --

Desvío 
linealidad 5 5,92451E + 11 1,18E + 11 2,83E + 00 F2-tablas 0,95,5,14 

= 2,96

Error 
puro 14 5,85708E + 11 41836283804 -- --

Total 20 4,96607E + 12 3,94184E + 12 -- --

Precisión

Como se muestra en la tabla 4, el análisis de varianza, mediante un test F para la preci-
sión intermedia, indica que no se presentan diferencias estadísticamente significativas 
por realizar el análisis en días diferentes o con analistas diferentes [17].
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Tabla 4. Prueba anova para la precisión intermedia.

Fuentes de 
variación

gl (grados 
de libertad)

sc (suma de 
cuadrados)

cm (cuadrado 
medio) Fexp Ftab

Analista 1 0,76775384 0,76775384 0,41601553 5,318

Día 1 0,11511084 0,11511084 0,06237403 5,318

Analista × día 1 1,74155102 1,74155102 0,94367782 5,318

Error 8 14,7639457 1,84549322  

Total 11    

Exactitud

Las soluciones a pH 1,2, 4,5 y 8,0, se prepararon adicionando 1 mL de cada solución 
buffer a la solución final de muestra y aforadas en solución diluyente; este procedi-
miento se realizó a temperatura entre 2 °C y 5 °C. Las muestras se inyectaron en el 
menor tiempo posible para evitar la degradación. La tabla 5 muestra que el porcentaje 
de recuperación en las soluciones fue superior al 98,0% e inferior al 102,0%. Para la 
prueba t de Student, se puede apreciar que el valor calculado es menor que el tabulado; 
por tanto, se acepta la hipótesis nula (Ho) y se afirma que no existe diferencia estadís-
ticamente significativa entre los datos y el 100%. La prueba de Cochran muestra que 
existe homogeneidad entre las varianzas para los diferentes niveles de concentración 
a pH de 4,5 y 6,8, indicando que el nivel de concentración no influye en la variación 
de los resultados. A pH 1,2 se acepta la hipótesis alternativa Gexp 0,906 > Gtab 0,8709, 
significando que las varianzas para los tres niveles no son equivalentes.

Límites de detección y cuantificación

A partir del nivel inferior de la exactitud, que equivale a 0,01 mg/mL (10 ppm), se esti-
maron los límites de detección y cuantificación [18]. Los valores de LOD y LOQ para 
los diferentes pH se resumen en la tabla 6. 

Estos valores sirven para comprobar que el equipo posee una sensibilidad tal que per-
mite cuantificar el analito con el método empleado en soluciones de concentración de 
5,99 ppm, y detectarlo en soluciones a una concentración de 1,80 ppm.
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Tabla 5. Porcentajes de recuperación, prueba t de Student y prueba G de Cochran para la exacti-
tud.

Nivel de 
concentración

Número 
de 

réplicas

pH 1,2 pH 4,5 pH 8,0

Recuperación (%)

10%

1 100,816 97,079 101,654

2 97,175 101,924 98,023

3 99,522 99,390 100,46

100%

1 101,27 98,640 100,201

2 101,084 99,839 101,631

3 101,291 97,827 104,752

150%

1 100,94 98,575 101,312

2 101,956 98,986 101,499

3 101,945 98,588 100,461

Promedio  100,667 98,983 101,110

Desviación estándar 1,493 1,367 1,776

Desviación estándar relativa 1,483 1,381 1,756

texp 1,300 2,200 1,900

ttab ( = 0,05; 
gl = 9 - 1 = 8) 2,306

Varianza (nivel 10%) 3,406621 5,872650 3,424794

Varianza (nivel 100%) 0,012981 1,024452 5,416190

Varianza (nivel 150%) 0,340400 0,054582 0,306102

Gexp 0,9060 0,8448 0,5921

Gtab ( = 0,05; k = 3; n = 3) 0,8709
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Tabla 6. Resultados de LOD y LOQ.

pH S/N Promedio (S/N) LOD (ppm) LOQ (ppm)

8,0

10,89

9,88 3,04 10,129,23

9,52

4,5

11,71

12,50 2,40 8,0013,41

12,37

1,2

17,18

16,69 1,80 5,9916,55

16,35

Conclusiones

Se desarrolló y validó una metodología analítica por hplc para la cuantificación de 
ROSUCa en diferentes soluciones buffer. Los resultados de la validación muestran que 
la metodología propuesta es selectiva, lineal, precisa y exacta; por tanto, es confiable 
para utilizarla en la cuantificación del activo ROSUCa en estudios de degradación, 
cinéticas en función del pH y la temperatura y en estudios de estabilidad del fármaco.
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