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Validacion del método analitico para la determinacién de valsartan en
plasma humano por HPLC/UV con adicién de estandar empleando
losartan como estandar interno

MiLeNA PErez, Quim. FARM .2, GLORIA RAMIREZ, QuiM. FARM .2, MAauRIcio PErRez, EsTAD.3,
Piebab ResTrReEPO, QuiM. FARM. FARMACOL .4

RESUMEN

I ntroduccion: El concepto de validacién se refiere alaeval uacion estadistica de | os resultados obtenidos en la aplicaci6n de
técnicas analiticas, mediante pruebas convenientemente documentadas y demostrativas de que un método eslo suficientemente
fiable afin de producir el resultado previsto bajo condiciones definidas, como son: sistemaanalitico, interval o de concentracion,
infraestructuray talento humano.

Objetivo: Describir el procesodevalidaci 6ndel método analitico paralacuantificaci dn deval sartan en plasmahumano por HPL C-
UV y suaplicacién en estudiosfarmacoci néti cos, de biodisponibilidady bioequival enciademedi camentosque contengan val sartan
€omo principio activo.

M etodol ogia: Sedesarroll6 un método paraladetecciény cuantificaci 6n deval sartan en plasmahumano, conelucionisocrética
por cromatografialiquidadefasereversa, con deteccién ultravioletaa265 nm, medianteel método deadiciondeestandar. Seutilizé
|osartén como estandar interno. EI método implicaunaextraccion enfase sélidadelosprincipiosactivos( val sartany | osartan) con
cartuchos C8. Laseparacion serealizo en unacolumnaC g enfasereversay lafasemovil fueunamezcladeacetonitril o: buffer fosfato
(45:55 v/v) ajustado apH 2.7+0.1 con acido fosfdrico concentrado. El método se valido en el rango de concentraciones de 0.05 a
20 pg/ml con adicién de esténdar de valsartan de 2.5 pg/mil.

Resultados y conclusiones: La curva de calibracion fue lineal en el rango de concentraciones establecido. Se evalud la
reproducibilidad, estabilidad y porcentaje de recuperacion del método. EI método para determinar el valsartan en plasmahumano
por HPLC/UV fue preciso y exacto con un limite de cuantificacion de 1.485 pg/ml. Este método fue suficientemente sensible para
su aplicacién en estudios farmacocinéticos de val sartan.

Palabras clave: Valsartan; Losartan; Extraccion en fase solida; Método de adicién de estandar; HPLC/UV.

Validation of an analytical method for the determination of valsartan in human plasma by HPLC/UV with addition
standard using losartan as an internal standard

SUMMARY

Introduction: Thevalidation concept refersto the statistical evaluation of the results obtained in the application of analytic
technics, by appropriately documented and demonstrativeteststhat amethod issufficiently reliableto producetheresult foreseen
under defined conditions, like they are: analytic system, concentration interval, infrastructure and human talent.

Objective: Todescribethevalidation processof theanal ytic methodfor theval sartan quantificationinhuman plasmaby HPL C-
UV and itsapplicationin pharmacokinetic, bioavailability and bioequival ence studies of productsthat containtheactiveprinciple
valsartan.

Methodology: A method for detection and quantification of val sartan in human plasmahasbeen devel oped using anisocratic
elution on reversed phase liquid chromatography with ultraviolet detection at a single wavelength (265 nm) and the addition
standard method. L osartan was used as an internal standard. This method involves a solid-phase drug extraction (valsartan and
losartan) from plasmausing C, cartridges. Separationwasachieved onaC ,; reversed phase column and the mobil e phase consi sted
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of 45% acetonitrile and 55% phosphate buffer (adjusted to
pH 2.7 = 0.1 with phosphoric acid). The assay has been vali-
dated over a concentration range of 0.05 to 20 pg/ml with
addition of valsartan 2.5 pg/ml.

Resultsand conclusions: Calibrationcurvewaslinearinthe
described concentration range. The reproducibility, stability
and recovery of the method were evaluated. Determination of
valsartan in human plasmaby HPLC/UV method was accurate
and precise with a quantitation limit of 1.485 pg/ml. The
method was sufficiently sensitive for pharmacokinetic studies
of valsartan in human plasma.

Keywords: Valsartan; Losartan; Solid-phase extraction;
Addition standard method; HPLC/UV.

El principio activo valsartén es un antagonista compe-
titivo de la angiotensina Il que actlia sobre € subtipo de
receptor AT1. El vasartan es un polvo fino blanco o
précticamente blanco; soluble en etanol y metanol y
ligeramente soluble en agua. Quimicamente se describe
como N-(1- oxopentil)-N-[[2 -(1H-tetrazol-5-y1)[1,1 -
bifenil]-4-y] metil]-Lvaline. El peso molecular esde 435.5
y su férmula empirica corresponde a':

C,H.NO

247 29 573

CH:
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Laangiotensinall seformaapartir delaangiotensina
| en unareaccion catalizadapor laenzimaconvertidorade
angiotensina (ACE, Kininasa Il). La angiotensina es €l
principal agente vasopresor del sistema renina-
angiotensina, con efectos que incluyen vasoconstriccion,
estimulo y aumento de lasintesis de aldosterona, estimulo
cardiaco, y reabsorcién renal de sodio. El valsartan blo-
guea los efectos vasoconstrictores y secretores de
aldosteronadelaangiotensinall, y bloqueasel ectivamente
la union de la angiotensina Il a receptor AT1 en varios
tgidos, tales como & musculo liso vascular y la glandula
suprarrenal. Por tanto, su accion esindependientedelavia
de sintesis de laangiotensina I1*.
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El vdsartén fue d segundo antagonista competitivo de
laangiotensinall que compite sobree subtipo dereceptor
AT1 disponible para e tratamiento de la hipertension. El
va sartan seabsorbe conrapidez end tracto gastrointestinal
después de su administracion oral. Su efecto maximo
ocurre dentro de 2 6 4 horas; y su biodisponibilidad es de
25%. Tiene una vida media de 6 a 9 horas y muestra
efectos antihipertensivos por cerca de 24 horas. Alrede-
dor de 9% de las dosis de valsartan se convierten en e
metabolitoval eril-4-hidroxi-va sartan (M 1) inactivofarma
cologicamente, mediante biotrans-formacion oxidativa
quiza por enzimas del citocromo P450 2C9 y 3A4. La
eliminacién ocurre sobretodo enlabilis (86%) y en menor
cantidad en la orina (13%), principalmente como com-
puesto inateradot.

El losartédn usado en este método como estandar
interno, esun antagoni stacompetitivo delaangiotensinall
y agente antihipertensivo. Su férmula estructurd es:

CL
I

T _§\/on

L Ti~—PEH
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Hastael momento, lamayoriade los métodos referen-
ciados para determinar valsartdn en € plasma humano
utilizan cromatografialiquida con detector de fluorescen-
da'l. Este articulo describe un método adecuado parala
determinaci6n de val sartan en plasmahumano por HPLC/
UV para su aplicacién en estudios de farmacocinética,
biodisponibilidad y bioequivaencia

MATERIALES Y METODOS

Reactivos. El plasma humano se adquirié comercia-
mente del Banco de Sangre de la Cruz Roja seccional
Vale. El vasartén estdndar se obtuvo de la USP. El
losartan, que se usd como esténdar interno, se adquirio de
Chemo. El acetonitrilo (Fisher Scientific) y € aguafueron
grado HPLC. El &cido fosforico (Fisher Scientific), €
metanol (Panreac), y € fosfato de potasio monobésico
(Merck), fueron grado andiitico.
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Cuadro 1
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Soluciones de trabajo de valsartan parala preparacion de los estandares

Solucién Concentracion final (ng/ml) Volumen (m) adicionado de solucion de

Volumen final (ml)

valsartan de 4,000 ng/ml

1 100,0 250,00 10,0

Solucién Concentracién final (ng/ml) Volumen () adicionado de solucién de Volumen final (ml)
valsartan de 20,000 ng/ml

2 200,0 100,00 10,0

3 400,0 200,00 10,0

4 600,0 300,00 10,0

5 800,0 400,00 10,0

6 1000,0 500,00 10,0

7 1400,0 700,00 10,0

8 1800,0 900,00 10,0
Solucién Concentracion final (ng/ml) Volumen (m) adicionado de solucién de Volumen final (ml)

valsartan de 200,000 ng/ml

10,09 2400,0 120,00 10,0
10 3000,0 150,00 10,0
11 4000,0 200,00 10,0
12 8000,0 400,00 10,0
13 12000,0 600,00 10,0
14 16000,0 800,00 10,0
15 20000,0 1000,00 10,0
16 24000,0 1200,00 10,0
17 28000,0 1400,00 10,0
18 32000,0 1600,00 10,0
19 36000,0 1800,00 10,0
20 40000,0 2000,00 10,0

Diluente: Acetonitrilo puro

I nstrumentacion y cromatografia. El estudio sehizo
con un equipo de cromatografia liquida LaChrom Elite
(Merck-Hitachi) y un detector ultravioleta con arreglo de
diodos, Columna Chromolith® Performance RP-18e 100-
4.6 mm, 2um (Merck), software EZChrom Elite 3.1.3
(Merck), balanza andlitica (Ohaus Adventurer), agitador
vortex (Fisher Scientific), agitador magnético (Multistation
IKA), bafio ultrasdnico (Fisher Scientific), bafio maria
(DIES), purificador de agua (Simplicity Millipore), conge-
lador -70°C (Revco), pH metro (WTW 740 Inolab), cartu-
chos G Sep—Pak (100 mg, 1 ml Waters), centrifuga
(Sorval RC-5B), equipo de extraccion en fase solida
(Supelco) y compresor de aire (Atlas Copco).

SECCION EXPERIMENTAL

Preparacion del buffer fosfato 0.01M pH 2.0. Se
pesaron 1.36 g de fosfato de potasio monobésico, que se
diluyeron y disolvieron en 1,000 ml de aguaHPLC y se
ajusté e pH a 2.0 con &cido fosférico concentrado.

Preparacion del buffer fosfato pH 2.7. Se pesaron
1.36 g de fosfato de potasio monobasico, que se diluyeron
y disolvieron en 1,000 ml deaguaHPLCy segjusté € pH
a 2.7 con &cido fosférico concentrado.

Preparacion delasolucion delavadodecartuchos. Se
utilizé unamezclade buffer fosfato (pH 2.0): metanal (50:50
v/v), como solucion de lavado paralos cartuchos.

Preparacion de la soluciéon de estandar interno. Se
prepard unasol ucion delosartén auna concentracion de 200
pg/ml, pesando 20 mg de losartén, y llevando avolumen con
acetonitrilo en un balon volumétrico de 100 ml.

Preparacion del plasma. El plasma humano se con-
servé almacenado a-70°C en viales de polipropileno de 2
ml, antesde su uso sedescongel 6 atemperaturaambiente.

Preparacion de la solucion stock de valsartan. Se
prepar6 una solucion stock de val sartan a una concentra
cién de 200 pg/ml, pesando 20 mg de vasartén 'y llevando
avolumen con acetonitrilo en un bal én volumétrico de 100
ml.

Preparacion de las soluciones de trabajo de
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valsartan. A partir delasolucion stock de valsartén (200
pg/ml) se prepararon las soluciones de trabgo como lo
muestra el Cuadro 1.

Preparacion delasolucion deadicion devalsartan.
Se prepard una solucion de val sartdn a una concentracion
de 2.5 ug/ml, transfiriendo 1.25 ml dela solucién stock de
vasartan (200 pg/ml), aun balén volumétrico de 100 ml y
llevando a volumen con acetonitrilo.

Preparacion delassolucionesestandar decalibra-
cién. Losesténdaresde calibraci én se prepararon toman-
do los volumenes descritos en € Cuadro 2, de cada
solucién de trabgjo de valsartan y mezclando con las
soluciones descritas en esta.

Acondicionamiento del cartucho. Los cartuchos se
acondicionaron con 2 ml de metanol y 1 ml de buffer
fosfato pH 2.0. No se debe dejar secar € cartucho.

Preparacion delafase mévil.Lafasemdvil consistid
deunamezcladeacetonitrilo: buffer fosfato pH 2.7 (45:55
VIV).

Extraccion de los estandares de calibracion de
valsartan. Cadatubo que contenia una concentracién de
valsartan, estdndar de adicion de valsartan 2.5 pg/ml y
estandar interno losartan, se agitd y centrifugd por 20
minutos a 6000 rpm y 4°C. Todo € sobrenadante se
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trangfirié aun cartucho C, Sep-Pak y sepasd con unvacio
menor de 5 mm Hg. El cartucho selavé con 1 ml de la
solucion de buffer fosfato pH 2.0: metanol (50:50v/v) y se
degj6 secar con un vacio de 20 mm Hg por 10 minutos. El
eluido y € lavado se recogieron en un tubo de ensayo, se
agitaron y después se evaporaron a sequedad con aire
comprimido en un bafio a40°C por 1 hora El residuo fue
luego disuelto en 1000 pl defase movil einyectado (50 pl)
en el cromatografo.

Condiciones cromatograficas. LaGréafical muestra
un cromatograma tipico de valsartén y losartan obtenido
con las condiciones que aparecen en e Cuadro 3.

Validacién del método de valoracion. Paraevaluar
los parametros de linedidad, precision y exactitud del
método, se prepararon 20 concentraciones de valsartan,
por triplicado en e rango de 0.05a20 pg/ml, maslaadicion
de 2.5 pg/ml de valsartén y se determinaron cada una por
triplicado. Las muestras se analizaron con lametodologia
descrita.

Linealidad. La linedidad del método es la relacion
entre la respuesta del instrumento y las concentraciones
conocidas de andito*. La curva de calibracion para
valsartan se construyo con larelacion de &reas de andlito
aestandar interno versus las concentraciones de analito.

Cuadro 2
Preparacion de los estandares de calibracion. Aplicacion del método de adiciéon de estandar

Solucion Concentracién Valsartan. Solucién de trabajo Volumen Volumen adicionado(ml) Volumen final
final (ng/ml) Volumen Concentracién plasma de solucion de (ml)
adicionado solucién de trabajo  adicionado Losartan 10,000 Valsartan 2,500
(ml) (ng/ml) ml) ng/ml ng/ml
1 50,00 500,0 100,0 1000,0 50,0 1000,0 2550,00
2 100,00 500,0 200,0 1000,0 50,0 1000,0 2550,00
3 200,00 500,0 400,0 1000,0 50,0 1000,0 2550,00
4 300,00 500,0 600,0 1000,0 50,0 1000,0 2550,00
5 400,00 500,0 800,0 1000,0 50,0 1000,0 2550,00
6 500,00 500,0 1000,0 1000,0 50,0 1000,0 2550,00
7 700,00 500,0 1400,0 1000,0 50,0 1000,0 2550,00
8 900,00 500,0 1800,0 1000,0 50,0 1000,0 2550,00
9 1200,00 500,0 2400,0 1000,0 50,0 1000,0 2550,00
10 1500,00 500,0 3000,0 1000,0 50,0 1000,0 2550,00
11 2000,00 500,0 4000,0 1000,0 50,0 1000,0 2550,00
12 4000,00 500,0 8000,0 1000,0 50,0 1000,0 2550,00
13 6000,00 500,0 12000,0 1000,0 50,0 1000,0 2550,00
14 8000,00 500,0 16000,0 1000,0 50,0 1000,0 2550,00
15 10000,00 500,0 20000,0 1000,0 50,0 1000,0 2550,00
16 12000,00 500,0 24000,0 1000,0 50,0 1000,0 2550,00
17 14000,00 500,0 28000,0 1000,0 50,0 1000,0 2550,00
18 16000,00 500,0 32000,0 1000,0 50,0 1000,0 2550,00
19 18000,00 500,0 36000,0 1000,0 50,0 1000,0 2550,00
20 20000,00 500,0 40000,0 1000,0 50,0 1000,0 2550,00
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Cuadro 3
Condiciones instrumentales

Parametros instrumentales Condiciones

Modo de elucion Isocrético
Flujo de fase movil 0.8 ml/min
Volumen de inyeccion 50 pl
Longitud de onda de deteccion 265 nm

Columna Chromolith
Performance RP-18e 2

Columna

um de Merck
Temperatura de la columna 30°C
Temperatura del automuestreador 25°C
Presion del sistema 670 Psi

Estandar interno
Tiempo de retencion
Curva de calibracion
ng/ml

Losartan: 3.2 min
Valsartan: 5.0 min
10 minutos

Modo de cuantificacion

Modo de cualificacion

Modo de calibracién

Unidades de concentracion
Tiempos de retencion de los analitos

Tiempo de corrida

Seredliz6 € andlissderegresion lined paradeterminar la
linealidad del método asi como paragenerar laecuacionde
lacurvadecalibracion: y = mx+ b, dondey eslarelacion
deérea, x laconcentracion, mlapendientey b € intercep-
to.

Precision y exactitud. Laprecision del método analiti-
co describe la cercania (grado de dispersion) entre una
serie de medidas obtenidas de miltiples repeticiones de
unamuestrabagjo |as condiciones establecidas de andlisis.
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La exactitud describe € grado de dispersion ddl vaor
obtenido respecto del valor nomina o conocido bgjo las
condiciones establecidas de andlisis® (Cuadro 4).

Para € ensayo de precision intra-dia se realizaron 6
inyeccionesdeunaconcentracionde2.5 ug/ml deva sartan.
La precision inter-dia se hizo a analizar las muestras en
dos dias digtintos.

Recuperacion. La recuperacion de un andlito se
refiere a la eficiencia de la extraccion en un proceso
andlitico. Seinformacomo porcentgje de analito obtenido
luego del proceso de extraccion®. Para su evaluacion, se
prepararon por triplicado soluciones de valsartan en plas-
maaconcentracionesde 2.5, 6y 10 pug/ml, y seanalizaron
seguin la metodol ogia descrita. La recuperacion (eficien-
ciade la extraccion) se calcul6 mediante la comparacion
delasrelacionesdeareadelasmuestrasextraidasy delos
esténdares no extraidos.

Especificidad. La selectividad es la capacidad del
método bioanalitico de diferenciar €l andito en presencia
de otros componentes de la muestra. Estos componentes
pueden ser metabolitos, impurezas, productos de degrada-
cidn o componentes de lamatriz®. Se analizé lapresencia
de interferentes cromatogréficos como componentes
enddégenos del plasma mediante 6 muestras de plasma
provenientesdedi stintosdonantes, seglin se sometio antes
a la aprobacion del comité ingtitucional de ética para
investigacion en seres humanos.

Cuadro 4
Precision y exactitud del valsartan. Resumen estadistico paralarelacion de areas
Concentracion Datos Promedio Varianza Desviacién estandar Minimo Méaximo Precision Exactitud
50 9 0,257 0,00020 0,014 0,240 0,280 5,51 4,19
100 9 0,282 0,00112 0,033 0,260 0,330 11,86 -3,40
200 9 0,249 0,00004 0,006 0,240 0,260 2,41 10,63
300 9 0,257 0,00003 0,005 0,250 0,260 1,95 12,74
400 9 0,216 0,01285 0,113 0,050 0,320 52,59 28,19
500 9 0,247 0,00693 0,083 0,130 0,320 33,74 21,55
700 9 0,303 0,00028 0,017 0,280 0,330 5,47 9,22
900 9 0,324 0,00013 0,011 0,310 0,340 3,48 8,93
1200 9 0,334 0,00065 0,026 0,310 0,370 7,64 13,17
1500 6 0,365 0,00043 0,021 0,340 0,390 5,68 8,38
2000 6 0,427 0,00095 0,031 0,370 0,460 7,21 39,27
4000 9 0,643 0,00093 0,030 0,600 0,680 4,73 5,44
6000 9 0,866 0,00043 0,021 0,840 0,890 2,39 2,37
8000 9 1,014 0,00300 0,055 0,970 1,090 5,40 7,68
10000 9 1,206 0,00175 0,042 1,150 1,240 3,47 7,74
12000 9 1,344 0,00843 0,092 1,240 1,500 6,83 11,30
14000 9 1,579 0,73550 0,052 1,510 1,630 3,27 8,46
16000 9 1,723 0,00120 0,035 1,680 1,770 2,01 10,84
18000 9 1,924 0,00115 0,034 1,880 1,960 1,76 10,22
20000 9 2,146 0,01463 0,121 2,060 2,310 5,64 8,83
Promedio 8,65 11,29
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Gréfica 1. Cromatograma tipico de valsartan y losartan plasma humano después
de la extraccion en fase sélida

Sensibilidad. El limite de deteccion corresponde ala
menor cantidad de analito en una muestra que se puede
detectar, pero no necesariamente cuantificar con exacti-
tud. El limite de cuantificacion corresponde a la menor
cantidad de analito en lamuestra que se puede cuantificar
con precision y exactitud®. El limite de cuantificacion
(LOQ) y € limite de deteccion (LOD) se determinaron
experimentalmente a partir de la ecuacién de lacurvade
lalinealidad del método por extrapolacion de larespuesta
aconcentracion cero. Setomaron como Y las respuestas
promedio y como X las concentraciones.

Estabilidad delos analitos. Laestabilidad quimicade
losanalitosen e plasmahumano seeval ud, a preparar por
triplicado tressolucionesdevalsartany losartan en plasma
en concentraciones de 2.5, 6 y 10 pug/ml bgjo las condi-
ciones especificas que se describen a continuacion.

Estabilidad de congelamiento y descongelamiento.
Para evaduar la etabilidad de congdlamiento y descon-
gelamiento, lassolucionesdeva sartan en plasmase sometie-
ron atres ciclos de 24 horas de congelamiento (a-70°C) y
descongel amiento. Posteriormente, |os resultados obtenidos
se compararon con |os datos de las muestras frescas.

Estabilidad a corto plazo. Paraevauar laestabilidad
a corto plazo, las soluciones de valsartan en plasma se
sometieron a descongelamiento a temperatura ambiente
durante 4 horas. Después, los resultados obtenidos se
compararon con los datos de las muestras frescas.

Estabilidad a largo plazo. Paraevaluar laestabilidad
a largo plazo, las soluciones de valsartan en plasma se
analizaron luego dea macenarlasdurante 14 diasa-20°C.
Losandissseredizarond principioy d fina del dmace-
namiento.

Estabilidad post-preparativa. Paraeval uar laestabi-
lidad post-preparativa, las soluciones de vasartéan en
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plasmase mantuvieron en el automuestreador atempera-
tura ambiente (25°C) durante 24 y 90 horas. Después se
analizaron y se compararon con € andlisisinicial de las
muestras frescas.

Estabilidad de las soluciones stock. Paraevaluar la
estabilidad de las soluciones stock de va sartéan y losartén,
Se prepararon tres soluciones en acetonitrilo y se andiza-
ron después de permanecer 24 horas a temperatura
ambiente y una semana a4°C.

RESULTADOS

Paraanalizar losresultados, laUnidad de Biometriade
CIDEIM utilizé los programas estadisticos SPSS® version
7.5 paraWindows, Chicagolnc. 1996y Statgraphics® Plus
for Windows 4.1 Professiond version, Copyright 1994-
1999 by Statistical Graphics Corp.

Linealidad. Los resultados del modelo lineal descri-
ben larelacion entrelarelacion de areay laconcentracion
de valsartan. La ecuacion del modelo es:

Relacion area = 0.244175 + 0.0000984475 x concentracion

Como € valor p de laprueba en latabla ANOVA es
menor de 0.01, hay unarelacién estadisticamente signifi-
cativa entre la relacion de érea y la concentracion de
valsartan aun nivel de confianza de 99%.

El R-cuadrado estadistico indica que € modelo mues-
tra 99.8% de la variabilidad de la relacion de area. El
coeficiente de variacion igua a0.9992, indica una fuerte
relacion entrelasvariables. El error estandar del estimado
muestra una desviacion estandar de los residuales de
0.0259329.

Para losartan, € resumen de estadisticas para 177
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réplicas muestra un coeficiente de variacion de 17.3% e
indicalarepetibilidad en los resultados cuando se adiciona
losartén a 20 concentraciones de valsartan.

Precision y exactitud. Se obtuvo un coeficiente de
variacion de 0.3% correspondiente a 6 datos de relacion
de &reade valsartén, lo cual indica que € instrumento es
preciso bagjo las condiciones de andlisis establecidas.
Asimismo, lavariabilidad enlas areasdedl estandar interno
| osartén se determind sobre 6 datosdel os cual esse obtuvo
un coeficiente de variacion de 1.5%.

La rdacidon F, que en este caso es de 124045, es la
relacion del vaor estimado entre gruposy del vaor estimado
dentro degrupos. El valor p delapruebaF esmenor de0.05,
eindicaquehay diferenciassignificativasentrelasmediasde
las rel aciones de &rea de va sartan de cada nivel de concen-
tracion, aun nivel de confianza de 95%.

Se obtuvo un coeficiente de variacion de 8.6% corres-
pondientea20 concentracionesdeva sartén, lo cua indica
reproducibilidad bajo las condiciones establecidas de an&
liss.

Se evalud laprecision inter-dia paradeterminar varia-
ciones en los datos cuando € método lo aplican digtintos
andistasendiasdistintos. L oscoeficientesdevariacionde
16%y 2.2% paralos ensayos 1 y 2 a su vez indican
variaciones menores de 30% cuando diversos analistas
aplican e método en dias diferentes.

Para exactitud, el valor F, que en este caso es de
1228.64 eslarelaciondel valor estimado entregruposy del
valor estimado dentro de grupos. El valor p delapruebaF
menor de 0.05, indica que hay diferencias significativas
entre las medias de las concentraciones experimentales
de valsartan en cada nivel de concentracion tedrica, aun
nivel de confianza de 95%. Se obtuvo un porcentgje de
desviacion de 11.3% correspondiente a 20 concentracio-
nesdevalsartan, y esto sefialaexactitud bagjo las condicio-
nes establecidas de andlisis.

Recuperacion. La eficiencia del método de extrac-
Cion se determind como porcentaje de recuperacion. Se
obtuvo una cifra de 90%.

Especificidad. Noseencontraron picosqueinterfirie-
ran de manera significativa con larespuesta de val sartan
y losartén.

Estabilidad. Seobservan variacionesenlaconcentra-
cion de valsartén cuando se somete a las distintas condi-
ciones de a macenamiento descritas.

L as soluciones stock de valsartan experimentan cam-
bios en su respuesta cuando se conservan atemperatura
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ambiente (25°C) durante 24 horas y a 4°C durante una
semana. La solucion stock de losartdn no sufre cambios
cuando se amacena a las condiciones descritas.

DISCUSION

Un coeficientedecorrelacién mayor de0.8000 (0.9992)
para la relacion de &reas versus concentracion, sugiere
unafuerterelacion entrelarespuestadel instrumentoy las
concentraciones conocidas de vasartan. Un coeficiente
de variacién menor de 15% (0.4%) indica que € instru-
mento es preciso bagjo las condiciones de andlisis estable-
cidas. Un coeficiente de variacion promedio menor de
15% (8.6%) muestra que e método analitico es reprodu-
cible.

Cosficientes de variacion promedio de 1.6% y 2.2%,
ensefian que hay una variacion menor de 30% en la
relacion de &rea cuando e método analitico se aplica de
acuerdo conlascondicionesdelaboratorio, por dosandistas
en digtintos dias.

Un porcentaje de desviacion menor de 20% (1.3%) de
laconcentracion experimental con respecto delaconcen-
tracion real expresa que e método analitico es adecuado
paradeterminar con exactitud diferentes concentraciones
de valsartén.

El méodo andlitico con deteccion ultraviol eta propor-
ciond unaadecuadasensibilidad, LOD 445.6 ng/mly LOQ
1485.13 ng/ml versuslo queinformalaliteratura®: LOQ5-
60 ng/ml obtenido con detector de fluorescencia

El método de extraccion presenta un porcentgje de
recuperacion de 90%. No se encontraron picos que
interfirieran de manerasignificativacon lasrespuestasde
valsartan y losartan.

En cuanto a estabilidad se refiere, las muestras de
vasartan y losartén en plasma no se deben someter a
ciclos de congelamiento y descongelamiento, se deben
descongelar a temperatura ambiente y analizar en €
menor tiempo posible, y se deben mantener refrigeradas
antes de ingresarlas al automuestreador.

Lasolucion stock deval sartan sedebe preparar diaria-
mente, mientras que la solucién stock de losartén puede
permanecer por una semana a 4°C.

CONCLUSION

Sedesarroll6 un método rdpidoy especifico por HPLC-
UV para la determinacion de valsartdn en muestras de
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plasma humano, con losartan como estdndar interno; €l
método descrito en este documento presenta ventajas
sobre otros previamente informados, en términos de valo-
racion del principio activo por cromatografia liquida con
deteccion ultravioletay adicion de esténdar. El método se
vaidd para exactitud, precision, linedlidad y estabilidad.
Por tanto, se puede emplear en € andlisis de muestras
obtenidasen estudiosdefarmacocinética, biodisponibilidad
y bioequival enciaparaproductos que contengan val sartén
COmo principio activo.
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