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Resumen 

 

La Diabetes tipo 2 (DT2) es considerada como la epidemia del siglo XXI. En 

los últimos años, la cifra de muertes a causa de ella y sus complicaciones ha 

ido en aumento, no solo en nuestro país sino a nivel mundial. 

La pioglitazona, un fármaco de la familia de las tiazolidinedionas es el único 

fármaco hasta el momento que ha demostrado revertir la resistencia a la 

insulina en pacientes, por lo cual su prescripción en etapas tempranas puede 

llevar a la regresión de esta y prevenir que estos pacientes desarrollen 

diabetes.  

La pioglitazona es una molécula de carácter ácido de bajo peso molecular, 

cuya unión a proteínas plasmáticas es mayor a 99%, lo cual vuelve complicada 

su cuantificación por técnicas cromatográficas convencionales, por lo que el 

objetivo del presente trabajo fue desarrollar y validar un método cromatográfico 

adecuado para su análisis. 

Utilizamos la técnica de HPLC-PDA para desarrollar y validar un método para 

la identificación y cuantificación de pioglitazona en plasma, el cual demostró 

ser exacto, reproducible, robusto y preciso, según los parámetros establecidos 

en la NOM-177-SSA-1-2013 y demás normatividad internacional aplicable.  

El método desarrollado y validado es apto para su posterior utilización en 

estudios farmacocinéticos, asegurando la calidad y veracidad de los datos que 

se obtengan de él.  

 

 

 

 

 

 



12 
 

Abstract 

 

Type 2 diabetes (T2D) is considered the epidemic of the 21st century. In recent 

years the number of deaths due to T2D and its complications has increased, 

not only in our country but worldwide. 

Pioglitazone, a drug from the family of Thiazolidinediones, is the only drug so 

far that has proven its capability of restoring insulin resistance in patients, so 

its prescription in early stages, may lead to the regression of this condition and 

prevents the development of T2D in these patients. 

Pioglitazone is an acid molecule of low molecular weight, with approximately 

99% protein binding, these characteristics make its quantification by 

conventional chromatographic techniques complicated. The aim of the present 

work was to develop and validate a chromatographic method suitable for 

analysis of Pioglitazone in human plasma. 

We used the HPLC-PDA technique to develop and validate a method for the 

identification and quantification of Pioglitazone in plasma, which proved to be 

accurate, reproducible, robust and precise, according to the parameters 

established in NOM-177-SSA-1-2013 and other applicable international 

normative. 

The developed and validated method is suitable for the later application in 

pharmacokinetic studies, ensuring the quality and accuracy of the data. 
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1. Introducción 
1.1 Diabetes  
 

La diabetes es un grupo de desórdenes que afectan la habilidad del organismo 

de producir o responder a la insulina, generando hiperglicemia [1]. Los 

pacientes diabéticos sufren de complicaciones cardiacas o renales e 

igualmente pueden derivar en consecuencias como ceguera, dolor 

neuropático y hasta la muerte [1]. 

Existen dos tipos de diabetes: en el Tipo 1, los pacientes son dependientes de 

insulina exógena (5-10% de los casos) y se cree que es de tipo autoinmune 

por la destrucción de los islotes de Langerhans [2]. En la diabetes tipo 2, se 

tiene problemas en la secreción de insulina y en su mecanismo de acción [3]. 

Los pacientes antes de desarrollar diabetes tipo 2, tienen resistencia a la 

insulina, por lo que su organismo no responde de manera adecuada a la 

insulina endógena principalmente en órganos metabólicos, como los son el 

músculo, el hígado y el tejido adiposo [4].  

En la figura 1 se muestra la evolución de la resistencia a la insulina hasta el 

desarrollo de DT2. Se observa que el primer paso para el desarrollo de DT2 

es la resistencia a la insulina en el tejido muscular por factores como la 

obesidad, genes o la edad. Posteriormente se aumenta la lipólisis en tejido 

graso. Para compensar esta situación las células β del páncreas empiezan a 

secretar más insulina, con lo que se da un estado de hiperinsulinemia; aunque 

esta compensación no dura mucho tiempo y las células β empiezan a perder 

su capacidad secretora, el hígado aumenta la secreción de glucosa y en este 

punto se puede decir que el paciente es diabético.  
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Figura 1 Evolución de la resistencia a la insulina hasta el desarrollo de diabetes tipo 2. Saltiel, A. (2001) 

 

1.1.1 ¿Por qué es importante la diabetes? 

 

La diabetes es una amenaza global. En el mundo hay alrededor de 180 

millones de personas con ella y se espera que esta cantidad siga aumentando, 

ya que alrededor del 13% de la población adulta a nivel mundial tiene 

obesidad, y esto desencadena desórdenes metabólicos como la diabetes [5]. 

Se estima que para el 2030 el número de personas con diabetes aumentará 

un 67% en Latinoamérica [6].l 

 

1.1.2 Frecuencia  
 

Esta enfermedad es más frecuente en la población africana, la mexicana y 

amerindios teniendo de 1.7 a 3 veces más probabilidad de desarrollarla [3]. 

Los países con más habitantes afectados son los menos desarrollados, ya que 

en ellos se encuentra alrededor del 80% de las muertes debidas a esta 

enfermedad, porque no se cuenta con los recursos para tratarla.  
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Nuestro país no es la excepción, ya que del año 2000 al 2006 la prevalencia 

ha ido en aumento [7]. La prevalencia actual de diabetes tipo 2 en México es 

de 9.4% de acuerdo con el estudio de ENSANUT 2016. Esta es mayor en 

mujeres con un 10.3% comparada con el 8.2% de los hombres y es más 

predominante en los grupos de edad de 60 a 69 años (27,7 y 32.7%), 

respectivamente [8]. 

Parte de la causa de lo antes mencionado, se debe a la presencia de 

polimorfismos en genes de riesgo en la población mexicana, entre los que se 

cuenta al FTO [9] y el SLC16A11 [10,11] cuyos polimorfismos identificados 

como factores de riesgo para obesidad e incremento en índice de masa 

corporal, pueden derivar en el desarrollo de DT2. 

1.1.3 Estrategia farmacológica  
 

Como tratamiento para la diabetes tipo 2, existen diversos fármacos como lo 

son las sulfonilureas, las biguanidas, los análogos al GLP-1, los inhibidores de 

la enzima DPP4, los derivados del ácido benzoico, los inhibidores de las α-

glucosidasas intestinales y las tiazolidinedionas [12]. 

1.1.3.1 Sulfonilureas: Fueron introducidas en 1944, son fármacos derivados de 

un núcleo sulfonilureico con sustituciones en R1 y R2. Dentro de este grupo 

se encuentran fármacos como la Tolbutamida, la Clorpropamida, la 

Tolazamida (Sulfonilureas de primera generación) y la Glibenclamida, la 

Glipizida,  la Glimepirida (Sulfonilureas de segunda generación [13]. 

Las sulfonilureas inhiben canales de KATP, los cuales hiperpolarizan la 

membrana celular [13] y al inhibir estos canales, producen una despolarización 

que conlleva a la apertura canales de Ca2+, promoviendo la liberación de 

insulina por las células β del páncreas (no estimulan la síntesis de esta). Esta 

liberación de insulina es no dependiente de glucosa; por lo que se puede llevar 

a la crisis de hipoglucemia [13]. 
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No todos los pacientes responden a estos fármacos (del 10-20%) y en los 

pacientes en los cuales, hay respuesta, esta va disminuyendo después de 5-

10 años (del 5-7% de los pacientes) ya que la capacidad secretora de las 

células β va disminuyendo [13].  

Como efectos secundarios se tiene hipoglucemia, aumento de peso y 

complicaciones cardiovasculares [13]. 

1.1.3.2 Biguanidas (Metformina): Es un fármaco hipoglicemiante, considerado el 

tratamiento de primera línea para el manejo de DT2 [14]. 

Este fármaco es utilizado también para control de peso y pacientes que 

presentan resistencia a la insulina. Su mecanismo de acción es por la 

inhibición de la cadena respiratoria mitocondrial y activación de AMPK; 

teniendo efectos en la disminución de la absorción de la glucosa en el intestino 

delgado, la inhibición de la liberación de glucosa del hígado y el incremento de 

la respuesta a la insulina a nivel musculoesquelético y del tejido adiposo, ya 

que se promueve la oxidación de ácidos grasos libres [14]. 

La metformina no causa crisis de hipoglucemia y evita la hiperinsulinemia. Sus 

efectos secundarios son en su mayoría gastrointestinales (náuseas, vómito, 

diarrea). Está contraindicada en pacientes con falla renal, ya que podrían 

desarrollar acidosis láctica [14]. 

1.1.3.3 Análogos al GLP1: La hormona GLP-1 juega un papel muy importante en 

la homeostasis de la glucosa, es secretada por la mucosa intestinal después 

de la ingestión de los alimentos, la cual disminuye la glicemia por diversas vías 

[15]:  

• Promueve la secreción de insulina por las células β pancreáticas, es un 

efecto dependiente de glucosa, por lo cual no se producen crisis de 

hipoglucemia. 

• Disminuyen la secreción de glucagón por las células α pancreáticas, 

disminuyendo la secreción de glucosa por el hígado 

• Enlentece el vaciado gástrico, aumentando la sensación de saciedad.  
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En pacientes con DT2, por una causa que aún no se ha establecido, las 

concentraciones de GLP-1 disminuyen, por esta razón se han desarrollado 

agentes análogos al GLP-1 como Liraglutida, Exenatida, Lixisenatida, que 

mimetizan sus efectos. Son fármacos que se administran por vía subcutánea 

y al ser nuevos, sus precios son bastante elevados. Como efectos adversos 

se presentan: disminución del apetito, cefalea, dolor en el sitio de la inyección 

y reflujo gastroesofágico [15].  

1.1.3.4 Inhibidores de la enzima dipeptidil peptidasa tipo 4: el grupo de fármacos 

Sitagliptina, Vildagliptina, Saxagliptina son cianopirrolidinas, las cuales 

interaccionan con el complejo catalítico de la enzima DPP4 inhibiéndola 

competitivamente, con lo cual se inhibe de forma reversible la hidrolisis de 

incretinas endógenas teniendo como efecto el aumento de los niveles 

plasmáticos de GLP-1 al igual que su acción. Los pacientes con DT2, tienen 

menores concentraciones de GLP-1 y se busca que las enzimas no degraden 

las concentraciones ya de por si bajas [6]. 

Estos fármacos aumentan la respuesta y secreción de insulina endógena, 

disminuyen la secreción de glucagón, igualmente evitan la muerte y previenen 

el daño de las células β del páncreas preservando su capacidad secretora de 

insulina [6]. 

La enzima DPP4 no es específica para GLP-1, por lo que estos fármacos 

tienen efectos pleiotrópicos tanto positivos como negativos. Como efectos 

adversos se tienen posible hipoglucemia, edema facial y síndrome de Stevens-

Johnson [6].  

1.1.3.5 Derivados del ácido benzoico (Repaglinida, Meglitinida) 

Son útiles en el control de la glucemia posprandial. Tienen un mecanismo de 

acción similar a las sulfonilureas ya que cierran los canales de KATP en las 

células β del páncreas, despolarizando la célula y abriendo canales Ca2+ 

promoviendo la secreción de insulina, pero tienen unión a receptores 

diferentes que las sulfonilureas [16].  
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Tienen una acción insulinotrópica, aumentando la secreción de insulina y de 

somatostatina, pero inhibiendo la liberación de glucagón [16].  

Como efectos adversos se tiene crisis de hipoglucemia, las cuales son 

menores en comparación con las sulfonilureas ya que estos fármacos solo 

actúan en la glucemia posprandial, aumento de peso y cefaleas [16]. 

1.1.3.6 Inhibidores de las α-glucosidasas intestinales: actúan inhibiendo las 

enzimas de borde en cepillo del enterocito (maltasas, sacarasas, dextrinasas, 

glucoamilasas) que hidrolizan los oligosacáridos a disacáridos y 

monosacáridos y posteriormente son absorbidos. Los fármacos (Miglitol, 

Acarbosa) disminuyen la glucemia posprandial siempre y cuando la dieta sea 

rica en carbohidratos complejos [17]. 

Las alteraciones gastrointestinales como flatulencias, diarrea, dolor 

abdominal, náuseas y vomito [17] son los efectos adversos de estos fármacos. 

1.1.3.7 Tiazolidinedionas: fueron sintetizadas en 1997 a partir del α-tocoferol. La 

primera tiazolidinediona (TZD) fue la Ciglitazona, que además de los efectos 

antioxidantes que presentaba también produjo hipoglucemia en animales con 

resistencia a la insulina [18]. 

Al darse cuenta de que se presentaba el efecto hipoglicemiante sin haber 

liberación de insulina, se llegó a la conclusión de que las TZD restauran la 

resistencia a la insulina por lo cual las llamaron “sensibilizadoras a la insulina”. 

Estas también mejoran la dislipidemia y la hipertensión además de sus efectos 

antioxidantes [18].  

La rosiglitazona y pioglitazona son las TZD disponibles en el mercado mundial. 

Su mecanismo de acción es por unión y activación del receptor activado por 

proliferadores peroxisómicos (PPAR δ) promoviendo transcripción génica que 

lleva al remodelado del tejido adiposo, mayor absorción de glucosa por parte 

del músculo, y disminución de la gluconeogénesis hepática [18].  
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Como efectos adversos se presentan aumento de peso por adipogénesis, 

edema por retención de líquidos y osteoporosis. El riesgo de que se presenten 

los efectos adversos aumenta con la duración del tratamiento. En pacientes 

con DT2 es un tratamiento crónico, pero al darse en pacientes que presentan 

resistencia a la insulina, el fármaco acompañado de dieta y ejercicio la 

restauran, se puede retirar el fármaco y el riesgo de que se presenten efectos 

adversos disminuye [18]. 

1.2 Pioglitazona  
 

1.2.1 Propiedades fisicoquímicas 

  

La fórmula de la pioglitazona es C19H20N2O3S, su peso molecular es de 356.44 

g/mol y es una molécula de carácter ácido, teniendo un pKa de 5.9 [42]. 

 

Figura 2 Estructura de la pioglitazona (RS)-5-[[4-(5-etil-2-piridinil)etoxi]fenil]metil]-2,4-tiazolidinediona. Drugbank 

         

1.2.2 Propiedades farmacológicas  
 

1.2.2.1 Farmacocinética 

 

La pioglitazona, después de ser administrada por vía oral, es rápidamente 

absorbida y su concentración máxima es de 1359 ng/mL y se alcanza en 

aproximadamente de 1.5 a 2 horas y esta no se ve afectada por la ingesta de 

alimentos [19].  
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Su volumen de distribución en humanos es de 0,25 l/kg siendo este tan bajo 

debido a la unión mayor al 99% a las proteínas plasmáticas [19]. 

La pioglitazona es metabolizada principalmente en el hígado por hidroxilación 

de los grupos metileno alifáticos, mediada en su mayoría por el CYP2C8; se 

conoce que la población mexicana tiene polimorfismos en este citocromo [19], 

los cuales pueden ser responsables de la toxicidad. De este proceso se 

identifican 6 metabolitos, 3 de ellos activos (M-II, M-III y M-IV) [20]. 

La eliminación es mayormente en heces (55%) y en menor medida en orina 

(45%). La vida media de la pioglitazona va de 5 a 6 horas y de sus metabolitos 

activos de aproximadamente 23 horas [21]. 

Como se mencionó previamente, el metabolismo de Pioglitazona está dado 

por el citocromo 2C8 del cual se conocen 20 variantes alélicas ,por lo cual 

puede existir variación entre poblaciones en el metabolismo del fármaco [43]. 

Este citocromo metaboliza alrededor del 5% de los medicamentos utilizados 

en la clínica como algunos antidiabéticos (pioglitazona), antihipertensivos 

(verapamilo), antimaláricos (cloroquina), anticancerígenos (paclitaxel), AINES 

(diclofenaco) [44] y compuestos endógenos como el ácido retinoico y el ácido 

araquidónico [45]. 

El gen del citocromo CYP2C8 está localizado en el cromosoma 10 y se 

conocen alrededor de 20 alelos diferentes de este. Los alelos más estudiados 

ya que derivan en una deficiencia enzimática son *2, *3, *4 y *5. 

Existen estudios previos han reportado que las deficiencias en el metabolismo 

de los sustratos del CYP2C8 están relacionados con los polimorfismos antes 

mencionados [33]. 

Sujetos que tienen el genotipo homocigoto *2/*2 o *3/*3 de los polimorfismos, 

tienen valores de área bajo la curva (concentración del fármaco) más grandes 

y menor eliminación del fármaco. Estos polimorfismos se han visto en 

población hindú. 



21 
 

En un estudio realizado en pacientes con cáncer de mama mexicanas cuyo 

tratamiento es paclitaxel [19], se estudia el polimorfismo del CYP2C8, ya que 

este fármaco está asociado con gran variabilidad interindividual en la toxicidad 

representada como neuropatía en las pacientes.  

Como resultados se encontró que el 75% de las pacientes son 

metabolizadoras normales teniendo el genotipo homocigoto *1/*1, el 23.4% 

fueron metabolizadoras intermedios con los genotipos heterocigotos *1/*2, 

*1/*3, *1/*4, y por último el 1.3% de las pacientes fueron metabolizadoras 

pobres con el genotipo homocigoto *3/*3 y heterocigoto *3/*4 las cuales tienen 

problemas en la farmacocinética teniendo mayor área bajo la curva y menor 

eliminación del fármaco por lo que estas pacientes requieren un monitoreo 

importante o de ajuste de dosis de este fármaco [19].  

Para pioglitazona no se encuentran publicados estudios de este tipo, pero al 

ser metabolizados por el mismo citocromo, podría existir un comportamiento 

similar. 

Existen métodos [21,34,36] para la cuantificación de pioglitazona en plasma, 

los cuales evaluaremos para determinar si se ajustan a los requerimientos de 

la normatividad [25,32,37,38,39,40,41] o si es necesario diseñar 

modificaciones y optimizaciones para que cumplan los criterios establecidos. 

El análisis comparativo de estos métodos se estudiará a fondo en la discusión 

de la tesis.  

1.2.2.2 Farmacodinamia 

 

La pioglitazona es un fármaco de la familia de las tiazolidinedionas. Como se 

mencionó anteriormente, este grupo de fármacos disminuye la resistencia a la 

insulina mediante la activación de los receptores PPARγ, los cuales son 

receptores nucleares que activan la transcripción de diversos genes que 

promueven el anabolismo de lípidos [5]. 

El receptor PPARγ está involucrado en el metabolismo de la glucosa, 

sensibilización a la insulina y respuesta antiinflamatoria [22]. 
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Se conoce que además de sus efectos antiglicemiantes, la pioglitazona tiene 

otros efectos farmacológicos de interés, como el síndrome de ovario 

poliquístico, la aterosclerosis, y la enfermedad coronaria [4]. 

1.2.3 Efectos adversos  
 

La pioglitazona tiene efectos adversos como el aumento de peso, el edema, 

las complicaciones cardiovasculares y la osteoporosis [23]. El consumo de 

pioglitazona a largo plazo puede derivar en cáncer de vejiga [24]. 

1.2.4 Indicaciones terapéuticas  
 

La pioglitazona está indicada para el tratamiento de segunda o tercera elección 

de la DT2 , como se describe a continuación [25]: 

En monoterapia 

• En pacientes adultos (particularmente aquéllos con sobrepeso), en los 

que no se logra un control adecuado con dieta y ejercicio y que no 

pueden recibir metformina por contraindicaciones o intolerancia. 

En doble terapia oral en combinación con: 

• Metformina, en pacientes adultos (particularmente aquéllos con 

sobrepeso) con un control glucémico inadecuado independientemente 

de la dosis máxima tolerada de metformina en monoterapia. 

• Una sulfonilurea, sólo en pacientes adultos que presentan intolerancia 

a la metformina o en los que la metformina esté contraindicada, y en los 

que no se logra un control glucémico adecuado independientemente de 

la dosis máxima tolerada de sulfonilurea en monoterapia. 

En triple terapia oral en combinación con: 

• Metformina y una sulfonilurea, en pacientes adultos (particularmente 

aquéllos con sobrepeso), con un control glucémico inadecuado, a pesar 

de la doble terapia oral. 
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La pioglitazona también está indicada en combinación con insulina para el 

tratamiento de pacientes adultos con DT2 en los que el tratamiento con 

insulina no permite un control glucémico adecuado, y en los que no es 

apropiado el uso de metformina debido a contraindicaciones o intolerancia 

[25].  

Una vez iniciado el tratamiento con pioglitazona, se debe controlar a los 

pacientes entre 3 y 6 meses después para evaluar la respuesta al tratamiento. 

En los pacientes que no muestren una respuesta adecuada, se debe 

interrumpir el tratamiento con pioglitazona [25].  

Considerando los riesgos potenciales del tratamiento prolongado, los médicos 

deben confirmar en las subsiguientes revisiones rutinarias que se mantiene el 

beneficio de la pioglitazona [25]. 

1.2.5 Posología y forma de administración  
 

El tratamiento con pioglitazona puede iniciarse con 15 mg o 30 mg una vez al 

día. La dosis puede incrementarse hasta 45 mg/día [25]. 

En pacientes de edad avanzada y con falla renal, no es necesario ajustar la 

dosis.  

Está contraindicada en pacientes con insuficiencia hepática [25]. 

Los comprimidos de pioglitazona se toman, por vía oral, una vez al día, con o 

sin comida [25]. 

1.2.6 Datos preclínicos sobre la seguridad 
 

En estudios toxicológicos, tras repetidas dosis administradas a ratones, ratas, 

perros y monos, se observó edema. Además, se observó aumento en los 

depósitos e infiltrados en grasa. Estos datos se observaron en todas estas 

especies [25].  

La restricción del crecimiento fetal se hizo evidente en estudios con 

pioglitazona en animales. Esto es atribuible a la acción de la pioglitazona sobre 
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la disminución de la hiperinsulinemia materna y al aumento de la resistencia 

insulínica que se produce durante el embarazo, reduciendo por tanto la 

disponibilidad de sustratos metabólicos para el crecimiento fetal [25].  

La pioglitazona demostró carecer de potencial genotóxico en estudios in vivo 

e in vitro. Se hizo evidente un aumento de la incidencia de hiperplasia (en 

machos y hembras) y tumores (en machos) del epitelio de la vejiga urinaria, 

en ratas tratadas con pioglitazona hasta dos años. No se observó hiperplasia 

de la vejiga urinaria ni en perros ni en monos tratados con pioglitazona hasta 

12 meses [25]. 

1.2.7 Forma farmacéutica  
 

 Los comprimidos de pioglitazona Actos de 30 mg son redondos, planos, de 

color blanco y tienen grabado ‘30’ en una cara y ‘ACTOS’ en la otra [25]. 

1.2.8 Datos farmacéuticos 
 

1.2.8.1 Lista de Excipientes 

• Carmelosa de calcio 

• Hiprolosa  

• Lactosa monohidrato  

• Estearato de magnesio [25]. 

 

1.2.8.2 Incompatibilidades  
 

No se conocen [25]. 

1.2.8.3 Periodo de validez 
 

Su caducidad es de 3 años [25]. 

1.2.8.4 Precauciones especiales de conservación  
 

La pioglitazona no requiere condiciones especiales de conservación [25]. 
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1.2.8.5 Naturaleza y contenido del recipiente 

 

Pioglitazona se comercializa en envases con 14, 28, 30, 50, 56, 84, 90, 98, 

112 y 196 comprimidos, en blíster de aluminio/aluminio [25]. 

1.2.8.6 Instrucciones de uso/manipulación  

 

Medicamento sujeto a prescripción médica [25]. 

1.3 Cromatografía liquida de alta resolución  
 

La cromatografía de líquidos es una técnica para separar los compuestos 

químicos que están presentes en una muestra, además de identificarlos y 

cuantificarlos [26]. 

Existen diferentes tipos de cromatografía de líquidos: Cromatografía en capa 

fina, Cromatografía en papel, Extracción en fase sólida, Cromatografía de 

líquidos de alta eficiencia (HPLC), Cromatografía de líquidos de ultra alta 

eficiencia (UPLC) [26]. 

En nuestro laboratorio contamos con un equipo HPLC-PDA, que es un tipo de 

cromatografía en donde se cuenta con: 

• Una columna empacada con la fase estacionaria 

• Una fase móvil liquida que pasa a un flujo determinado por la fase 

estacionaria 

• Una bomba cuaternaria  

• Un detector de arreglo de diodos (PDA) 

• Una muestra que es inyectada al cromatógrafo para su análisis 

• Computadora y software donde se obtienen los cromatogramas  

El detector de arreglo de diodos, a diferencia de un detector UV, introduce una 

tercera dimensión a los análisis cromatográficos, permitiendo obtener más 

información y sobre todo confirmar la identidad de los analitos ya que está 

dada por su tiempo de retención y su espectro UV.  
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Gracias a este detector se puede: 

• Obtener cromatogramas en todas las longitudes de onda del espectro 

visible 

• Seleccionar la longitud de onda óptima para cada analito 

• Calcular la pureza de los picos [27] 

La separación de los diferentes analitos presentes en la muestra se da en base 

a las interacciones que tienen con la fase estacionaria y la fase móvil. Si el 

analito eluye muy rápido (tiempo de retención pequeño) quiere decir que tiene 

más interacción con la fase móvil, por el contrario, si tiene un tiempo de 

retención grande, el analito interacciona más con la fase estacionaria [26]. 

La cuantificación del analito se puede dar por la altura del pico o por el área 

bajo la curva.  

Dentro de la cromatografía de líquidos de alta eficiencia existen 4 tipos 

diferentes. Depende de las características de la muestra qué tipo de 

cromatografía es la adecuada para su análisis. 

➢ Fase normal 

La fase estacionaria o la columna es polar (sílica, amino diol, ciano), mientras 

que la fase móvil es no polar (hexano, acetato de etilo). Esta cromatografía es 

para moléculas hidrofóbicas [28]. 

➢ Cromatografía de intercambio iónico 

La fase estacionaria o columna contiene grupos iónicos como tetralquilamonio 

y la fase móvil es acuosa. Es muy parecida a la cromatografía de par iónico. 

Gracias a esta cromatografía se separan aniones y cationes presentes en una 

solución acuosa [28]. 

➢ Cromatografía de exclusión molecular 

En esta cromatografía de líquidos, la fase estacionaria es un material poroso 

que permite la elución de los solutos en función de sus tamaños moleculares, 

https://lidiaconlaquimica.wordpress.com/2015/08/07/introduccion-a-la-cromatografia-de-liquidos/
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además de que no hay interacción química o física entre los analitos y la fase 

estacionaria. 

Es más utilizada para la caracterización de polímeros y para análisis de 

proteínas[28].  

 

➢ Fase reversa 

La fase estacionaria o columna es no polar (C18, C8, Fenilo, C3) y la fase 

móvil es polar (agua, metanol, acetonitrilo). Se puede utilizar tanto en 

moléculas no polares, polares, iónicas y ionizables. Los analitos polares se 

retienen menos y los hidrofóbicos se retienen más [28]. 

La pioglitazona al ser un ácido débil con un pKa de 5.9 soluble en agua, vuelve 

sencillo su análisis por esta técnica cromatográfica.   

1.4 Validación 
 

Es conocido a nivel internacional que los laboratorios deben tomar las medidas 

necesarias para proveer datos confiables. Validar un método es un proceso 

necesario para demostrar que un método analítico es apto para cumplir el 

motivo por el cual se desarrolló y que es capaz de ser exacto, preciso y 

reproducible [29]. 

El objetivo de validar un método no es solo obtener las estimaciones de 

veracidad o precisión, sino es poner a prueba la aptitud del método e identificar 

parámetros críticos de este [30]. 

¿Por qué es necesario validar? 

➢ Para asegurar calidad 

➢ Es un componente esencial que un laboratorio debe establecer para 

producir datos confiables. 

➢ Obtener acreditación de agencias internacionales  

➢ Registro de una molécula nueva 

https://lidiaconlaquimica.files.wordpress.com/2015/08/cromatografoa-exclusion-tamac3b1o.png
https://lidiaconlaquimica.files.wordpress.com/2015/08/cromatografoa-exclusion-tamac3b1o.png
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Si no se tiene evidencia de que el método desarrollado es de calidad, las 

decisiones críticas que se tomen en base a él no serán confiables, llevando a 

la posibilidad de cometer errores, los cuales pueden ser críticos a la hora de 

tener la vida de un paciente en nuestras manos. 

Es por eso por lo que muchos países cuentan con documentos mandatorios 

para la validación de métodos bioanalíticos como la FDA, la EMA, las guías 

ICH, ANVISA de Brasil, MHLW de Japón y la NOM-177-SSA1-2013 de nuestro 

país [31]. 

En toda la normativa tanto internacional como nacional antes mencionada, los 

parámetros necesarios para la validación de un método bioanalítico son los 

siguientes: 

1.4.1 Selectividad 
 

Es la capacidad de un método analítico para diferenciar y cuantificar al 

compuesto de interés, en presencia de otros compuestos dentro de la muestra 

[32]. 

1.4.2 Límite inferior de cuantificación  
 

La concentración más baja del analito que puede medirse cumpliendo con la 

precisión y exactitud, determinada en función de las necesidades de 

cuantificación del estudio [26]. 

1.4.3 Linealidad del método 

 

Es la capacidad de un método analítico, en un intervalo de trabajo, para 

obtener una respuesta proporcional a la concentración del compuesto en la 

muestra [32]. 

1.4.4 Intervalo de cuantificación  
 

Establece el intervalo en función de las concentraciones esperadas del 

compuesto por analizar. Se puede caracterizar por uno o más intervalos 
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constituidos al menos por 5 concentraciones distintas, cada uno sin incluir las 

muestras blanco, siempre y cuando contengan puntos intermedios en común 

e incluyan el límite de cuantificación y concentración máxima del intervalo [32]. 

1.4.5 Recobro absoluto  
 

Análisis de por lo menos 3 concentraciones conocidas (baja, media y alta) del 

o los compuestos por analizar en la matriz biológica, dentro del intervalo. Se 

comparan estos resultados con las respuestas de las soluciones del mismo 

compuesto en las mismas concentraciones y en los mismos disolventes. El 

porcentaje de esta (s) razón (es) no necesariamente es del 100%, pero debe 

ser reproducible en cada nivel de concentración dentro del intervalo [32]. 

1.4.6 Precisión  
 

El grado de concordancia entre los resultados analíticos individuales cuando 

el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una 

muestra homogénea; se evalúa como repetibilidad y reproducibilidad [32]. 

1.4.6.1 Repetibilidad 

La precisión bajo las mismas condiciones de operación en un intervalo corto 

de tiempo [32]. 

1.4.6.2 Reproducibilidad  

En el caso de que participen dos o más analistas, evaluar su efecto en la 

precisión del método. Se mide la capacidad del método de ser reproducido o 

replicado por otros [32]. 

1.4.7 Exactitud  

 

La concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y el valor de 

referencia [32]. 
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1.4.8 Estabilidad de la muestra  
 

La estabilidad de la muestra es la propiedad del compuesto por analizar en 

una matriz biológica, de conservar sus características, desde el momento del 

muestreo hasta el análisis de todas las muestras, así como el reanálisis (en 

caso de realizarse este último) [32]. 

1.4.9 Robustez 
 

Capacidad de un método para no verse afectado por pequeñas variaciones en 

los parámetros del método como posiblemente podría ocurrir durante el uso 

normal del método (pH, composición de fase móvil, etc.) [32]. 
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1.5 Justificación  
 

La pioglitazona es metabolizada por el CYP2C8 [33] que es el mismo 

citocromo responsable del metabolismo del paclitaxel [19].  Los pacientes que 

expresan polimorfismos diferentes al salvaje presentan también 

modificaciones en la farmacocinética del paclitaxel [19] que han sido 

correlacionadas con falla terapéutica por toxicidad.  Esta toxicidad se explica 

por una disminución en la constante catalítica del CYP2C8 lo que reduce el 

metabolismo y eliminación de paclitaxel y su consecuente acumulación del 

fármaco [19].  La evidencia que encontramos se relaciona con el metabolismo 

del paclitaxel, no con su unión al receptor.  México es un país en desarrollo 

donde el uso de la farmacogenómica no es rutinario, y no encontramos datos 

reportados para el metabolismo de la pioglitazona. 

Dado que la pioglitazona y el paclitaxel son metabolizados por el mismo 

citocromo y que existen datos de toxicidad que pueden deberse a la 

acumulación de la concentración de pioglitazona [3], creemos que vale la pena 

buscar la correlación entre la expresión de los diferentes polimorfismos y los 

parámetros farmacocinéticos de la pioglitazona.   

El primer paso para la determinación de la posible correlación es contar con 

un método bioanalítico validado que nos permita confiar en los resultados 

analíticos que serán la base del cálculo de estos parámetros farmacocinéticos.  

Con el método que desarrollaremos y validaremos podremos: 

1.       Monitorear las concentraciones en estado estacionario de pioglitazona 

en plasma. 

2. Conocer la farmacocinética del fármaco en la población mexicana. 
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1.6 Hipótesis  
 

Se puede desarrollar un método cromatográfico bioanalítico útil, de calidad, 

seguro, reproducible, confiable y robusto para la cuantificación de pioglitazona 

y su posterior aplicación en investigación clínica.  

 

1.7 Objetivos 
 

Objetivo General 

• Desarrollar y validar una técnica de HPLC-PDA para la determinación 

de la pioglitazona en plasma.  

Objetivos Específicos  

• Encontrar las condiciones experimentales adecuadas en nuestro 

equipo.  

• Desarrollar los métodos cromatográficos y de extracción del plasma 

para la cuantificación de pioglitazona en plasma.  

• Validar el método por HPLC-PDA según los parámetros reportados en 

la normativa.  
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2. Materiales y Métodos 

2.1 Materiales  
 

2.1.1 Material biológico  
 

El plasma fue donado por la Unidad de Medicina transfusional del Hospital Civil 

de Guadalajara, además de 5 voluntarios independientes para la prueba de 

selectividad. Teniendo como criterios de inclusión 8 horas de ayuno y no haber 

tomado medicamentos 7 días antes de la donación.  

 

2.1.2 Reactivos y disolventes  
 

• La pioglitazona provista por Sigma-Aldrich con un número de lote: 

LRAB3624 

• La rosiglitazona provista por USP con un número de lote: F0J407 

• Fosfato monobásico de potasio provisto por J.T Baker con número de 

lote: M02C08 

• Fosfato dibásico de potasio provisto por J.T Baker con número de lote: 

E29454  

• Metanol provisto por J.T. Baker con número de lote: Y28C33 

• Acetonitrilo provisto por J.T. Baker con número de lote: V49C57  

• Agua MiliQ 

• Ácido perclórico provisto por Sigma-Aldrich con un número de lote: 

SHBJ0892   
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2.2 Desarrollo del método  
 

2.2.1 Desarrollo del sistema cromatográfico 

En la figura 3 se muestran los criterios que se tomaron a consideración y los 

pasos necesarios para el óptimo desarrollo del método analítico de interés. 

 

Figura 3 Desarrollo del método Bioanalítico 

Para el desarrollo del método nos basamos en el artículo de Sripalakit [34]. 

A las condiciones cromatográficas solo se les tuvo que hacer un pequeño 

ajuste en las proporciones de los componentes, para que, de esta manera, 

obtener el pico de los analitos de interés, en un tiempo de retención adecuado, 

pero el flujo y la temperatura fueron los mismos que los reportados en el 

artículo antes citado. 
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• Propuesta del artículo 

Flujo de columna 1.2 ml/min                 ✓ 

T columna   27º C                                  ✓ 

pH           2.5                                           ✓ 

Metanol 40%                                           28% 

ACN      12%                                           12% 

Buffer     48%                                          60% 

 

Resultados del desarrollo del método bioanalítico  

Con este método que desarrollamos, se obtuvieron los siguientes resultados 

previos que son los siguientes cromatogramas (fig 4, 5, 6, 7).  

Pioglitazona y Rosiglitazona en solución  

 

Figura 4 Cromatograma en solución de pioglitazona y rosiglitazona medido a 269 nm 

 

 

Fase móvil por utilizar 
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Figura 5 Cromatograma en solución de pioglitazona y rosiglitazona medido a 233 nm 

 

Pioglitazona y Rosiglitazona en plasma 

 

 

Figura 6 Cromatograma en plasma de pioglitazona y rosiglitazona medido a 269 nm 

 



37 
 

 

Figura 7 Cromatograma en plasma de pioglitazona y Rosiglitazona medido a 233 nm 

Tanto en la figura 4 como en la 6, se observa que la pioglitazona absorbe mejor 

a una longitud de onda de 269 nm, mientras que en la imagen 5 y 7 se ve que 

la absorción de rosiglitazona es mejor a 233 nm.  

Al estar desarrollando el método, nos dimos cuenta de que el pH de la fase 

móvil era crítico, ya que una pequeña variación provocaba grandes cambios 

en los tiempos de retención de los analitos. 

 

Figura 8 Comparación de dos cromatogramas de la misma muestra con FM a diferente pH 
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En el cromatograma azul, se ve la corrida de una muestra de plasma cargada 

con pioglitazona y rosiglitazona con la Fase Móvil a un pH de 3.5, mientras que 

en el rojo se ve el cromatograma de la misma muestra después de haber 

ajustado la FM a un pH de 2.5. 

 

2.2.2 Desarrollo del método de extracción de la muestra 

  

Una vez establecidas las condiciones del equipo, se procedió a probar los 

métodos de extracción del plasma, teniendo dos opciones; precipitación de 

proteínas con ácido perclórico y extracción en fase sólida, eligiendo esta última 

ya que se obtiene mejor sensibilidad, como se muestra en la figura 10. 

 

Figura 9 Métodos de extracción de las muestras. 
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Figura 10 Comparación de los dos métodos de extracción de plasma 

En el cromatograma azul se observa el método de extracción con ácido 

perclórico, mientras que en el cromatograma rojo se observa la extracción en 

fase sólida. Cabe mencionar que ambas muestras estaban cargadas con la 

misma concentración de pioglitazona y rosiglitazona.  

2.3 Procedimiento general para el análisis de las muestras  
 

2.3.1 Condiciones cromatográficas 
 

Instrumento: HPLC-PDA Shimadzu Prominence-i LC-2030C 3D Plus 

Parámetro de cuantificación: altura 

Determinación: PDA (pioglitazona 269 nm, rosiglitazona 231 nm) 

Temperatura: 27oC 

Flujo: 1,2 mL/min 

Columna: Zorbax Eclipse Plus C18, 15 cm, 4,6 mm d.i., 5 micrometros  

Fase móvil: Metanol: ACN: buffer pH 2,5 (28:12:60) 
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Volumen de inyección:10µL 

Estándar interno: rosiglitazona  

 

2.3.2 Procedimiento general para el análisis de muestras en plasma  
 

2.3.2.1 Método de extracción de la muestra  
 

1. Se tomaron 600 μl de plasma y se cargó con 50 μl de las soluciones como se 

indica en la tabla 1. 

2. Se agregó 700 μl de ácido perclórico al 60%. 

3. Se agitó en el vortex por 10 segundos. 

4. Se centrifugó a 10,000 rpm, 4 oC por 10 min. 

5. Activamos el cartucho HLB con 1 mL de MeOH al 100% y se aplicó vacío. 

6. Se agregó 1 mL de agua bidestilada y se aplicó vacío. 

7. Se cargó la muestra y se aplicó vacío. 

8. Se lavó con 1 mL de MeOH al 5% y se aplicó vacío. 

9. Se eluyó con 500 μl de MeOH 100% y se aplicó vacío. 

10. Se filtró con un filtro de nylon de 0.22 μm previamente acondicionado con MeOH 

al 100%. 

11. La muestra quedó lista para ser inyectada al cromatógrafo 
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2.3.2.2 Curva de calibración en plasma 

 

Tabla 1 Preparación de la curva de calibración 

 

2.4 Procedimiento para la preparación de soluciones  
 

2.4.1 Preparación del Buffer  
 

Se pesó 1.36 g de fosfato monobásico de potasio y 1.74 g de fosfato dibásico de 

potasio, y se disolvieron en aproximadamente 800 ml de agua miliQ, se ajustó el pH 

de la solución a 2,5+0.05 con ácido fosfórico diluido. Posteriormente, se aforó con agua 

hasta 1000 ml. Se filtró por membrana de 0,22 µm y se desgasificó. 

 

2.4.2 Preparación de las soluciones Estándar 
 

Preparación de las soluciones de pioglitazona (problema). Se pesaron 10 mg de 

pioglitazona, y se transfirieron a un matraz volumétrico de 10 mL, se agregaron 5 mL 

de metanol, se disolvió y se aforó con metanol, esta solución tiene una concentración 

final de 1 mg/mL (Solución 1). De esta solución se volvió a tomar 1 mL y se llevó a 10 

mL con metanol (Solución 2). 
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De la solución 2 se tomaron los siguientes volúmenes para llegar a estas 

concentraciones. (Tabla 2) 

 

Tabla 2 Preparación de la solucion de pioglitazona 

 

Preparación de la solución de rosiglitazona (estándar interno). Se pesaron 10 mg 

de rosiglitazona, se transfirieron a un matraz volumétrico de 10 mL, se agregaron 5 mL 

de metanol, se disolvieron y se aforó con metanol, esta solución tiene una 

concentración final de 1 mg/mL(Solución 1). De esta solución se volvió a tomar 1 mL 

y se llevó a 10 mL con metanol (Solución 2). Y por último de la solución 2 se tomó 1 

mL y se llevó a 10 mL con metanol (Solución 3). 

 

2.4.3 Preparación de la solucion de Ácido Perclórico 4 M  
 

En un matraz volumétrico de 100 ml se colocaron 60 ml de Ácido Perclórico y 

se aforó con agua.  

2.4.4 Preparación de la solucion de Metanol al 5% 
 

En un matraz volumétrico de 100 ml se colocaron 5 ml de Metanol y se aforó 

con agua.  
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2.5 Procedimiento para la validación del método  
 

La validación del método cromatográfico se hizo conforme a los lineamientos 

establecidos por la NOM-177-SSA1-2013 y los reportados en el artículo de 

Robert Causon (1997) [35]. 

 

2.5.1 Adecuabilidad del sistema 

  

Se inyectó por sextuplicado una solución preparada con 50 μl de solución e (Tabla 2) 

de pioglitazona , 50 μl de solución 3 de rosiglitazona y 600 μl de MeOH.  

De las respuestas producidas se obtuvo: 

Coeficiente de variación entre las respuestas producidas por pioglitazona 

/rosiglitazona. 

Criterios de aceptación: 

Coeficiente de variación menor o igual a 3. 

 

2.5.2 Selectividad 
 

Esta prueba se realizó con 6 plasmas diferentes, además de un plasma 

hemolizado, uno lipémico y otro con medicamentos concomitantes, en los 

cuales se esperó que no existan interferencias en nuestro analito de interés.  

2.5.3 Límite inferior de cuantificación  

Se determinó con base en el 5% del Cmáx reportado para el analito de interés. 

2.5.4 Linealidad 
 

Se evaluó la linealidad inyectando por duplicado la curva de calibración incluida en la 

tabla 3.  Esta curva se preparó por quintuplicado. 
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Tabla 3 Curva de calibración para la prueba de Linealidad 

 

*Muestra blanco y 0 no se incluyen en los cálculos. 

 

De las respuestas producidas por pioglitazona / rosiglitazona, se obtuvo: 

• La gráfica de concentración vs respuesta. 

• La ecuación de la recta. 

• Coeficiente de correlación. 

• Análisis de residuales. Se analizó la diferencia entre los valores observados de 

y y los valores de y ajustados o residuales utilizando los datos de las 5 curvas 

de calibración preparadas.  Se construyó una gráfica de residuales 

estudentizados (residual crudo/error estándar) vs log de la concentración para 

evaluar la bondad de ajuste del modelo. 

Criterios de aceptación para linealidad: 

 R2 ≥  0.98 

La variación debe ser +15% de la concentración, exceptuando el primer punto que 

debe ser +20% de la concentración nominal. El 75% de los puntos de la curva deben 

cumplir ese criterio en cada corrida de validación. 
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Si se observa heterocedasticidad conforme aumenta la concentración, se busca un 

modelo de regresión ponderado. 

2.5.5 Precisión y exactitud del método 

 

Se preparó por triplicado la curva incluida en la tabla 3 en 3 días diferentes. 

De las respuestas producidas por pioglitazona / rosiglitazona, se obtuvo: 

La concentración de pioglitazona en los niveles 1,3,4 y 5 interpolando en la curva de 

calibración. 

Se realizó un análisis de varianza de una sola vía, en el cual no debió existir diferencia 

significativa. 

Se calculó el porcentaje de sesgo (%Sesgo= ((concentración experimental- 

concentración real)/ concentración real)*100).  

Criterios de aceptación para precisión: 

La variación debe ser +15% de la concentración, exceptuando el primer punto que 

debe ser +20% de la concentración nominal. 

Criterios de precisión para exactitud: 

El porcentaje de sesgo debe ser +15% en todas las concentraciones, exceptuando el 

primer punto que debe ser de + 20%. 

2.5.6 Recobro absoluto 
 

Se compararon las respuestas de la curva de calibración en plasma, vs curva de 

calibración en solución. 

De las respuestas producidas por pioglitazona / rosiglitazona, se obtuvo: 

El recobro absoluto. 

% Recobro absoluto = (Recobro Plasma / Recobro solución) x 100 

Criterios de aceptación para recobro: 

El recobro absoluto de la muestra tratada debe ser de al menos el 50%.  
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2.5.7 Robustez  
 

Reproducibilidad internalista. Se utilizaron los datos obtenidos en los dos últimos días 

de la prueba de precisión.  Otro analista analizó 4 concentraciones de la curva, 3 

réplicas en 2 días. 

De las respuestas producidas por pioglitazona / rosiglitazona, se obtuvo: 

La concentración de pioglitazona en cada nivel interpolando en la curva de calibración. 

Un análisis de varianza de dos factores, en el cual no debió existir diferencia 

significativa.  

Se calculó el porcentaje de desviación.  

Criterios de aceptación para precisión: 

La variación debe ser +15% de la concentración, exceptuando el primer punto que 

debe ser +20% de la concentración nominal. 

 

2.5.8 Estabilidad de la muestra 

  

Para cada caso, se prepararon los niveles de la curva 2 y 5 de acuerdo con la tabla 3 

por duplicado. 

 

Estabilidad a corto plazo: 

1. Estabilidad de las soluciones. 

Solución de comparación. Se prepararon las soluciones de pioglitazona y 

rosiglitazona como se indica en el punto 4.2.4 (preparación de soluciones).  Las 

soluciones de comparación debieron estar recién preparadas.  

a. Solución de referencia. Se tomaron 50 μl de solución de pioglitazona e 

(Tabla 2) recién preparada, 50 μl de solución 3 de rosiglitazona y 600 μl 

de MeOH. Se filtró con membrana de nylon 0.22 μm y se inyectaron por 

triplicado. 
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Solución de prueba. 

a. Solución de prueba. Se tomaron 50 μl de solución de la pioglitazona e 

(Tabla 2) recién preparada de una solucion madre almacenada (en Revco 

a -70º C), 50 μl de solución 3 de rosiglitazona y 600 μl de MeOH. Se filtró 

con membrana de nylon 0.22 μm y se inyectó por triplicado. 

De las respuestas producidas por pioglitazona y rosiglitazona, se obtuvo: 

La respuesta de pioglitazona y rosiglitazona.  El valor promedio de la respuesta 

analítica del o las soluciones en estudio se compararon con respecto al valor promedio 

obtenido por el análisis por triplicado de una solución recién preparada. 

Criterios de aceptación: 

Las soluciones serán consideradas estables si la desviación de la respuesta analítica 

promedio con respecto a la obtenida con muestras recién preparadas no es mayor que 

15%.  

2. Estabilidad de muestras en el automuestreador. 

a. Solución de comparación (baja y alta). Se prepararon por duplicado el 

nivel 2 y 5 de la curva de calibración incluida en la tabla 3. Se inyectó 

cada solución por triplicado. Esta solución se utilizó recién preparada. 

b. Solución de prueba (baja y alta). Se preparó por duplicado el nivel 2 y 5 

de la curva de calibración incluida en la tabla 3. Se inyectó cada solución 

por triplicado a intervalos de 5 inyecciones por 24. Se conservaron las 

muestras en el automuestreador durante toda la prueba. 

 

Estabilidad a largo plazo: 

1. Ciclos de congelación/descongelación.  

a. Se preparó una curva de calibración como se indica en la tabla 3. 

b. Solución de prueba (baja y alta).  Se preparó por duplicado el nivel 2 y 5 

de la curva de calibración incluida en la tabla 3. Se evaluó la estabilidad 

del(os) analito(s) en la matriz biológica, almacenadas a la temperatura de 
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congelación en que estarán las muestras reales por al menos 12 h, se 

descongelaron completamente a temperatura ambiente y se volvieron a 

congelar por al menos 12 h bajo las mismas condiciones. El número de 

ciclos de congelación-descongelación debe ser al menos de 3 ciclos. 

2. Muestras procesadas. 

a. Se preparó una curva de calibración como se indica en la tabla 3. 

b. Solución de prueba (baja y alta).  Se analizó por duplicado el nivel 2 y 5 

de la curva de calibración incluida en la tabla 3 previamente procesados 

y almacenados en el REVCO. Se analizaron periódicamente inyectando 

cada una por triplicado hasta completar tres meses. 

De las respuestas producidas por pioglitazona y rosiglitazona, se obtuvo: 

La interpolación de las soluciones de prueba en una curva de calibración recién 

preparada. 

Criterios de aceptación: 

La concentración promedio de cada nivel debe estar dentro del 15% de la 

concentración nominal. 

 

3. Muestras sin procesar. 

a. Se preparó una curva de calibración como se indica en la tabla 3. 

b. Muestra control baja. Se cargaron 14 muestras de 600 μl plasma blanco 

con 50 μl de solución de pioglitazona b (Tabla 2) y 50 μl de solución de 

rosiglitazona 3. Se almacenaron en las mismas condiciones que las 

muestras de estudio. 

c. Muestra control alta. Se cargaron 14 muestras de 600 μl plasma blanco 

con 50 μl solución de pioglitazona e y 50 μl de solución de rosiglitazona 

3. Se almacenaron en las mismas condiciones que las muestras de 

estudio. 
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Se conservaron las muestras en congelación hasta su análisis. Se analizaron 

periódicamente hasta completar tres meses, como se indica en el tratamiento de 

extracción: 

a. Dos muestras control baja inyectando cada una por triplicado. 

b. Dos muestras control alta inyectando cada una por triplicado. 

De las respuestas producidas por pioglitazona y rosiglitazona, se obtuvo: 

La interpolación de las soluciones de prueba en una curva de calibración recién 

preparada. 

Criterios de aceptación: 

La concentración promedio de cada nivel debe estar dentro del 15% de la 

concentración nominal. 
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3. Resultados 

3.1 Adecuablidad del sistema 

Se realiza cada vez que se van a inyectar muestras para comprobar que el 

sistema cromatográfico está estable. 

 

Figura 11 Adecuabilidad del sistema 

Para que la prueba sea satisfactoria se debe obtener un coeficiente de 

variación menor o igual a 3, si no se obtiene, se hace un análisis sistemático 

de fallas.  No se puede llevar a cabo la corrida hasta que no se cumplan los 

criterios de adecuabilidad. En la figura 11 se muestra un resultado óptimo de 

la prueba de Adecuabilidad, obteniendo un CV de 2.029, igualmente se 

muestra que el equipo tiene de limite aceptar un 3% de variación. 

En la siguiente tabla se observan todos los valores obtenidos en los diferentes 

días en los que se analizó pioglitazona para la validación del método con sus 

respectivos CV obtenidos al hacer la Adecuabilidad del sistema (tabla 4). 

Como es de notarse hay un periodo de días en que el Coeficiente de Varianza 

de la Adecuabilidad del sistema es mayor a lo permitido, por lo que los análisis 
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de esos días no están considerados. Esto se debió a que la vida útil de la fase 

estacionaria había terminado, y esto se solucionó al cambiarla y poner una 

nueva. 

En la figura 12 se muestra el grafico de los valores de la tabla 4, donde se 

observan los días en los que la prueba de Adecuabilidad no fue satisfactoria 

ya que el CV fue mayor a 3. 

Tabla 4 Resultados por cada día de la validación del método de la prueba de Adecuablidad 

 

 

Día CV Height Ratio

10-ene 1.776

14-ene 2.057

15-ene 1.228

16-ene 0.94

24-ene 0.649

28-ene 2.049

30-ene 3.733

31-ene 1.384

07-feb 3.878

08-feb 3.089

13-feb 2.276

14-feb 3.484

27-feb 1.528

10-abr 1.178

24-abr 1.226

07-may 2.5

08-may 0.735

09-may 1.107

22-may 1.439

23-may 0.979
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Figura 12 Gráfico de los CV obtenidos durante la validación del método al realizar la Adecuabilidad del sistema. 
Aceptando los datos que estén en el intervalo de 0 a 3. 

 

3.2 Selectividad  
 

Esta prueba se realizó con 6 plasmas de fuentes diferentes, un plasma 

hemolizado, un plasma lipémico y un plasma con medicamentos 

concomitantes (metformina), en los cuales se espera que no existan 

interferencias en nuestros picos de interés. 

Primero se inyectó un plasma blanco, en el cual se observó que no existieran 

interferencias en el tiempo que se esperaba el pico de rosiglitazona y 

pioglitazona. Posteriormente, se inyectaron los plasmas ya cargados, dando 

el resultado esperado. 

Se esperaba el pico de rosiglitazona (R) en un tiempo de 3 minutos, 

aproximadamente, mientras que el de pioglitazona (P), a los 7.5 minutos. En 

el caso del plasma lipémico y con tratamiento concomitante, el tiempo de 

retención de pioglitazona cambió a 5.5 minutos cuando se cambió a una 

columna nueva. 

Los cromatogramas de la prueba de selectividad se muestran en las figuras 

13-21.  
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Plasma 1 

 

Figura 13 Se observa en color negro el plasma blanco y en rosa el plasma cargado. Se ve claramente que en 
ambos picos de interés (rosiglitazona y pioglitazona), en el plasma blanco no hay ninguna interferencia. 

 

Plasma 2 

 

Figura 14 Se observa en color negro el plasma blanco y en morado el plasma cargado. Se ve claramente que en 
ambos picos de interés (rosiglitazona y pioglitazona), en el plasma blanco no hay ninguna interferencia. 
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Plasma 3 

 

Figura 15 Se observa en color negro el plasma blanco y en café el plasma cargado. Se ve claramente que en 
ambos picos de interés (rosiglitazona y pioglitazona), en el plasma blanco no hay ninguna interferencia 

 

Plasma 4  

 

Figura 16 Se observa en color café el plasma blanco y en azul el plasma cargado. Se ve claramente que en ambos 
picos de interés (rosiglitazona y pioglitazona), en el plasma blanco no hay ninguna interferencia. 

 

 



55 
 

 

Plasma 5 

 

Figura 17 Se observa en color negro el plasma blanco y en rojo el plasma cargado. Se ve claramente que en 
ambos picos de interés (rosiglitazona y pioglitazona), en el plasma blanco no hay ninguna interferencia. 

 

 

Plasma 6 

 

Figura 18 Se observa en color negro el plasma blanco y en rojo el plasma cargado. Se ve claramente que en 
ambos picos de interés (rosiglitazona y pioglitazona), en el plasma blanco no hay ninguna interferencia. 
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Hemolizado 

 

 

Figura 19 Se observa en color negro el plasma blanco y en rojo el plasma cargado. Se ve claramente que en 
ambos picos de interés (rosiglitazona y pioglitazona), en el plasma blanco no hay ninguna interferencia 

 

Lipémico 

 

Figura 20 Se observa en color rojo el plasma blanco y en negro el plasma cargado. Se ve claramente que en 
ambos picos de interés (rosiglitazona y pioglitazona), en el plasma blanco no hay ninguna interferencia. 
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Tratamiento concomitante (Metformina) 

 

Figura 21 Se observa en color rojo el plasma blanco y en negro el plasma cargado. Se ve claramente que en 
ambos picos de interés (rosiglitazona y pioglitazona), en el plasma blanco no hay ninguna interferencia. 

 

Los resultados obtenidos en el plasma hemolizado son de gran importancia, 

ya que demuestran que se pueden obtener buenos resultados aun cuando 

existan problemas con el manejo de la muestra, al igual con la muestra 

lipémica, ya que, si al realizar el estudio farmacocinético no se respetan las 

horas de ayuno, esto no interfiere con la detección y cuantificación de 

pioglitazona y rosiglitazona.  

También es muy positivo que el tratamiento concomitante no interfiera con los 

picos de interés, ya que en el caso de los pacientes con DT2 casi siempre la 

pioglitazona es administrada con metformina. 

 

3.3 Límite inferior de cuantificación  

Se determina con base en el 5% del Cmáx reportado para el analito de interés. 

Según lo reportado por Sripalakit (2006), la Cmáx para pioglitazona es de 1598 

ng/ml. 
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5% de 1598= 79.9 ng/ml  

Gracias a nuestro método de extracción de muestra se logró un límite inferior 

de cuantificación de 58 ng/ml. Por lo que se cumple y excede el requerimiento 

normativo. 

3.4 Linealidad y repetibilidad 

Para demostrar la linealidad del método se utilizaron 5 curvas de calibración 

realizadas el mismo día e inyectadas por duplicado. Los resultados de las 

curvas se observan en las figuras 22 a 27: 

Tabla 5 Pesada de los estándares para la realización de las soluciones para la prueba de Linealidad 

 

 

Tabla 6 Concentraciones reales de la curva de calibración ajustadas al peso de los estándares para la prueba de 
Linealidad 

 

 

Pesada 

Pioglitazona (mg)

Pesada 

Rosiglitazona (mg)

10 11.2

Dia 1 (10 Enero 2019)

Concentración 

Pioglitazona 

(ng/ml)

Concentración 

Rosiglitazona 

(ng/ml)

50 800

107 800

357 800

750 800

1000 800

1500 800

Curva de Calibración 
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En las tablas 5 y 6 se observan las pesadas del día para la prueba de linealidad 

y las concentraciones reales obtenidas de los pesos del día.  

  

Figura 22 Se muestran los resultados obtenidos en la curva A de calibración, del lado izquierdo se observan las 
concentraciones y los recobros obtenidos en cada nivel, mientras que del lado derecho se observa la linealidad de 
la curva de calibración con una R2 de 0.99 

 

 

Muestra 
Concentración 

(ng/ml)

Recobro 

(% )

A1.001 44 88

A1.002 44

A2.001 107 100

A2.002 107

A3.001 314 86

A3.002 302

A4.001 667 89

A4.002 667

A5.001 997 98

A5.002 972

A6.001 1583 107

A6.002 1618

Curva A
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Figura 24 Se muestran los resultados obtenidos en la curva C de calibración, del lado izquierdo se observan las 
concentraciones y los recobros obtenidos en cada nivel, mientras que del lado derecho se observa la linealidad de 
la curva de calibración con una R2 de 0.99 

 

Muestra 
Concentración 

(ng/ml)

Recobro 

(% )

B1.001 51 106

B1.002 55

B2.001 107 98

B2.002 104

B3.001 308 95

B3.002 372

B4.001 740 98

A4.002 732

B5.001 1059 106

B5.002 1064

B6.001 1602 111

B6.002 1739

Curva B

Curva C

Muestra 
Concentración 

(ng/ml)

Recobro 

(% )

C1.001 58 113

C1.002 55

C2.001 109 101

C2.002 107

C3.001 376 98

C3.002 324

C4.001 676 90

C4.002 678

C5.001 990 101

C5.002 1026

C6.001 1600 107

C6.002 1603

 
Figura 23 Se muestran los resultados obtenidos en la curva B de calibración, del lado izquierdo se observan las concentraciones y los 
recobros obtenidos en cada nivel, mientras que del lado derecho se observa la linealidad de la curva de calibración con una R2 de 0.99 
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Figura 25 Se muestran los resultados obtenidos en la curva D de calibración, del lado izquierdo se observan las 
concentraciones y los recobros obtenidos en cada nivel, mientras que del lado derecho se observa la linealidad de 
la curva de calibración con una R2 de 0.99 

 

 

 

Figura 26 Se muestran los resultados obtenidos en la curva E de calibración, del lado izquierdo se observan las 
concentraciones y los recobros obtenidos en cada nivel, mientras que del lado derecho se observa la linealidad de 
la curva de calibración con una R2 de 0.99 

Muestra 
Concentración 

(ng/ml)

Recobro 

(% )

D1.001 55 111

D1.002 56

D2.001 106 99

D2.002 107

D3.001 401 111

D3.002 394

D4.001 723 96

D4.002 722

D5.001 1054 108

D5.002 1109

D6.001 1640 110

D6.002 1670

Curva D

Curva E

Muestra 
Concentración 

(ng/ml)

Recobro 

(% )

E1.001 51 116

E1.002 65

E2.001 107 103

E2.002 114

E3.001 373 102

E3.002 356

E4.001 732 95

E4.002 686

E5.001 1027 102

E5.002 1020

E6.001 1658 113

E6.002 1724
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Figura 27 Se muestra el promedio de las 5 curvas de calibración realizadas el mismo día 

 

 

Donde: 

❖ HP es la Altura de pioglitazona  

❖ HR es la Altura de rosiglitazona  

Se presentan los datos de la pendiente, el intercepto y el coeficiente de 

determinación de cada una de las 5 curvas de calibración preparadas, además 

de los datos de la desviación estándar, error estándar y coeficiente de varianza 

en la tabla 7. 
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Tabla 7 Resultados de la pendiente, el intercepto, y el R2 de la prueba de linealidad 

 

 

Para estudiar la bondad de ajuste del modelo matemático, se realizó un análisis 

de residuales estudentizados, con el cual podemos determinar valores atípicos. 

El 95% de los valores deben caer en el intervalo de -2 a 2 desviaciones 

estándar. 

Como se observa en la figura 28, con ambos modelos tanto el lineal como el 

exponencial se tienen el 100% de los valores dentro del intervalo de -2 a 2 

desviaciones, por lo cual ambos podrían funcionar, pero con el modelo 

exponencial se tienen mejores recobros y coeficiente de determinación por eso 

fue el que se eligió. 

Número de 

curva 
Pendiente Intercepto R

2

A 1.14229 -1.34214 0.993231

B 1.07577 -1.19573 0.99775

C 1.00225 -1.29045 0.997593

D 1.02097 -1.27828 0.995908

E 1.04569 -1.32561 0.9912

Promedio 1.057394 -1.286442 0.995136

DE 0.0548852 0.05689409 0.002854

EE 0.0224068 0.02322691 0.001165

C.V 0.0519061 -0.0442259 0.002868
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Figura 28 Comparación de los análisis de residuales con los dos modelos matemáticos de ajuste 

 

Los resultados que se obtuvieron para la linealidad son los siguientes: 

❖ La variación de la concentración en el límite bajo de cuantificación 

obtenido a partir de las curvas de calibración es menor al 20% del valor 

nominal.   

❖ Los valores de las concentraciones de los controles medio y alto 

obtenidos de las curvas de calibración tienen una variación de menos del 

15% del valor nominal.  

❖ Los coeficientes de determinación obtenidos en las 5 curvas de 

calibración son los siguientes: 0.9932, 0.9977, 0.9975, 0.9959 y 0.9912, 

respectivamente, siendo estos valores superiores a los exigidos por las 

normas nacionales e internacionales. 

❖ El modelo que se ajusta a los datos de mejor manera es el exponencial, 

ya que se obtiene un mejor coeficiente de correlación y recobros con este 

que con el ajuste lineal. 
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Repetibilidad  

Se realizó el promedio de las 5 curvas realizadas para la prueba de linealidad, 

por cada nivel, obteniendo los siguientes resultados reportados en la tabla 8: 

 

Tabla 8 Resultados de prueba Repetibilidad 

 

 

Los resultados que se obtuvieron para la repetibilidad son los siguientes: 

❖ El coeficiente de varianza debe ser menor o igual a 20% en el primer 

punto de la curva (límite bajo de cuantificación), nuestro método obtuvo 

un 12%.  

❖ El coeficiente de varianza para los niveles 2,3,4,5 y 6 es menor de 15% 

obteniendo en todos los niveles de la curva coeficientes de varianza 

menores al establecido. 

 

3.5 Precisión y Exactitud del método  
 

Para determinar estos parámetros se deben realizar estudios intradía e 

interdía; para determinar la precisión se utilizaron los estudios intradía e 

interdía, y para determinar la exactitud se utilizó el estudio intradía. 

 

Concentración 

(ng/ml)

Coeficiente 

de Varianza 

(% )

Promedio nivel 1 12

Promedio nivel 2 3

Promedio nivel 3 10

Promedio nivel 4 4

Promedio nivel 5 4

Promedio nivel 6 3
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Reproducibilidad (prueba interdía) 

La prueba de reproducibilidad se hizo en 3 días diferentes, con 4 

concentraciones, como lo muestra la tabla 9. 

 

Tabla 9 Diseño de la prueba de Reproducibilidad 

 

Se calculó el C.V respecto a los recobros obtenidos en los niveles  

Dia 1 (10 de Enero 2019) 

Se utilizaron los datos obtenidos en la prueba de linealidad como día 1 de la 

prueba de Reproducibilidad. 

Se presentan los recobros obtenidos en cada nivel de la curva en la tabla 10. 

 

 

 

 

 

 

Día 1 Día 2 Día 3 

A1 

A3 

A4 

A5 

B1 

B3 

B4 

B5 

C1 

C3 

C4 

C5 

A1 

A3 

A4 

A5 

B1 

B3 

B4 

B5 

C1 

C3 

C4 

C5 

A1 

A3 

A4 

A5 

B1 

B3 

B4 

B5 

C1 

C3 

C4 

C5 
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Tabla 10 Resultados de la prueba de Reproducibilidad día 1 

 

 

Dia 2 (15 de Enero 2019) 

Se presentan los recobros obtenidos en cada nivel de la curva en la tabla 11. 

Tabla 11 Resultados de la prueba de Reproducibilidad día 2 

 

 

Muestra 
Recobro 

(%)
Muestra 

Recobro 

(%)
Muestra 

Recobro 

(%)

A1.001 88 B1.001 106 C1.001 113

A1.002 B1.002 C1.002

A3.001 86 B3.001 105 C3.001 98

A3.002 B3.002 C3.002

A4.001 89 B4.001 98 C4.001 90

A4.002 A4.002 C4.002

A5.001 98 B5.001 106 C5.001 101

A5.002 B5.002 C5.002

Día 1 (10 de Enero)

Curva A Curva B Curva C

Muestra 
Recobro 

(%)
Muestra 

Recobro 

(%)
Muestra 

Recobro 

(%)

A1.001 112 B1.001 85 C1.001 102

A1.002 B1.002 C1.002

A3.001 94 B3.001 86 C3.001 88

A3.002 B3.002 C3.002

A4.001 89 B4.001 90 C4.001 89

A4.002 A4.002 C4.002

A5.001 102 B5.001 106 C5.001 99

A5.002 B5.002 C5.002

Día 2 (15 de Enero)

Curva A Curva B Curva C
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Día 3 (28 de Enero 2019) 

Se presentan los recobros obtenidos en cada nivel de la curva en la tabla 12. 

Tabla 12 Resultados de la prueba de Reproducibilidad día 3 

  

Al tener los datos de la prueba, se calculó el coeficiente de varianza del 

promedio de los 3 días por cada nivel, mostrando los resultados en la tabla 13. 

 

Tabla 13 Coeficientes de Varianza de la prueba de Reproducibilidad 

 

 

Muestra 
Recobro 

(%)
Muestra 

Recobro 

(%)
Muestra 

Recobro 

(%)

A1.001 113 B1.001 115 C1.001 106

A1.002 B1.002 C1.002

A3.001 97 B3.001 100 C3.001 97

A3.002 B3.002 C3.002

A4.001 86 B4.001 95 C4.001 95

A4.002 A4.002 C4.002

A5.001 112 B5.001 106 C5.001 107

A5.002 B5.002 C5.002

Curva B Curva C

Día 3 (28 de Enero)

Curva A 

Recobros (%)

Coeficiente 

de varianza 

(%)

Promedio nivel 1 11

Promedio nivel 3 7

Promedio nivel 4 4

Promedio nivel 5 4
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Resultados de la exactitud 

En la tabla 14 se muestran los resultados de la exactitud que es una prueba 

interdía, se calculó el porcentaje del sesgo del promedio de los 3 días en cada 

nivel de concentración.  

 

Tabla 14 Resultados de la prueba de Exactitud 

 

 

Se hizo un análisis de varianza de un factor que se observa en la figura 29, 

con el cual se puede ver que no existe diferencia significativa en nuestros 

datos, esto conduce a concluir que el método es reproducible.  

Dia 1 Dia 2 Dia 3 % de Sesgo

Promedio 

nivel 1

Concentración 

real

Promedio 

nivel 1 

Concentración 

real 

Promedio 

nivel 1 

Concentración 

real

51 50 53 54 59 53 5

Promedio 

nivel 3

Promedio 

nivel 3 

Promedio 

nivel 3 (Dia 

345 357 342 382 372 379 5

Promedio 

nivel 4

Promedio 

nivel 4

Promedio 

nivel 4 (Dia 

3)

693 750 715 803 733 795 9

Promedio 

nivel 5 

Promedio 

nivel 5

Promedio 

nivel 5 (Dia 

3)

1018 1000 1095 1070 1151 1060 4
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Figura 29 Análisis de varianza de una sola vía 

 

El resumen de los resultados de las pruebas de precisión y exactitud se 

muestran en la tabla 15. 

Tabla 15 Resultados de la prueba de Precisión y Exactitud 

 

 

 

Concentración Conocida 

(ng/mL)

Concentración Encontrada 

(ng/mL)

Exactitud 

(%)

Precisión 

(% CV)

Intradía

50 53±6.31 107 12

107 107 ± 2.74 103 3

357 352 ± 36.91 102 10

750 702 ± 29.89 95 4

1000 1032 ± 40.76 102 4

1500 1643 ± 53.84 110 3

Interdía 

50 55 ± 7.16 101 12

357 353 ± 37.46 93 8

750 714 ± 34.66 91 4

1000 1084 ± 67.95 102 3
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Resultados obtenidos al realizar el análisis de los datos: 

❖ El valor del coeficiente de variación obtenido para los niveles 3, 4 

y 5 (bajo, medio y alto) no excedió del 15% del coeficiente de 

variación, lo que cumple con el criterio marcado por la regulación. 

❖ Para la concentración del nivel 1 (límite bajo de cuantificación) el 

valor del coeficiente de variación fue menos del 20%. 

❖ Para la prueba de exactitud, el límite bajo de cuantificación de los 

3 días se observa que el porcentaje de sesgo es menor al 20%, 

por lo que es adecuado. 

❖ Igualmente, para los niveles bajo, medio y alto (3,4 y 5); se 

obtuvieron valores de sesgo dentro del 15% permitido por la 

normativa. 

❖ El análisis de varianza de una sola vía indica que no existe 

diferencia significativa en nuestros datos. 

 

3.6 Recobro absoluto  
Curva de calibración en solución   

En la figura 30, se observa que todos los recobros de la curva de calibración 

preparada en metanol cumplen los criterios establecidos.                   
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Figura 30 Curva de calibración en solución, se observa en la parte izquierda tanto las concentraciones obtenidas 
como el porcentaje de recobros, del lado derecho se observa la linealidad de esta curva en solución con una R2 de 
0.99 

Curva de calibración en plasma  

En la figura 31, se observa que todos los recobros de la curva de calibración 

en plasma, cumplen los criterios establecidos. 

 

Figura 31 Curva de calibración en plasma, en la parte izquierda se observa tanto las concentraciones obtenidas 
como el porcentaje de recobros, del lado derecho se observa la linealidad de esta curva en plasma con una R2 de 
0.99 
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% Recobro absoluto = (Recobro Plasma / Recobro solución) x 100  

 Los resultados de los recobros se muestran en la tabla 16. 

Tabla 16 Resultados de la prueba de Recobro Absoluto 

 

Al obtener porcentajes de recobro absoluto dentro de las especificaciones 

establecidas en el protocolo, se puede concluir que el tratamiento de la 

muestra no afecta las concentraciones de pioglitazona y rosiglitazona. 

3.7 Robustez 

Para esta prueba se realizaron pruebas interanalista, para probar que el 

método sirve bajo diferentes situaciones como diferentes días y analistas. En 

la tabla 17 se muestra el diseño de la prueba. 

Nivel de la 

curva

Recobro 

promedio 

(Plasma/

Solución)

1 94

2 109

3 105

4 102

5 110

6 99
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Tabla 17 Diseño de la prueba de Robustez 

 

En la tabla 18 se muestran los porcentajes de recobro obtenidos tanto por 

el químico 1 como por el químico 2 en los dos días de análisis.  

Tabla 18 Resultados de la prueba de Robustez 

 

 Dia 1 Dia 2 

Químico 1 A1 

A3 

A4 

A5 

B1 

B3 

B4 

B5 

C1 

C3 

C4 

C5 

A1 

A3 

A4 

A5 

B1 

B3 

B4 

B5 

C1 

C3 

C4 

C5 

Químico 2 A1 

A3 

A4 

A5 

B1 

B3 

B4 

B5 

C1 

C3 

C4 

C5 

A1 

A3 

A4 

A5 

B1 

B3 

B4 

B5 

C1 

C3 

C4 

C5 

 

Curva A Curva B Curva C Curva A Curva B Curva C

Muestra 
Recobro 

(%)
Muestra 

Recobro 

(%)
Muestra 

Recobro 

(%)
Muestra 

Recobro 

(%)
Muestra 

Recobro 

(%)
Muestra 

Recobro 

(%)

A1.001 88 B1.001 106 C1.001 113 A1.001 112 B1.001 85 C1.001 102

A1.002 B1.002 C1.002 A1.002 B1.002 C1.002

A3.001 86 B3.001 105 C3.001 98 A3.001 94 B3.001 86 C3.001 88

A3.002 B3.002 C3.002 A3.002 B3.002 C3.002

A4.001 89 B4.001 98 C4.001 90 A4.001 89 B4.001 90 C4.001 89

A4.002 A4.002 C4.002 A4.002 A4.002 C4.002

A5.001 98 B5.001 106 C5.001 101 A5.001 102 B5.001 106 C5.001 99

A5.002 B5.002 C5.002 A5.002 B5.002 C5.002

Curva A Curva B Curva C Curva A Curva B Curva C

Muestra 
Recobro 

(%)
Muestra 

Recobro 

(%)
Muestra 

Recobro 

(%)
Muestra 

Recobro 

(%)
Muestra 

Recobro 

(%)
Muestra 

Recobro 

(%)

A1.001 B1.001 C1.001 A1.001 B1.001 C1.001

A1.002 B1.002 C1.002 A1.002 B1.002 C1.002

A3.001 B3.001 C3.001 A3.001 B3.001 C3.001

A3.002 B3.002 C3.002 A3.002 B3.002 C3.002

A4.001 B4.001 C4.001 A4.001 B4.001 C4.001

A4.002 A4.002 C4.002 A4.002 A4.002 C4.002

A5.001 B5.001 C5.001 A5.001 B5.001 C5.001

A5.002 B5.002 C5.002 A5.002 B5.002 C5.002
104

100

88

92

Químico 1

Químico 2

100

107

90

99

104

107

93

108

89

118

111

105

87

111

101

102

90

116

104

92

Día 1 Día 2
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En la tabla 19 se muestran los promedios de las concentraciones 

encontradas en cada nivel, al igual que la precisión y la exactitud de esta 

prueba en particular. 

Tabla 19 Datos de Exactitud y Precisión de la prueba de Robustez 

 

 

Para la robustez, se hizo un análisis de varianza de dos factores que se 

muestra en la figura 32, esperando que no existiera diferencia significativa 

entre los datos obtenidos por los dos químicos (Alejandra Sánchez Solares y 

Tania Alexandra Smith Márquez), siendo ese el resultado obtenido. 

 

Concentración 

Conocida (ng/mL)

Concentración 

Encontrada (ng/mL)

Exactitud 

(%)

Precisión 

(% CV)

Quimico 1 

50 55 ± 7.16 101 12

357 353 ± 37.46 93 8

750 714 ± 34.66 91 4

1000 1084 ± 67.95 102 3

Quimico 2

53 59 ± 9.90 107 17

357 351 ± 27.16 91 8

795 783 ± 69.76 100 9

1060 1106 ± 79.00 106 7
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Figura 32 Análisis de varianza de dos factores comparando los datos de dos químicos diferentes (Alejandra 
Sánchez Solares y Tania Alexandra Smith Márquez). 

 

Resultados obtenidos al realizar el análisis de los datos: 

❖ El valor del coeficiente de variación obtenido para los niveles 3, 4 

y 5 (bajo, medio y alto) no excedió el 15% de variación, lo que 

cumple con el criterio marcado por la regulación. 

❖ Para la concentración del nivel 1 (limite bajo de cuantificación), el 

valor del coeficiente de variación fue menos del 20%. 

❖ El análisis de varianza de dos factores indica que no existe 

diferencia significativa en nuestros datos al ser realizado el método 

por personas distintas.  
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3.8 Estabilidad 
 

Se evaluaron 3 ciclos de congelación-descongelación del plasma, la 

estabilidad a largo plazo, estabilidad en el automuestreador tanto del plasma 

como de la solución, la estabilidad de la muestra preparada y la estabilidad de 

la solucion madre.  

Los resultados se muestran en la tabla 20 

Tabla 20 Resultados de la prueba de Estabilidad 

 

Estos resultados indican que la muestra procesada es estable 14 días y sin 

procesar 22 semanas. La solucion 1 es estable por 10 semanas. 

 

Estabilidad Concentracion (ng/mL)

114 1060

Congelación- Descongelación

Inicial 101 1101

Medida después de 3 ciclos 113 ± 17.87 1139 ± 92.30

Desviación (% ) 15.77 8.1

Plasma a largo plazo 

Inicial 126 1209

Medida después de 22 semanas 111 ± 15.89 1184 ± 96.55

Desviación (% ) 14.31 8.15

Plasma en el automuestreador 

Inicial N/A 985

Después de 24 hrs N/A 937 ± 63.59

Desviación (% ) N/A 6.79

Solución en el automuestreador 

Inicial N/A 958

Después de 24 hrs N/A 863 ± 87.92

Desviación (% ) N/A 10.18

Muestra preparada 

Inicial 112 1079

Después de 14 días 117 ± 12.46 1068 ± 97.82

Desviación (% ) 11.64 9.15

Solución madre 

Inicial N/A 1032

Después de 10 semanas N/A 1002 ± 42.62

Desviación (% ) N/A 4.25
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4. Discusión 
 

El objetivo de este trabajo fue desarrollar un método sensible y reproducible 

de HPLC acoplado a PDA para la detección y cuantificación de pioglitazona 

que pudiera ser utilizado para el análisis de un gran número de muestras de 

plasma obtenidas en un estudio farmacocinético. 

Existen pocos métodos por HPLC con detector UV para el análisis de 

pioglitazona [21, 34, 36]. Nuestro método excede los parámetros establecidos 

en la normatividad, en la que se especifica un límite de cuantificación del 5% 

del CMax [32]. En el caso que nos ocupa, el límite de cuantificación requerido 

es de 85 ng/ml, y nuestro método tiene un límite de cuantificación de 50 ng/ml. 

 

Figura 33 Cromatograma, espectro UV e índice de pureza del límite inferior de cuantificación en plasma (50 ng/ml) 
obtenido durante la validación del método. 

En la figura 33 se observa en el cromatograma que el pico que corresponde al 

nivel más bajo de la curva de calibración está bien resuelto, es simétrico y 

fácilmente identificable. El espectro UV que se muestra en la imagen confirma 

la identidad de nuestro analito y el análisis de pureza corrobora la resolución 

de este. 
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En la figura 34 y la tabla 21 se muestra la comparación de los métodos 

publicados para el análisis de pioglitazona en plasma contra el método 

desarrollado en este laboratorio. 

 

Figura 34 Comparación de los cromatogramas de los métodos reportados para el análisis de pioglitazona en 
plasma vs el método desarrollado por nosotros. A) Sánchez Solares, B) Sripalakit [34], C) Souri [36], D) Syed [21]. 

En el cromatograma A, se observa el límite inferior de cuantificación del 

método desarrollado en este laboratorio, el cual es de 50 ng/ml, el 

cromatograma B es el límite inferior de cuantificación del método propuesto 

por Sripalakit que igualmente es de 50 ng/ml, en el C se observa el método 

propuesto por Souri, el cual muestra un cromatograma del límite de detección 

de 10 ng/ml y por último el cromatograma D muestra una pioglitazona de 

concentración de 750 ng/ml del método de Syed. 

El método propuesto por Sripalakit y el método desarrollado en nuestro 

laboratorio tienen el mismo límite inferior de cuantificación, sin embargo, de 

los cromatogramas puede observarse que tanto el tamaño como la forma del 

pico obtenido por nuestro equipo de trabajo, facilitan tanto la detección y 

cuantificación de la pioglitazona, como la reproducibilidad del análisis. 
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La comparación del cromatograma reportado por Souri contra el de nuestro 

laboratorio es más complicada, porque Souri publica su límite de detección en 

lugar del límite de cuantificación, que es lo más común, sin embargo, la señal 

en el cromatograma de Souri es apenas perceptible contra la señal que 

mostramos nosotros que, como hemos dicho antes, está muy bien definida.  

Finalmente, el cromatograma de Syed demuestra la baja resolución y 

sensibilidad de su método, ya que es una concentración de 750 ng/ml , siendo 

15 veces mayor a la concentración del cromatograma del método desarrollado 

en este laboratorio.  

Al comparar la bibliografía analizada de los métodos publicados para la 

determinación de pioglitazona en plasma, con el método desarrollado en este 

laboratorio, se encontraron algunas diferencias que se enlistan en la tabla 21.  

Tabla 21 Comparación de los métodos publicados para la determinación de pioglitazona en plasma  

 

En la tabla 21 se puede observar que el límite inferior de cuantificación de Syed 

[21] es 2 veces más alto que el del método desarrollado en este laboratorio. El 

de Sripalakit [34] y el nuestro tienen el mismo valor, sin embargo, en los 

cromatogramas de la figura 34 podemos percatarnos que con las condiciones 

propuestas por este laboratorio se obtiene una mejor señal, que se traduce en 
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una mayor sensibilidad y reproducibilidad. Finalmente, Souri [36] reporta un 

límite inferior de cuantificación de 25 ng/ml, pero no muestra ningún 

cromatograma que lo respalde, por lo que no se puede hacer una comparación 

precisa.  

En lo que se refiere al volumen de inyección, se obtiene el mismo límite inferior 

de cuantificación que Sripalakit [34] que inyecta 5 veces más que nosotros. La 

calidad de nuestros cromatogramas puede explicarse por el bajo volumen de 

inyección que usamos. A mayor volumen de inyección, menor calidad de pico. 

La validación se hizo en base a una exhaustiva revisión bibliográfica [25, 29, 

30, 31, 32, 35,37, 38, 39, 40, 41], lo cual vuelve nuestro método más robusto 

en comparación con los otros métodos publicados que solo se basan en la 

guía de la FDA. Se incluyeron más parámetros que los indispensables como: 

Análisis de Residuales, ANOVA ( de uno y de dos factores), selectividad 

incluyendo tratamientos concomitantes y una estabilidad de muestra mayor 

que ninguna de las reportadas.   

El método de HPLC-PDA desarrollado en nuestro laboratorio para el análisis 

de pioglitazona en plasma, demostró ser lineal, exacto, preciso, reproducible, 

sensible, selectivo, robusto y estable.  

Al realizar la validación se encontraron dos puntos críticos a considerar: 

❖ Se debe cuidar el pH de la fase móvil, ya que si se sube a más de 2.6, 

se pierde totalmente la retención de los analitos, en este caso 

rosiglitazona y pioglitazona. 

❖ Al momento de hacer la extracción en fase sólida, se debe cuidar el 

tiempo de vacío entre lavados. Si no se elimina el solvente utilizado para 

lavar los cartuchos, la muestra puede contaminarse. 
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5. Conclusiones 
 

 

Se desarrolló y validó un método de cromatografía de líquidos acoplado a un 

detector de arreglo de diodos, aprovechando una técnica de extracción en fase 

sólida, lo que nos permitió aumentar la sensibilidad para la identificación y 

cuantificación de pioglitazona en plasma humano. El método antes descrito 

demostró ser exacto, reproducible, robusto y preciso; siendo apto para ser 

utilizado en estudios farmacocinéticos. 
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6. Perspectivas 
 

Este método fue desarrollado y validado para la posterior realización de un 

estudio farmacocinético en voluntarios sanos, para comparar el perfil 

farmacocinético contra las deficiencias en el metabolismo derivadas de 

posibles mutaciones en el CYP2C8.  
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