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GLOSARIO DE ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

Concepto Definicion
am Unidad de medida de longitud de onda del
SI,(Lnm=1.0 x 107 m).
R? Coeficiente de determinacion.
UV - VIS Ultravioleta — visible.
%T Porcentaje de transmitancia.
A Absorbancia.
FEUM Farmacopea de I_os Estados Unidos
Mexicanos.
Enzima ECA Enzima convertidora de angiotensina.

Excipiente cbp

Regresion lineal

ANOVA
Varianza

F en ANOVA

Abreviatura de cantidad bastante para, una
sustancia sin accién farmacologica.
Procedimiento estadistico para analizar y
describir la relacion entre varias variables,
modelo matematico para analizar la
relacién entre una variable dependiente de
varias independientes.

Anélisis de varianza, método estadistico

para evaluar la variabilidad.

Medida de dispersion de una serie de datos
respecto a su media.
Cociente entre dos varianza, F = variacion
entre las medias de las muestras / variacion
dentro de las muestras



RESUMEN

La hipertension es una enfermedad cardiovascular de gran impacto en México, segun los
ultimos datos el INEGI afecta a uno de cada cuatro mexicanos, en un 24.9% a hombres y un
26.1% a mujeres; en Puebla el Gltimo afio se registraron 52310 casos, en un 73.5% en
hombres y 26.5% en mujeres. Ahora bien la cromatografia de liquidos de alta resolucion es
considerada la técnica analitica determinada para estos estudios, no obstante, el manejo de
sus materiales y residuos es complejo dado el uso de solventes organicos; con la
Espectrofotometria UV — VIS se busca establecer un metodo basado en analisis
quimiomeétricos de facil manejo y bajas emisiones residuos. Con el método ya establecido
observamos que la mejor absorbancia es a 258 nm, es decir, a esta longitud de onda se
obtendran las mejores predicciones de concentracion para el principio activo de Losartan.

Las predicciones de concentracion se lograron en un rango de 96 a 99%.

Palabras clave: Losartan, Espectrofotometria UV-VIS, Quimiometria,
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1. INTRODUCCION

La hipertension es una enfermedad cardiovascular de gran impacto en México, segun los
ultimos datos el INEGI afecta a uno de cada cuatro mexicanos, en un 24.9% a hombres y un
26.1% a mujeres; y de acuerdo al Sistema de Informacion en Enfermedades Cronicas en
Puebla el dltimo afio se registraron 52,310 casos, en un 73.5% en hombres y 26.5% en
mujeres; si bien, existe un gran numero de farmacos dedicados al tratamiento de esta
enfermedad, es cierto que Losartadn es uno de los mas conocidos y vendidos, por lo que
analizar su cuantificacion resulta interesante e importante dado su impacto en el tratamiento

de dicha enfermedad.

El anlisis de farmacos es importante entre otras cosas para evaluar la eficacia, eficiencia y
seguridad de los mismos, sin embargo, las técnicas y métodos suelen ser costosos, la
cromatografia de liquidos de alta resolucion es considerada la técnica analitica determinada
para estos estudios, no obstante, el manejo de sus materiales y residuos es complejo dado el
uso de solventes organicos; por lo que, con el uso de la Espectrofotometria UV — VIS se
busca establecer un método basado en analisis quimiométricos de facil manejo y acceso, con

bajas emisiones de residuos, reduccion de tiempos y bajos costos.

La Quimiometria como rama de la Quimica Analitica busca emplear célculos estadisticos
para estudiar la metodologia o bien los resultados de una investigacion para verificar y
mejorar su eficacia; sin embargo, a pesar de laimportancia que tienen los analisis estadisticos
en las investigaciones y proyectos de desarrollo, la Quimiometria como disciplina es poco
conocida y apreciada; lo que nos lleva a un punto primordial del proyecto de investigacion,

que esta tesis sea un ejemplo de la importancia y vitalidad de los andlisis quimiométricos.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Origen del Losartan.

El Losartdn como medicamento para tratar la hipertension tiene su origen en 1982 cuando
los cientificos de DuPont centraron su atencion en el Sistema Renina-Angiotensina, si bien,
desde 1970 las compafiias farmacéuticas ya habian comenzado el estudio de medicamentos
enfocados en dicho sistema dado su importancia en la regulacion de la presion arterial el
desconocimiento para aquella época aun era mucha; asi que fue hasta 1982 cuando los
cientificos de DuPont comenzaron su busqueda para un medicamento antihipertensivo.
(Bhardwaj, 2006).

El Sistema Renina-Aldosterona es el encargado de regular la presion arterial al producir
mediante el higado la proteina angiotensindgeno que es liberada en el torrente sanguineo; la
presion arterial alta ocurre cuando la enzima renina divide a angiotensindgeno para formar
angiotensina | (Ang 1), la cual es una hormona decapeptidica, posteriormente la enzima
convertidora de Angiotensina (ECA) escinde la Ang | para formar Angiotesina Il (Ang II),
una hormona octapeptidica, esta Gltima es la responsable de provocar la presion arterial alta.
(Timmermans et al., 1995).

Para 1980 ya existia el Captopril como inhibidor de la enzima ECA, y es entonces cuando la
industria farmacéutica mostré especial interés en la creacién de inhibidores de ambas
enzimas. En 1982 DuPont contrat6 a RI Taber para dirigir la investigacién, quien decidio6
estudiar los compuestos cardiovasculares abandonados por la industria sin embargo comenz6
a dispersarse asi que decidié centrar su investigacion en tres secciones, sistema
cardiovascular, sistema nervioso central y antiinflamatorios; y fue Taber quien sugiri6é que
en lugar de apuntar a la inhibicion de las enzimas, deberian considerar a un receptor de Ang
I1, ademas encontraron la ventaja de que al ser un campo muy poco estudiado podrian crear
un farmaco con un mejor mercado, ya que desde 1975 existia el Captopril como inhibidor de
ambas enzimas. Poco después se uni6 JV Duncia a la investigacion del sistema
cardiovascular enfocado en la creacion de un farmaco antagonista receptor de Ang Il, Duncia
decidié gue habia mas ventajas en los péptidos que en los no péptidos, sin embargo no fue

sencillo ya que eran moléculas flexibles que dificultaban el disefio de farmacos, asi que
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después de casi un afio de investigacion concluyo que los analogos de fragmentos de Ang Il

no funcionarian. (Timmermans et al., 1995).

Fue hasta finales de 1982 que la empresa Takeda Chemical Industries lanz6 dos patentes de
derivados de Imidazol que prometian tener la deseada actividad antagonista de la Ang Il pero
incluian la caracteristica de ser no péptidos, lo que diferia de la investigacién inicial de
Duncia. Inmediatamente DuPont ordené a DJ Carini sintetizar los compuestos Takeda para
verificar sus efectos, el mas prometedor fue nombrado S-8307, sin embargo Duncia no
abandono su linea de investigacion pues Takeda Chemical Industries no habia mostrado nada
concluyente. Poco después, AT Chiu y PC Wong dos farmacélogos fueron los encargados de
probar los compuestos Takeda y verificar la union a los receptores de Ang Il asi como su
actividad antagonica. Los resultados con el compuesto S-8307 fueron decepcionantes pues
si bien si existia una union esta era extremadamente débil, Chiu y Wong continuaron
realizando ensayos que lamentablemente llegaban a misma conclusion pero fue gracias a un
error por parte de Wong al inyectar un exceso del compuesto Takeda en una rata que logro
la selectividad deseada demostrando que el compuesto S-8307 era un antagonista
competitivo que reducia la presion arterial en ratas, pero de manera débil y con altas dosis.
(Bhardwaj, 2006).

En 1983 Carini comenzd a sintetizar variantes del compuesto S-8307, con pocos resultados
favorables ya que la mayoria eran inactivos, poco después Duncia decidi6 unirse a su trabajo
y empezé a sintetizar andlogos simples ademés de emplear el modelado de computadora
comparando las estructuras de la Ang Il y del S-8307 buscando crear analogos mas potentes.
Empleando un modelaje tridimensional de ambas moléculas concluyeron que S-8307 carecia
de una actividad acida asi que Duncia decidio agregar acido carboxilico creando asi una
nueva molécula, la cual nombré como EXP-6155, sin embargo no resulté ser activa via oral
en ratas; decidieron que necesitaban casi todos los aminoacidos de la Ang Il por lo que
tuvieron ampliar a EXP-6155 para potenciar su actividad; y después de multiples variables
de anélogos sin actividad via oral crearon EXP-7711 pero este aun era demasiado débil como
para considerarse farmaco y los cientificos tenian un plazo de 6 meses o0 su investigacion

seria cancelada, Duncia centré su atencion en la sustitucion del acido carboxilico en
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diferentes grupos funcionales acidos pero fue en marzo de 1986 cuando adjunto el tetrazol
potenciando su actividad 10 veces obteniendo asi el Losartdn o DuP-753. (Bhardwaj, 2006).

En 1989 Losartan es usado por primera vez en humanos y fue patentado en 1992; sin
embargo fue hasta 1995 que gracias a la creacion de la empresa DuPont Merck
Pharmaceutical Company que Losartan fue lanzado como el primer antagonista del receptor
Ang 1l y en 1997 la American Chemical Society otorgd a Duncia, Carini, Wong y dos
cientificos de Merk el premio a la Innovacion. Desde 2009 es un medicamento genérico.
(Bhardwaj, 2006).

2.2 Tratamiento con Losartan.

Al dia de hoy sabemos que el Losartdn actla bloqueando al receptor que provocan la
contraccion de los vasos sanguineos permitiendo la correcta circulaciéon de los mismos al
relajarlos y ensancharlos facilitando que el corazon bombee sangre en el cuerpo; cabe
mencionar que Losartdn no bloguea o disminuye la produccién de otros receptores
hormonales que sean importantes en el sistema cardiovascular. Se emplea en conjunto con
otros medicamentos para tratar la presion arterial alta y la hipertrofia ventricular izquierda,
hace poco también se descubrio que es eficaz para tratar los problemas renales y la nefropatia
diabética de las personas con diabetes tipo 2 que ademas sufren de hipertensién. Es también
usado para prevenir accidentes cerebrovasculares en personas con problemas del corazon, sin
embargo se ha encontrado poca eficacia en personas afroamericanas con este tipo de
padecimientos. (Sica et al., 2005).

La dosis y el tratamiento recomendado para los pacientes no difieren significativamente de
la edad, el sexo o la raza, sin embargo, debe evitarse durante el embarazo ya que para el
segundo Y tercer trimestre de embarazo existe una posibilidad de toxicidad fetal grave; ahora
bien, la dosis diaria maxima recomendable es de 100 mg; la gran ventaja que existe en
Losartan es que protege a los érganos diana (sistema nervioso central, corazon, pulmones
rifiones e higado) por lo que se ha generalizado para el tratamiento de la hipertension en el

contexto de las enfermedades de los érganos diana. (s/f-a).

El Losartan es un medicamento de uso oral que puede administrarse con o sin alimentos para

casos especificos como:
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e Hipertension en adultos y jovenes; con una dosis diaria entre 50 y 100 mg, esta puede
hacerse en una sola dosis o dividirla en dos. Es posible combinarse con otros
antihipertensivos diuréticos. Para pacientes de edad avanzada no difiere
significativamente con los pacientes jovenes.

e Hipertension en nifios y pediatrica; para edades entre 6 y 18 afios las dosis diarias
también varian entre 50 y 100 mg por dia y de igual manera puede suministrarse con
otros antihipertensivos. Por otro lado para los pacientes con hipertension pediatrica
con peso corporal entre 20 y 50 kg la dosis recomendada es de 25 y maximo 50 mg
por dia, si el paciente tiene un peso corporal superior a 50 kg puede llegar a tomar
hasta un maximo de 50 mg/dia. Las dosis pueden administrarse en una sola toma o
bien dividirse en dos.

e Insuficiencia renal; La concentracion del Losartan no varia en comparacion de
pacientes con funcion renal normal y aquellos con enfermedades renales, incluso su
eficacia comprobada en farmacologia con AUC es aproximadamente 2 veces
superior en aquellos que tienen un tratamiento con hemodidlisis. Con hipertension y
diabetes tipo 2 suele llevarse un tratamiento de 50 mg por dia, puede aumentarse
pero depende de la respuesta del paciente.

e Insuficiencia hepatica; 50 kg la dosis recomendada es de 25 y maximo 50 mg por dia
para pacientes con cirrosis leve y moderada, se ha visto un incremento de su
metabolito activo en pacientes jovenes; sin embargo Losartan estd contraindicado
para pacientes con problemas hepaticos graves, tampoco es recomendable para casos
pediatricos y adultos mayores con insuficiencia hepatica ya que pueden aparecer
reacciones de hipersensibilidad.

e Insuficiencia cardiaca cronica; para pacientes adultos debe empezarse con un
tratamiento inicial de 12.5 mg por dia y puede incrementarse pero dependera de la
respuesta ante el tratamiento. Es incompatible con medicamentos que sean
inhibidores de la enzima conversora de angiotensina (IECA) o aquellos que tengan

problemas cardiacos en el ventriculo izquierdo.

En los estudios clinicos a base de Losartan se observo que tras un periodo de tratamiento con
una dosis diaria a pacientes con hipertension leve y moderada redujo de forma significativa

la presion arterial, en una mejora del 70 y 80%; sin embargo el efecto comienza a verse
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después de aproximadamente 5 horas de la dosis administrada. Ademas se ha demostrado
que no existe un efecto rebote en pacientes que llegan a interrumpir su tratamiento con
Losartan, tampoco existen efectos secundarios significativos, sobre todo en aquellos con

enfermedades cardiacas.

Generalmente después de 12 semanas de tratamiento, los pacientes con una dosis diaria de
Losartan mostraron una diferencia significativa en el valor basal de la proteinuria, con una
reduccion aproximada del 36% en comparacion del incremento del 1% con el amlodipino y
aquellos pacientes con hipertension grave mostraron una reduccion aproximada del 41.5%

frente a un incremento del 2.4% con el amlodipino. (Al-Majed et &l, 2015).

2.3 Toxicologia del Losartan.

Existen efectos secundarios que puede presentar este farmaco aunque dependera de la dosis
e interacciones que tenga con otros medicamentos o sustancias previamente mencionadas en
la tabla 1.1. Por otro lado, también pueden presentarse los casos en gque existan: incremento
en el riesgo de hiperpotasemia, sales de potasio, asi como el aumento del efecto hipotensor;
pueden reducir el efecto hipotensor en los corticoides, los estrégenos, la rifampicina, los
AINE vy la excrecion de litio. (Sica et al., 2005).

En cuanto a la toxicologia en humanos los pacientes pueden presentar otros efectos
secundarios mas comunes y menos graves son: mareo, dolores de cabeza, nauseas, vomitos,
diarreas, fatiga, vértigo, y dolor en las articulaciones o masculos. En casos mas graves pueden
presentar reacciones como: anemia, hipotension, alteraciones o fallas renales, astenia,
hiperpotasemia, aumento de la urea sanguinea, de la creatinina y del potasio séricos;
hipoglucemia . En casos extremadamente graves Yy extrafios puede ocurrir una anafilaxia
debido a una reaccion alergia al Losartan, si llega a existir una combinacion con
antiinflamatorios no esteroideos en pacientes geriatricos puede ocurrir una insuficiencia
renal; en caso de exista una sobredosis en humanos lo mas probable es que termine en un
caso de hipotension y taquicardia o bradicardia debido a una estimulacion parasimpatica.
(Adams et al, 2021).

Los efectos toxicoldgicos en fetos son bastante estudiados, tales como una vejiga fetal vacia,

disfuncion renal marcada, insuficiencia respiratoria, contracturas articulares, hipotension, en
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casos mas graves puede ocurrir una acidosis tubular renal. Por otro lado, deben considerarse

los riesgos ante las siguientes interacciones:

Tabla 2.1. Interacciones del Losartan.

Farmaco Severidad Resumen
Enalapril Aumento del riesgo de efectos adversos
(hipotension, sincope, hipercalcemia,
Mayor

alteraciones en la funcion renal, insuficiencia

renal aguda).

Litio M Aumento del riesgo de toxicidad por litio
ayor . . L
(debilidad, temblor, sed excesiva, confusion).
Espironolactona y Aumento del riesgo de hiperpotasemia.
o Moderada
Amiloride
Fluconazol Disminucién en el metabolismo de Losartan a
Moderada ) ]
sus metabolitos activos.
Potasio suplementos Moderada Aumento del riesgo de hiperpotasemia.
Rifampicina Reduccidén de la concentracidn plasmatica de
Moderada
Losartdan.
Amitriptilina Menor Aumento del riesgo de hipotensian.
Baclofeno Menor Aumento del riesgo de hipotension.
Heparina Menor Aumento del riesgo de hiperpotasemia.

Fuente: Comision Provincial de Medicamentos Protocolo de uso para Losartan -Comisién Provincial de
Medicamentos Diciembre 2015 P4gina 9 PROTOCOLO DE USO PARA LOSARTAN PRESENTACION.
(s/f). Gob.ar.

En cuanto a toxicologia en animales, se encontrd que es cancerigeno en ratas y ratones en
dosis maximas, para las hembras tuvieron una incidencia para el cancer pancreatico, mientras
gue los machos no se afectaron en su fertilidad; por otro lado se mostré que los fetos y
neonatos de ratas tuvieron varios efectos adversos, tales como disminucion de peso corporal,
retraso en el desarrollo fisico y toxicidad renal. En caso del Losartan potasico no resulto
cancerigeno con las dosis maximas para ratones y ratas de entre 92 y 105 semanas. Para la
evaluacion durante la lactancia se encontraron altas cifras de mortalidad y disminucién en

los pesos corporales de las crias, el cual fue solucionado con el destete. También se
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encontraron problemas para el desarrollo cardiaco fetal, principalmente la formacion de
colagenos fibrilares de tipo 1y 3.

En cuanto a sus efectos ecoldgicos se ha mostrado que el Losartan se libera en forma de
desechos al medio ambiente, si se libera en el aire existira Unicamente en fase de particulas
las cuales se eliminaran por deposicion hiumeda y seca; si se libera en el suelo se espera que
exista en forma de cationes, asi que suelen absorberse al suelo, especialmente en aquellos
con carbono organico y arcilla; si se libera en el agua se espera que sea absorbido en forma
de sedimentos asi existe una estimacion de alto potencial de bioconcentracion en organismos
acuaticos. No existen muchos estudios sobre el efecto genotdxico de Losartan, sin embargo,
se ha demostrado que su oxidacién parcial avanzada puede generar subproductos que en
combinacion pueden causar efectos ecotoxicoldgicos a diferentes niveles. (Adams et al,
2021).

2.4 Técnicas de analisis para el estudio de Losartan.

En la industria farmacéutica existen diferentes técnicas analiticas para el andlisis y
cuantificacion de farmacos y si bien, el HPLC es la més usada se analizaran todas aquellas
que funcionen para esos determinados estudios. En la tabla 2.2 se muestra una comparativa
de beneficios, limitaciones, rendimiento y disponibilidad entre diferentes técnicas analiticas,

por otro lado, en la tabla 2.3 se presenta una comparativa de costos entre dichas técnicas.
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Tabla 2.2. Técnicas de analisis.

Técnica Beneficios Limitaciones Rendimiento Disponibilidad
Procedimiento simple evita los
disolventes organicos, poco - Estudio de recuperacion en |
) L ) Procedimiento lento y con ) Facil acceso a
Meétodo titrimétrico | riesgo para el operador, muestras de aproximadamente

Espectrofotometria
UV-VIS

HPLC

tratamiento de residuos simple.

Bajo costo

poca reproducibilidad.

99%

materiales y equipo

Alta sensibilidad, selectividad
aceptable, precisién y
reproducibles. Método rapido y

econdmico.

Pueden existir interferencias
de los excipientes

absorbentes.

Valores medios del 99.6% y

una pureza del 98%

Facil acceso a

materiales y equipo

Método con buena precision y
recuperacion; es repetible y

selectivo

Método lento y de alto costo,
cominmente usado para el
de calidad. Dificil

manejo de residuos

control

Porcentaje de recuperacion

cercanas al 80%

Dificil
materiales y equipo

acceso a

pues no es un equipo
comun en
laboratorios de

investigacion.
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Colorimetria

Métodos

electroquimicos

Répidos,  reproducibles 'y

econdmicos

Es necesario un segundo
método para verificar los
resultados, asi que el método
encarece bastante

Porcentaje de recuperacion de
98.96%

Facil acceso a

materiales y equipo

Método sensible, reproducible
y con corriente estable. Bajo

costo

No es viable para soluciones
acidas

Desviacion estandar de 100.1%

Facil acceso a

materiales y equipo.

Pero el manejo
puede volverse
complicado

Fuente: Elaboracion propia MFBC (2022).
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Tabla 2.3. Costos de técnicas de analisis.

Técnica Costo Costo Costo Costo (mano de Costo COSTO
(equipo) (materiales) (tiempo/ obra/ minuto) (calibracion y TOTAL
minuto) mantenimiento)
Oscila entre los
Método titrimétrico $3,378.89 $870 $1.71 $1.041 $4,586.40 $8,200 y
$9,000
Oscila entre los
Espectrofotometria UV-VIS $50,570 $1500 $2.27 $1.041 $6,914.60 $55,000 y
$60,000
Oscila entre los
HPLC $520,000 $2,080 $3.24 $1.041 $60,503.50 $520,000 y
550,000
Oscila entre
Colorimetria $12,000 $750 $0.94 $1.041 $1,200 $12,000 y
$14,000
Oscila entre
Métodos electroquimicos $25,000 $1,900 $1.19 $1.041 $2,837 $27,000 y
$30,000

Fuente: Elaboracion propia MFBC (2022)
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2.5 Concepto de Quimiometria.

La interpretacion de datos es fundamental cuando se lleva a cabo una investigacion o un
experimento cientifico, los resultados de un proceso quimico se han actualizado y mejorando
con el paso del tiempo; hoy en dia gracias al avance tecnoldgico se logra obtener una gran
cantidad de datos en un corto periodo de tiempo, sin embargo, eso también afecta el analisis
e interpretacion de los mismos ya que dificulta el proceso y es precisamente el papel de la
quimiometria encontrar metodos que simplifiquen y agilicen el estudio, interpretacion y

correcto acomodo de los datos de un proceso. (Ferndndez, 2011).

La Quimica Analitica tiene el objetivo de optimizar cada fase de un proceso quimico para
obtener la mayor cantidad de informacién e incrementar el conocimiento de un analisis
quimico; desde 1970 grupos analiticos comenzaron a trabajar en métodos analiticos y
estadisticos que hoy en dia son descritos como métodos quimiométricos, los cuales buscaban
almacenar e interpretar una mayor cantidad de datos analiticos a una elevada velocidad, esto
debido al avance tecnoldgico; sin embargo, el término quimiometria fue introducido en 1972

por el sueco Svante Wold y el estadounidense Bruce R. Kowalski. (Héberger, 2008).

En los afios siguientes al primer concepto de esta disciplina se realizaron diferentes
conferencias tal es el caso de la Computer-Based Analytics (COMPANA), Computer-Based
Analytical Chemistry (COBAC) y la Chemometrics in Analytical Chemistry (CAC), en 1974
se forma la Sociedad Internacional de Quimiometria (ICS). Posteriormente en 1975 algunas
revistas de divulgacion cientifica designaron apartados especiales para articulos sobre
quimiometria siendo el Dr. Kowalski el primero en publicar su articulo con el titulo
“Chemometric” y poco después se crearon revistas de quimiometria como la Journal of
Chemometrics publicada por Wiley y la Chemometrics and Intelligent Laboratory Systems
publicada por Elsevier. Fue hasta 1975 que la ICS propuso una primera descripcion de esta

disciplina:

“la disciplina quimica que utiliza métodos matematicos y estadisticos, a)
para disefiar o seleccionar procedimientos de medicion y experimentos
Optimos, y b) para proporcionar la maxima informacion quimica mediante el

andlisis de datos quimicos. * (Fernandez, 2011).
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La Quimiometria como rama de la Quimica Analitica busca resumir el concepto de la medida
en quimica pues ésta siempre ha sido fundamental en su empleo; asi que se podria definir
como una disciplina interdisciplinar metrolégica que busca reunir conocimientos
matematicos, estadisticos y quimicos a datos experimentales para extraer la mayor cantidad
de informacion posible logrando separar la informacion Util y desechando la innecesaria o

aquella poco relevante para finalmente compartir una correcta y puntual interpretacion.

Conceptualizar la quimiometria resulta sencillo ya que se sustenta en modelos matematicos
simples pues en primera instancia solo se requiere conocer los datos de entrada y los valores
de salida, exceptuando los casos de datos multivariables, sin embargo, es fundamental

conocer lo que ocurre durante el proceso quimico y dentro del equipo empleado para poder

maximizar la informacién brindada en el experimento.

Tabla 2.4. Ventajas y desventajas de la Quimiometria

VENTAJAS
Es una manera de obtener informacion con
una gran cantidad de datos de manera
rapida.
Permite extraer informacion con alta calidad

con una poca cantidad de datos.

Proporciona una manera de resolucion clara
en la discriminacion de datos con menor

importancia

Promete crear métodos de andlisis con una
buena calidad a menor costo ya que requiere
un bajo capital para su empleo.

Promete mejorar la calidad de la medicion.
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DEVENTAJAS
Es una disciplina que requiere cambio de
enfoque dependiendo si es de una sola
variable o multivariable.
Es fundamental una buena interpretacion de
los datos obtenidos pues cualquier persona
con una computadora podria generar datos
numéricos pero sin interpretacion resultan
inservibles.
Cuando se empleas soluciones matematicas
complejas deben existir pautas exactas de lo
contrario es facil llegar a una mala
interpretacion.
Pueden resultar en investigaciones tediosas
debido lo interdisciplinaria que es esta
disciplina.
Si bien se ha logrado encontrar mejores

practicas a procesos quimicos algunos



resultan poco utiles debido a los estandares
requeridos.
Mejora el funcionamiento de procesos

existentes

Fuente: Ariadne, E. (2019, marzo 22). Chemometrics defined. SlideServe.

https://www.slideserve.com/ellie/chemometrics-defined-powerpoint-ppt-presentation

Hoy en dia la Quimiometria se utiliza para gestionar la produccién de semiconductores,
farmacos como la aspirina y en el sector de bebidas alcoholicas, realizar controles de dopaje
en eventos deportivos, determinar la composicion del maquillaje de las antiguas culturas
egipcias, investigar las causas de la destruccion de documentos escritos por la antigua tinta
gala, localizar depositos de oro en Suecia, evaluar y controlar el estado de los bosques,
diagnosticar y evaluar las primeras etapas en enfermedades cono la artritis y el cancer,
investigar los compuestos organicos en cometas, estudiar y determinar como afecta una dieta
a la capacidad mental, detectar medicamentos falsificados y conocer el origen de los vinos,

aceites y pigmentos.

2.6 Tipos de errores.

Como sabemos la Quimica Analitica es una ciencia cuantitativa asi que para alguien de esta
rama es esencial describir la cantidad para lo cual la Quimiometria como disciplina se ha
encargado de crear diversos métodos por lo que estos estudios juegan un papel fundamental
y primordial en cualquier laboratorio analitico; sin embargo, debemos conocer que dentro de
estos meétodos y estudios cuantitativos habran errores que también se deben reconocer y
estimar; sabemos que cualquier medida lleva consigo un riesgo de incertidumbre Ilamado
error experimental dado que un resultado cuantitativo jamas puede expresarse con una
certeza total solo con un mayor o menor nivel de confianza; siendo este un principio general
para todas las areas de resultados nimeros experimentales y no exclusivo de la Quimica
Analitica. (Miller et &l, 2002)

Hasta ahora se han reconocido tres tipos de errores: groseros o accidentales, aleatorios y
sistematicos. Los errores accidentales son facilmente reconocibles pues son aquellos con tal

importancia que al encontrarse en un experimento este debe terminarse inmediatamente y
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empezar nuevamente, ejemplos de estos seria la caida accidental de un reactivo fundamental
para el experimento o descubrir una contaminacion del mismo, si bien, estos son errores
posibles en cualquier centro de investigacion o laboratorio cientifico son facilmente
reconocibles. (Miller et al, 2002).

Por otro lado los errores aleatorios también Ilamados errores indeterminados son aquellos
originados debido al poco control de las variables, tiene probabilidad de un resultado positivo
0 negativo, es usual que esté presente y dificilmente corregible, ejemplos de este error es
cuando en un experimento diferentes personas dan lectura a un instrumento, es probable que
sus lecturas varien dando como resultado valores distintos, incluso cuando una sola persona
hace las lecturas del experimento esta puede tener grandes variaciones entre sus datos; por lo
que este error tiende afectar la precision y reproducibilidad de un experimento ya que al
diferir individualmente los valores unos de otros estos caen a ambos lados de la media; por
otro lado un error aleatorio puede ser positivo 0 negativo, un ejemplo de esto es el ruido en
un instrumento ya que este puede dar fluctuaciones positivas y negativas. Si bien estos errores

no pueden eliminarse por completo es posible disminuirlos. (Miller et al, 2002).

Por ultimo tenemos los errores sistematicos los cuales son aquellos donde la media de un
conjunto de datos difiere del valor aceptado, este también es Ilamado error determinado,
existe tres causas por las que ocurra este error, primero por una persona debido al mal manejo
de un equipo o bien, error en el seguimiento del método; la segunda causa es por el proceso
debido a un fallo en el disefio del experimento y la Gltima causa es por el equipo cuando esté
presente fallas. Bajo las mismas condiciones este error se repite incluso si se reinicia el
experimento; los errores sistematicos provocan que los datos y resultados estén equivocados
bajo la misma direccidn, aunque en un determinado experimento pueden existir varias fuentes
de error, ya sean positivas 0 negativas, por lo que este error es denominado como el sesgo de

la medida. Algunas vias para detectar estos problemas son:

e Analizar muestras de blanco, ya que si se observa un valor distinto a cero sabremos
que el método o proceso tiene errores significativos.
e Variar en el uso de métodos para el analisis de un analito ya que encontraremos el

error de un mas de ellos.
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e Analizar el equipo empleado en distintos laboratorios, usando el mismo método,
equipo y personal de trabajo.

e Estudiar muestras certificadas con una composicion conocida.
(Miller et al, 2002).

Corregir los errores en un experimento puede resultar complejo y tedioso especialmente los
errores sistematicos los cuales son imposibles de detectar a simple vista de los resultados;
encontrarlos es dificil debido al origen que pueden tener cada uno, ya sean aleatorios o
sistematicos. Ahora bien hablando estadisticamente podemos concluir que la precision y
reproducibilidad de un experimento pueden describir a un error aleatorio mientras que un
error sistematico estd dada por el sesgo y la proximidad al valor verdadero, o bien, la
exactitud de un experimento engloba a ambos de tipos de error.
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3. JUSTIFICACION

Desde el 2012 la hipertensién en México es una de las principales causas de enfermedad en
México por lo mismo existen muchos tratamientos y medicamentos para su control, tal es el
caso del Losartan. A su vez encontramos muchos meétodos para el analisis de farmacos, sin

embargo, existen ventajas y desventajas en 1os mismos.

Durante afios la cromatografia de liquidos de alta resolucion ha sido la técnica analitica
establecida para el anélisis de farmacos, dada su buena precision, repetitividad y selectividad
en la metodologia, sin embargo tiene las desventajas de ser lenta, con muy altos costos y
dificil manejo de residuos, ademas de no contar con un fécil accesos a materiales y equipos;
por lo que resulta primordial buscar nuevos métodos que solucionen las probleméticas de la
técnica previamente mencionadas. Con el uso de la Espectrofotometria UV-Vis se busca
evaluar un método basado en andlisis quimiométricos, gracias a la alta sensibilidad,
selectividad, precisiéon y reproducibilidad de la técnica; ademas de su rapidez y bajos costos,
por otro lado se soluciona la problematica del manejo de residuos orgéanicos.

La Quimiometria es una rama de la Quimica Analitica que busca emplear céalculos
estadisticos para evaluar metodologias, para verificar y mejorar su eficacia y eficiencia. Sin
embargo; pese a su importancia en las investigaciones, la Quimiometria como disciplina tiene

poca visibilidad por lo que con esta investigacion se busca mostrar su vitalidad como ciencia.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar un método basado en Espectrofotometria UV-Vis para la cuantificacion

quimiomeétrica del principio activo de Losartan en diferentes marcas comerciales.

4.2 Objetivo especificos

Extraer el principio activo de Losartan en las diferentes marcas comerciales
seleccionadas.

Cuantificar el principio activo de Losartan utilizando la metodologia evaluada.
Determinar las predicciones de concentracion para el principio activo de Losartan
empleando la metodologia.

Determinar la muestra con las mejores predicciones con base en los analisis
guimiomeétricos.

Mostrar los beneficios en el uso de métodos estadisticos para brindar visibilidad a la

Quimiometria como disciplina.
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5. METODOLOGIA

Se realiz6 un estudio cuasi-experimental en donde seleccionaron 3 marcas comerciales
genéricas y 1 de patente del medicamento “Losartan”. A cada una se le designaron un

ndmero de muestra.

- Muestra 1: Losartdn Laboratorios ULTRA (venta sin exclusividad) a un precio
publico de entre $39.90 hasta $74.00

- Muestra 2: Losartan Laboratorios ULTRA, marca PHARMAIife (venta exclusiva en
Farmacias Guadalajara S.A de C.V) a un precio publico de $31.03

- Muestra 3: Losartan Laboratorios Maver de México S.A de C.V (venta exclusiva en
Farmacias del Ahorro) a un precio pablico de $193.00

- Muestra 4: Losartan Laboratorios Liomont S.A de C.V, Lodestar como nombre

comercial (venta sin exclusividad) a un precio publico de $524.02

5.1 Equipos

5.1.1 Espectrofotometro UV-VIS

El modelo GENESYS™10 tiene un rango de barrido de 190 a 1100 nm con velocidades de
barrido de 200 hasta 1000 nm/min, el ancho de banda espectral es de 5nm, precision de +1.0
nm, con un rango fotométrico de 0,3 a 125% T; -0,1 a 3,0 A; £ 9999 C; cuenta con una
interfaz en paralelo para brindar resultados en texto y gréficos en formatos HP PCL. Esta
equipado con una fuente de xendn con vida Util de hasta 5 afios, tiene un soporte para cubeta
de 1 posicién, teclado de membrana, un haz optico dividido con sistema éptico y con un
almacenamiento de hasta 80 conjuntos de parametros de ensayo. Tiene un peso de 8.6 kg y

unas dimensiones de 40cm x 34cm X 22cm

5.1.2 Balanza Analitica

La balanza analitica Ohaus E01140 Explorer tiene una capacidad méaxima de 110g, muestra
12 unidades de pesaje; g, mg, oz, t, ct, dwt, taels (3), mommes, gn, ti, N, ademas de una
unidad personalizada, posee una legibilidad de 0.1 mg ; ademas de unas dimensiones de (An
X Al X P): 9" x 15,25" x 14" (22,8 x 38,7 x 35,5 cm y un tamafio de bandeja de 3.5/ 9 dia. ES
utilizada para diferentes modos de aplicacion, tales para el pesaje de animales y un porcentaje

porcentual.
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5.1.3 pH-metro

El equipo es de la marca CONDUCTRONIC tiene funciones de pH con rango de -2.00 a 16
pH y mV relativos con un rango de £1400mV, con resoluciones de £0.01 pH y 1 mV, ademas
de una precisién de £0.02 pH y +1 mV, cuenta con un electrodo Ag/AgCl sellado, la
compensacion de temperatura es manual y va desde 0 a 100°C, el display es de cristal liquido
de 12.5 mm de alto con 3.5 digitos, cuenta con una bateria cuadrada alcalina de 9 V, sus
dimensiones son de 145 x 80 x 38 mm y tiene un peso de 0.4 k. Debe utilizarse atemperatura
ambiente (0 a 50°C) y a una humedad relativa no condensada del 95%. Para su calibracién
se utilizaron dos buffers de pH 4 y pH 7 de la marca Thermo Scientific.

5.2 Extraccion del principio activo

| _constante

|_ constante )

Figura 5.1. Diagrama de flujo extraccion del Losartan
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Figura 5.2. Diagrama de bloques extraccion del Losartan

Se maceraron 3 pastillas en un mortero, se colocaron en un vaso de precipitado y disolvieron
en 40 mL de diclorometano. La solucidn se filtré y disolvié en 20 mL de etanol al 70%, se
realizd una segunda Yy tercera filtracion conservando el residuo; finalmente mediante una
filtracion al vacio se retiro6 el etanol restante para asi obtener un sélido blanco. Dicho solido
se disolvio en 10 mL de agua destilada, se agreg6é HCI para bajar el pH al rango de estabilidad
del principio activo, es decir, entre 1.30 y 1.36. La solucién se dej6 1 hora en una agitacion

constante para finalmente dejarla reposar durante 24 horas.

Después del tiempo de reposo se obtuvo un precipitado al cual se le hicieron 3 lavados con
5 mL de agua destilada, posteriormente el precipitado se disolvio en etanol al 70% con una
cantidad equimolar 1:1 entre Losartan y KOH; se dejo la solucién a una agitacion constante
durante 2 horas. La extraccion finalizd con una filtracién al vacio para retirar el solvente,

obteniendo asi el principio activo.
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Tabla 5.1. Rendimiento de extracciones del principio activo

Muestra Primera Extraccion Segunda Extraccion
m inicial m final m inicial m final
% %
(9) (9) (9) (9)
1 0.150 g 0.066 g 44.53 0.150 g 0.077 51.33
2 0.150 ¢ 0.067 44.67 0.150 g 0.128 85.33
3 0.150 ¢ 0.079¢ 52.67 0.150 g 0.088 58.67
4 0.150 ¢ 0.074 49.33 0.150 g 0.092 61.33

5.3 Caracterizacion
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Figura 5.3. Diagrama de flujo caracterizacion
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Figura 5.4. Diagrama de bloques caracterizacion
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Posterior a la eliminacion del excipiente que podria provocar interferencia en la lectura con
espectrofotometro, para las 4 muestras se prepard una solucion madre con una concentracion
1 x 10 2 usando una relacién 50-50 para 12 mL de agua y etanol al 96%, debido al pH &cido
del principio activo se debia buscar un medio lo suficientemente béasico para lograr

disolverse.

Después se realizaron 10 diluciones con cada una de las muestras, las concentraciones
preparadas se disminuyeron por mitades buscando una mejor apreciacion de la disminucion
de absorbancia con la concentracion. Y dado que Losartan tiene sistemas de union pi
conjugados en su molécula este absorbe luz en el rango ultravioleta - visible; por lo que las
muestras se corrieron con un barrido de 190 — 284 nm en un espectrofotometro UV-VIS.

OH
Cl

HN

I

CH,

Figura 5.5 Estructura de Losartan
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Tabla 5.2. Diluciones para la caracterizacion.

y Volumen Volumen
] Concentracion ) )

Solucion © solucion afiadido

(mL) (mL)

madre 1x 103 3.000 0

1 5x10% 1.500 1.500

2 2.4x10% 0.750 2.250

3 1.25x 10 0.375 2.625

4 6.25x 107 0.187 2.813

5 3.13x10° 0.093 2.906

6 1.5x10° 0.047 2.953

7 7.81x10° 0.023 9.977

8 3.91x10° 0.012 2.988

9 1.95x 10 0.006 2.994

10 9.77 x 107 0.003 2.997
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6. RESULTADOS

6.1 Analisis por promedio, varianza y desviacion estandar.
Se realizaron analisis estadisticos de promedio, varianza y desviacién estandar

Tabla 6.1 Promedio del promedio de absorbancia por solucién para la muestra 1
Solucion  Solucién  Solucion  Solucién  Solucion  Solucién  Solucion  Solucién  Solucién  Solucién
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

0.088 0.081 0.081 0.079 0.082 0.078 0.081 0.078 0.076 0.078

Tabla 6.2 Promedio de la desviacion estandar de absorbancia por solucion para la muestra 1
Solucion  Solucidén  Solucion  Solucién  Solucién  Solucidén  Solucién  Solucidén  Solucién  Solucién
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

0.008 0.008 0.006 0.006 0.006 0.007 0.006 0.006 0.006 0.005

Tabla 6.3 Promedio de la varianza de absorbancia por solucion para la muestra 1
Solucién  Soluciéon  Solucién  Solucién  Solucién  Solucién  Solucion  Solucién  Solucion  Solucién
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

0.00013 0.00011 0.00008 0.00008 0.00010 0.00009 0.00007 0.00009 0.00008 0.00005

Para la muestra 1 se observa que el promedio de absorbancia por muestra es adecuado por la
disminucion de las concentraciones, sin embargo, no decrece de manera lineal pues hay
aumentos poco convenientes. Por otro lado la desviacion estandar tiene un intervalo de
confianza de 0.006 + 0.001, teniendo tres valores fuera de este intervalo, mientras que para
la varianza es de 0.00009 + 0.00006, en este caso no hay ningun valor fuera del intervalo, lo
que nos indica que existe cierto grado de dispersién en los datos. No obstante, el grado de
dispersion es bajo y disminuye con la concentracion, sin embargo, no se observa la decrecion
esperada pues para la desviacion estandar existen 6 valores que quedan fuera de la linealidad,
mientras que para la varianza son 5 valores. Pese a esto no existe gran variabilidad en los

resultados lo que favorece la confiabilidad en el método.
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Tabla 6.4 Promedio del promedio de absorbancia por solucién para la muestra 2
Solucion  Solucién  Solucion  Solucién  Solucion  Solucién  Solucion  Solucién  Solucién  Solucién
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

0.142 0.115 0.092 0.084 0.077 0.074 0.072 0.072 0.071 0.072

Tabla 6.5 Promedio de la desviacidn estandar de absorbancia por solucion para la muestra 2
Solucién  Soluciéon  Solucién  Solucién  Solucién  Solucién  Solucion  Solucién  Solucion  Solucién
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

0.025 0.023 0.015 0.016 0.015 0.012 0.011 0.012 0.011 0.013

Tabla 6.6 Promedio de la varianza de absorbancia por solucion para la muestra 2
Solucién  Soluciéon  Solucién  Solucién  Solucién  Solucién  Solucion  Solucién  Solucion  Solucién
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

0.00130  0.00066 0.00031 0.00037 0.00038 0.00022 0.00020 0.00024 0.00021  0.00026

En la segunda muestra se observa que el promedio de absorbancia por muestra decrece
linealmente a la disminucidn de la concentracién por solucion, sin existir grandes aumentos
poco favorables en los valores, siendo la solucién 10 la Unica que esta fuera de la decrecion
lineal; este resultado también se puede observar en la imagen 6.11 pues se tiene la mejor
regresion lineal. Para la desviacion estandar y la varianza se calcularon intervalos de
confianza de 0.015 + 0.004 y 0.0003 + 0.0002, teniendo dos y un valor fuera del intervalo
respectivamente, vemos que de igual manera existe cierta dispersion en los datos pero sigue
siendo adecuada, y de la misma manera disminuye proporcionalmente con la concentracion.
Para la desviacion estandar observamos que las soluciones que salen de la linealidad son 5
mientras que para la varianza son 4, es decir, existe una mejora con respecto a la muestra 1.

Cabe recalcar que tampoco existe una variabilidad significativa entre los resultados.
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Tabla 6.7 Promedio del promedio de absorbancia por solucién para la muestra 3

Solucion  Solucién  Solucion  Solucién  Solucion  Solucién  Solucion  Solucién  Solucién  Solucién
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0.103 0.097 0.086 0.080 0.080 0.077 0.077 0.076 0.075 0.076
Tabla 6.8 Promedio de la desviacién estandar por solucién para la muestra 3
Solucion  Solucidon  Solucion  Solucién  Solucién  Solucidén  Solucién  Solucidén  Solucién  Solucién
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0.018 0.018 0.014 0.012 0.013 0.015 0.012 0.009 0.009 0.008
Tabla 6.9 Promedio de la varianza de absorbancia por solucion para la muestra 3
Solucion  Solucidén  Solucion  Solucién  Solucién  Solucidén  Solucién  Solucidén  Solucién  Solucién
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0.00058 0.00047 0.00029 0.00020 0.00027 0.00071 0.00037 0.00015 0.00021 0.00015

En la muestra 3 se vuelve a observar la disminucion proporcional a la concentracion, sin

embargo las soluciones 5, 7 y 10 salen de la linealidad esperada, es decir, hay una mejora

respecto a la muestra 1 pero esta por debajo de los resultados de la muestra 2. De la misma

manera que en la muestras anteriores la decrecion lineal del promedio corresponden a la

imagen 6.12. Por otro lado la desviacién estandar tiene un intervalo de confianza de 0.012 +

0.003, teniendo cuatro valores fuera de este intervalo, mientras que para la varianza es de

0.0003 + 0.0002, en este caso hay dos valores fuera del intervalo, la dispersion en los datos

sigue existiendo pero aun son favorables para el método, para la desviacion estandar y

varianza Unicamente hay 4 valores que estan fuera de la linealidad esperada. No obstante

tampoco existe una variabilidad significativa en los datos.
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Tabla 6.10 Promedio del promedio de absorbancia por solucién para la muestra 4
Solucion  Solucién  Solucion  Solucién  Solucion  Solucién  Solucion  Solucién  Solucién  Solucién
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

0.107 0.086 0.081 0.077 0.077 0.076 0.074 0.074 0.072 0.074

Tabla 6.11 Promedio de la desviacién estandar de absorbancia por solucion para la muestra 4
Solucién  Soluciéon  Solucién  Solucién  Solucién  Solucién  Solucion  Solucién  Solucion  Solucién
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

0.014 0.019 0.011 0.009 0.012 0.012 0.011 0.009 0.009 0.010

Tabla 6.12 Promedio de la varianza de absorbancia por solucion para la muestra 4
Solucién  Soluciéon  Solucién  Solucién  Solucién  Solucién  Solucion  Solucién  Solucion  Solucién
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

0.00030 0.00014 0.00018 0.00015 0.00027 0.00028 0.00025 0.00019 0.00017 0.00016

Para la muestra 4 el promedio también decrece de manera lineal y proporcional a la
disminucion de la concentracion, con unicamente 2 valores fuera de lo esperado, en otras
palabras, la muestra patente tiene los segundos mejores resultados. Para la desviacion
estandar y la varianza se calcularon intervalos de confianza de 0.011 + 0.002 y 0.0002 +
0.00014, teniendo dos y cero valores fuera del intervalo respectivamente, se observa una
dispersion no significativa en los valores, habiendo 3 valores fuera de la linealidad deseada;
al igual que en las muestras anteriores los resultados son similares a la regresién lineal
correspondiente, es decir, lo presentado en la imagen 6.13. No obstante, la Gltima muestra
tiene la segunda menor dispersién ademas de que tampoco existe una gran variabilidad en

los resultados.

En las 4 muestras no existe una dispersion significativa en los valores, sin embargo, quien
presenta los mejores resultados para la disminucidn lineal es la muestra 2 pero tiene la mayor
dispersion en sus valores, por otro lado, la muestra 1 tiene peor regresion lineal pero menos
dispersion en los datos, lo que también puede estar relacionado a la longitud de onda y
cuervas de absorbancia que se veran mas adelante. La muestra 4 también tiene una buena
linealidad en sus datos y baja dispersion, esta tltima solo por debajo la muestra 1, ademas de

gue menor variabilidad.
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6.2 Curvas de absorbancia

A continuacion se muestran las curvas de absorbancias, estas se construyeron al correr las
diluciones por el espectrofotometro y graficar con ayuda del programa Origin 2023. En
primer lugar se presentan por solucion de cada muestra, seguido de las curvas por muestra
con base al promedio de las 3 corridas que se realizaron por solucion; después se analizaran
las curvas reuniendo las 4 muestras.

6.2.1 Curvas de absorbancia por solucion de la muestra 1
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Figura 6.1. Curvas de absorbancia de las 3 corridas que se realizaron por solucién

para la muestra 1

En la primera muestra observamos que para las 3 corridas que se realizaron por solucion hay

una excelente repetitividad con un maximo de absorbancia de 258 nm apreciable en cada una

de ellas ya que no hay desplazamiento en el eje x (longitud de onda), sin embargo, es visible

que conforme disminuye la concentracion también lo hace la absorbancia. Por otro lado,

existe ruido en todas las curvas.
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6.2.2 Curvas de absorbancia por solucion de la muestra 2
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Figura 6.2. Curvas de absorbancia de las 3 corridas que se realizaron por solucion

para la muestra 2

Para la segunda muestra también observamos que para las 3 corridas que se realizaron por
solucién hay una buena repetitividad, no obstante, en las soluciones de la 1 a 4 vemos
variabilidad en las curvas asemejando una disminucién en concentracion pero a partir de la
solucion 5 la repetividad es igual a la muestra 1. EI maximo de absorbancia es de 258 nm
apreciable en cada una de ellas ya que no hay desplazamiento en el eje x (longitud de onda),
sin embargo, es visible que conforme disminuye la concentracion también lo hace la

absorbancia. Por otro lado, al igual que en la muestra 1 existe ruido en todas las curvas.
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6.2.3 Curvas de absorbancia por solucion de la muestra 3
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Figura 6.3. Curvas de absorbancia de las 3 corridas que se realizaron por solucion

para la muestra 3

En la segunda muestra observamos que para las 3 corridas que se realizaron por solucion hay
una buena repetitividad, no obstante, al igual que en las muestras anteriores en las soluciones
de la 1 a 6 vemos variabilidad en las curvas asemejando una disminucion en concentracion
aunque menos visible en las soluciones 5 y 6, por otro lado a partir de la solucion 7 la
repetividad mejora considerablemente. EI maximo de absorbancia es de 258 nm apreciable
en cada una de ellas ya que no hay desplazamiento en el eje x (longitud de onda), sin
embargo, es visible que conforme disminuye la concentracion también lo hace la

absorbancia. Al igual que en los casos anteriores existe ruido en todas las curvas.
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6.2.4 Curvas de absorbancia por solucion de la muestra 4
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Figura 6.4. Curvas de absorbancia de las 3 corridas que se realizaron por solucién

para la muestra 4

En la cuarta muestra observamos que para las 3 corridas que se realizaron por solucion hay
una buena repetitividad, no obstante, al igual que en las muestras anteriores en las soluciones
1 y 2 vemos variabilidad en las curvas asemejando una disminucién en concentracion
también se manifiesta en las curvas 3 y 4 aunque mucho menos visible, por otro lado a partir
de la solucién 5 deja de presentarse esta variabilidad. EI maximo de absorbancia es de 256
nm apreciable en cada una de ellas ya que no hay desplazamiento en el eje x (longitud de
onda), sin embargo, es visible que conforme disminuye la concentracion también lo hace la
absorbancia. De la misma manera que en los 3 casos anteriores existe ruido en todas las

curvas.
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6.2.5 Curvas de absorbancia por muestra
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Figura 6.6. Curvas de absorbancia de las 10 diluciones realizadas para la muestra 2
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Figura 6.7. Curvas de absorbancia de las 10 diluciones realizadas para la muestra 3
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Figura 6.8. Curvas de absorbancia de las 10 diluciones realizadas para la muestra 4
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Las figuras 6.5, 6.6, 6.7 y 6.8 presentan las curvas de absorbancia de la disminucion de
concentracion en las 10 diluciones por muestra con base al promedio de las 3 corridas

realizadas por solucion.

En la figura 6.5 muestra el maximo de absorbancia a 258 nm ademas de observar como
decrece correspondiente a la disminucion de concentracion del principio activo, no obstante
es mas evidente en las concentraciones mas altas pues a partir de la solucion 7, las curvas de
absorbancia comienzan a empalmarse, lo que indicaria un coeficiente de correlacion mas bajo

de la muestra 1 con respecto a las siguientes muestras.

Para segunda muestra en la figura 6.6 observamos el maximo de absorcién a 258 nm, para
este caso en particular es muy evidente la manera en que la absorbancia decrece de forma
lineal con la concentracidn, es decir, se obtendran excelentes resultados para el coeficiente
de correlacién el cual es fundamental para el calculo de las predicciones de concentracion;

las curvas de absorbancia se empalman a concentraciones muy bajas.

En la muestra 3 y figura 6.7 volvemos a obtener un maximo de absorbancia a 258 nm, ademas
nuevamente se visualiza la disminucion de la absorbancia con la concentracién, al igual que
en las muestras anteriores se observa un empalme en las curvas de absorbancia a muy bajas
concentraciones pero sigue mostrando una decrecion adecuada para el coeficiente de

correlacion.

Finalmente en la muestra 4 donde ocupamos la marca de patente observamos en la figura 6.8
un maximo de absorbancia a 256 nm, una longitud de onda mas corta con respecto a las
muestras anteriores, y nuevamente es visible la disminucion de absorbancia linealmente a la
concentracion con un bajo empalme a menores concentraciones. Por otro lado, como futura
investigacion se buscaria identificar el ruido en los espectros y eliminarlo de manera

especifica.
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6.3 Regresiones Lineales por muestra
A continuacion se presentan las regresiones lineales de las 4 muestras, los graficas se hicieron

en dos puntos de longitudes de onda 256 y 258 nm.

Tabla 6.13. Diluciones y absorbancias para la muestra 1

Solucién  Concentracion (C) A 256 nm A 258 nm
Madre 1x103 0.293 0.358
1 5x10* 0.348 0.344
2 2.4 x10* 0.345 0.334
3 1.25x 10* 0.337 0.332
4 6.25 x 10° 0.337 0.328
5 3.13x10° 0.340 0.335
6 1.5x10° 0.335 0.327
7 7.81x 10® 0.337 0.330
8 3.91x10° 0.333 0.328
9 1.95x 10°¢ 0.336 0.327
10 9.77 x 107 0.335 0.328

Para la muestra 1 se utiliz6 una marca genérica de Laboratorios ULTRA sin exclusividad de
venta, en la imagen 6.9 se expresan los coeficientes de determinacion de 0.469 y 0.953 a las
longitudes de onda de 256 y 258 nm respectivamente. Observamos que la figura 6.1b tiene
el mejor resultado, por lo que a dicha longitud se logra una mayor absorbancia. Existe una
diferencia significativa entre ambos coeficientes ademas de la figura 6.1a presenta un
coeficiente de determinacion bastante bajo lo que se puede atribuir a una absorcion del
principio activo més alta, también es notorio en la figura 7.1b debido a que a 258 nm el

coeficiente de determinacion mejora significativamente.
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Tabla 6.14. Diluciones y absorbancias para la muestra 2.
Solucién  Concentracion (C) A 256 nm A 258 nm
Madre 1x 103 0.293 0.358
1 5x 10 0.348 0.344
2 2.4x10* 0.345 0.334
3 1.25 x 10" 0.337 0.332
4 6.25x 10 0.337 0.328
5 3.13x10° 0.340 0.335
6 15x10°% 0.335 0.327
7 7.81x 10 0.337 0.330
8 3.91x 10 0.333 0.328
9 1.95 x 10 0.336 0.327
10 9.77 x 107 0.335 0.328
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Figura 6.10 Regresiones lineales para la muestra 2 a dos longitudes de onda a) 256 y
b) 258 nm.
En la muestra 2 también se analizd una marca genérica de Laboratorios ULTRA pero con
exclusividad de venta para las farmacias Guadalajara bajo la marca PHARMAIife, los
coeficientes de determinacidn son mas cercanos, para 6.2a es de 0.9911 mientras que en 6.2b
es de 0.9929, teniendo una mayor absorbancia a 258 nm. En este caso no existe una diferencia
significativa entre ambos coeficientes ademas presentan una mejora importante, por otro lado
6.2b presenta el mejor resultado. El aumento directamente proporcional entre la
concentracion y la absorbancia va desde un rango de 0.300 hasta 0.520 aproximadamente,

bastante mas amplio respecto a la figura 6.9
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Tabla 6.15. Diluciones y absorbancias para la muestra 3.

Solucion Concentracion (C) A 256 nm A 258 nm
Madre 1x103 0.293 0.358
1 5x10* 0.348 0.344
2 2.4x10* 0.345 0.334
3 1.25 x 10* 0.337 0.332
4 6.25 x 10°° 0.337 0.328
5 3.13x10° 0.340 0.335
6 1.5x10° 0.335 0.327
7 7.81x10° 0.337 0.330
8 3.91 x 10°® 0.333 0.328
9 1.95x 10°® 0.336 0.327
10 9.77 x 107 0.335 0.328
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Figura 6.11 Regresiones lineales para la muestra 3 a dos longitudes de onda a) 256 y
b) 258 nm.
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Para la tercera muestra analiza una marca genérica de Laboratorios Maver con exclusividad
de venta para Farmacias del Ahorro, observamos 0.9822 y 0.9847 como coeficientes de
determinacion, nuevamente la mejor absorbancia es a 258 nm, siendo la figura 6.3b la del
mejor resultado. De igual manera no existe diferencia significativa entre los coeficientes, sin
embargo, los valores son menores a los de la segunda muestra pese a que son resultados mas
cercanos entre si. En este caso la absorbancia menor es de 0.330 y la mayor de 0.440

aproximadamente, por lo que observamos un rango menor a la segunda muestra.

Tabla 6.16. Diluciones y absorbancias para la muestra 4.

Solucién  Concentracion (C) A 256 nm A 258 nm
Madre 1x103 0.293 0.358
1 5x10* 0.348 0.344
2 2.4 x10% 0.345 0.334
3 1.25x 10* 0.337 0.332
4 6.25 x 10° 0.337 0.328
5 3.13x10° 0.340 0.335
6 1.5x10° 0.335 0.327
7 7.81x 10® 0.337 0.330
8 3.91x10° 0.333 0.328
9 1.95x 10 0.336 0.327
10 9.77 x 10”7 0.335 0.328

Figura 6.12. Tabla de diluciones para la muestra. Regresiones lineales para la

muestra P a dos longitudes de onda a) 256 y b) 258 nm.

Finalmente para la muestra 4 analizamos la marca de patente de Laboratorios Liomont
teniendo un nombre comercial de Lodestar y sin exclusividad de venta, obteniendo
coeficientes de determinacion de 0.9813 y 0.9925; al igual que en las muestras anteriores se
observa una mejor absorbancia a 258nm. Dado la calidad en el principio activo se esperaba
la muestra de patente presenta uno de los mejores resultados al tener poca diferencia entre
los coeficientes de determinacion, ademas de presentar resultados mas que satisfactorios,
cercamos a los de la segunda muestra y ligeramente menores a ellos. Por otro lado el rango

de absorcion es similar a la tercera muestra con resultados aproximados de 0.320 y 0.430.
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Figura 6.13. Regresiones lineales para la muestra P a dos longitudes de onda a) 256
y b) 258 nm.
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El resultado es similar para las 4 muestras, la mejor absorbancia observada es a 258 nm asi
que a esta longitud de onda se obtendran las mejores predicciones de concentracion para el
principio activo de Losartan. Sin embrago, es notorio que la muestra 1 presenta los peores
resultados generales y las muestras 2 y 4 los mejores resultados generales, no obstante de
manera especifica a 258 nm quien tiene el mayor coeficiente de determinacion es la muestra
2, lo que resulta interesante ya que la muestras 1 y 2 son del mismo laboratorio pero diferente

marca comercial y con ventas especificas diferentes.

Por otro lado, los rangos de absorcion son méas amplios en la segunda muestra lo que
beneficiaria el estudio del espectro de la molécula de Losartan, sin embargo, para la tercer y
cuarta muestra los rangos son ligeramente menores y similares entre ellos, dicha
aproximacion beneficia la estandarizacion del método, no obstante la primer muestra
presenta varios problemas al tener un rango menor de absorcion y bajos coeficientes de
determinacion, pero al haber realizado un barrido en el espectrofotdmetro podrian
encontrarse las longitudes de onda en las que la prediccion de concentracion del principio

activo es mejor.
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6.4 Analisis de varianza ANOVA por muestra

Se presentan las tablas de anélisis para cada una de las 4 muestras, los calculos se hicieron en dos puntos de longitudes de onda 256 y
258 nm.

Tabla 6.17 Analisis de varianza ANOVA de absorbancias de las 4 muestras a 256 nm.

256 nm
Absorbancia (M1) 0.293 0.348 0.345 0.337 0.337 0.340 0.335 0.337 0.333 0.336 0.335
Absorbancia (M2) 0.501 0.428 0.380 0.351 0.344 0.331 0.331 0.326 0.324 0.326 0.328
Absorbancia (M3) 0.426 0.376 0.367 0.351 0.339 0.338 0.338 0.335 0.334 0.333 0.332
Absorbancia (M4) 0.413 0.374 0.353 0.334 0.328 0.328 0.327 0.328 0.324 0.325 0.324
Concentracién 1.00E-03 | 5.00E-04| 2.50E-04| 1.25E-04| 6.25E-05| 3.13E-05| 1.56E-05| 7.81E-06| 3.91E-06| 1.95E-06| 9.77E-07
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Filal 11 3.675666667 0.334151515 0.00020694
Fila2 11 3.97 0.360909091 0.00315469
Fila3 11 3.869 0.351727273 0.0008194
Fila4 11 3.757666667 0.341606061 0.00079762
ANALISIS DE VARIANZA
Orlg_en _de las Suma de Grados de Promedio de los = Probabilidad Valor critico para F
variaciones cuadrados libertad cuadrados
Entre grupos 0.004509442 3 0.001503147 1.207675473 0.31936136 2.838745398
Dentro de los grupos 0.049786465 40 0.001244662
Total 0.054295907 43
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Tabla 6.18 Analisis de varianza ANOVA de absorbancias de las 4 muestras a 258 nm.

258 nm
Absorbancia (M1) 0.358 0.344 0.334 0.332 0.328 0.335 0.327 0.330 0.328 0.327 0.328
Absorbancia (M2) 0.517 0.433 0.385 0.352 0.344 0.331 0.327 0.325 0.323 0.327 0.325
Absorbancia (M3) 0.430 0.377 0.365 0.348 0.336 0.333 0.334 0.330 0.326 0.331 0.331
Absorbancia (M4) 0.410 0.371 0.349 0.333 0.327 0.326 0.324 0.321 0.327 0.320 0.322
Concentracién 1.00E-03 | 5.00E-04| 2.50E-04| 1.25E-04| 6.25E-05| 3.13E-05| 1.56E-05| 7.81E-06| 3.91E-06| 1.95E-06| 9.77E-07
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Filal 11 3.671666667 0.333787879 9.0384E-05
Fila2 11 3.989 0.362636364 0.00377868
Fila3 11 3.840666667 0.349151515 0.00098092
Fila4 11 3.730666667 0.339151515 0.00078223
ANALISIS DE VARIANZA
Orlg_en _de las Suma de Grados de Promedio de los Probabilidad Valor critico para F
variaciones cuadrados libertad cuadrados
Entre grupos 0.005308667 3 0.001769556 1.256739734 0.30216607 2.838745398
Dentro de los grupos 0.056322101 40 0.001408053
Total 0.061630768 43
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En la tabla 6.13 tenemos el analisis de varianza de las absorbancias obtenidas a 256 nm, en
primer lugar tenemos el apartado resumen donde analizamos el promedio y vemos que son
promedios cercanos entre si, es decir, no hay una gran variabilidad entre muestras, por otro
lado tenemos la varianza la cual nos indica que si existe varianza por muestra, lo que es
esperado ya que se pretende una disminucién de valores por la relacion existente entre
absorbancia y concentracion. Lo importante a resaltar en la tabla 6.13 son los valores de F y
valor critico para F, con ello podemos ver si hay una diferencia significativa entre los
promedios de los datos, para este caso tenemos F de 1.207 y un valor critico de 2.83, al ser
menor el primero del segundo podemos concluir que no existe diferencia significativa por lo

que no hay dispersion en los datos.

Para la tabla 6.14 analizamos la variabilidad de las absorbancias a 258 nm, en promedio
nuevamente tenemos poca variabilidad en los datos, esto se comprueba al tener un valor F
de 1.257 menor que el valor critico para F de 2.83. Podemos concluir que no existe

diferencia significativa entre los promedio de las muestras y tampoco dispersion en los datos
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6.5 Célculos de concentracion
Se presentan las tablas de concentracion para cada una de las 4 muestras, los calculos se

hicieron en dos puntos de longitudes de onda 256 y 258 nm.

Tabla 6.19 Calculos de prediccién de concentraciones a 256 nm
Concentracion Concentracion

Muestra — “odadida (M) predicha (M) T orcentaje
M1 0.001 indefinido indefinido
M2 ‘ 0.001 0.000961 96.10%
M3 ‘ 0.001 0.000996 99.62%
M4 ‘ 0.001 0.000973 97.25%

Tabla 6.20 Calculos de prediccién de concentraciones a 258 nm
Concentracion Concentracion

Muestra afiadida (M) predicha (M) Porcentaje
M1 ‘ 0.001 0.000993 99.34%
M2 ‘ 0.001 0.000967 96.70%
M3 ‘ 0.001 0.000992 99.15%
M4 ‘ 0.001 0.000973 97.28%

En la tabla 6.15 se encuentran las predicciones de concentracion para el principio activo de
Losartan, el calculo de la M1 no se realizé dado que la ecuacién lineal no es practica debido
su bajo coeficiente de correlacién. Para la M2, M3 y M4 con porcentajes del 96.10%, 99.62%

y 97.25% concluimos que todas presentan buenos coeficientes de correlacion.

Por otro lado en la tabla 6.16 para las predicciones de concentracién a 258 nm vemos que
todas las muestras tienen porcentajes arriba del 96%, lo cual esta relacionado a que a esta
longitud de onda se encuentra el méximo de absorbancia de M1, M2 y M3, pese a que M4

tiene un maximo de absorbancia a 256 nm en ambos casos presenta buenos resultados.
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Tabla 6.21 Andlisis de varianza ANOVA de concentraciones de las 4 muestras a 256 nm.

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

Fila 2 2 0.001961014 0.000980507 7.59938E-10

Fila 3 2 0.001996208 0.000998104 7.18871E-12

Fila 4 2 0.001972508 0.000986254 3.77895E-10

ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los - .
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad Valor critico para
Entre grupos 9.63731E-08 3 3.21244E-08 1.092358731 0.44863404 6.591382116
Dentro de los grupos 1.17633E-07 4 2.94082E-08
Total 2.14006E-07 7

En latabla 6.17 tenemos el andlisis de varianza de las concentraciones calculadas a 256 nm,
podemos apreciar que el promedio por muestra es cercano entre si, ademas de tener
varianzas pequefias siendo M4 la mas baja, es decir, que existe poca variabilidad por muestra
y dispersion en los datos . Se puede que concluir que no existe diferencia significativa entre

promedios dado que F (1.092) es menor que el valor critico de F (6.591).
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Tabla 6.22 Andlisis de varianza ANOVA de concentraciones de las 4 muestras a 258 nm.

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Filal 2 0.001993355 0.000996678 2.20763E-11
Fila 2 2 0.00196701 0.000983505 5.44161E-10
Fila 3 2 0.001991515 0.000995758 3.59961E-11
Fila 4 2 0.00197284 0.00098642 3.68821E-10
ANALISIS DE VARIANZA
Orlg_en _de las Suma de Gl_rados de Promedio de los E Probabilidad Valor critico para F
variaciones cuadrados libertad cuadrados
Entre grupos 2.62691E-10 3 8.75637E-11 0.360695364 0.785755739 6.591382116
Dentro de los grupos 9.71054E-10 4 2.42764E-10
Total 1.23375E-09 7

Finalmente en la tabla 6.18 tenemos el analisis de varianza de las concentraciones calculadas
a 258 nm, podemos apreciar que el promedio por muestra es cercano entre si, ademas de
tener varianzas pequefias siendo nuevamente M4 la méas baja, es decir, que existe poca
variabilidad por muestra y dispersion en los datos . Se puede que concluir que no existe
diferencia significativa entre promedios dado que F (0.3606) es menor que el valor critico
de F (6.591).

De ambos analisis de varianza se concluye que a una longitud de onda de 258 nm se obtienen

las mejores predicciones de concentracion.
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7. CONCLUSIONES

Las muestras fueron facilmente manejables en la extraccion, en un primer intento las 4
muestras presentaron porcentajes de rendimiento similares, sin embargo, para la segunda
extraccion los porcentajes variaron considerablemente siendo la segunda muestra la del
mejor rendimiento.

Para la caracterizacion se tuvo que realizar una modificacion, en un inicio se habia planeado
hacer las diluciones en 100% agua pero el principio activo no solubilizaba como se esperaba,
asi que cambiamos de disolvente a 100% etanol debido a la informacidn técnica del Losartan
pero tampoco funcioné como disolvente. Finalmente se encontr6 que el principio activo era
soluble en una relacién 50 -50 de agua y etanol al 96% ya que al quitar el excipiente chp
eliminamos el ingrediente que le brindaba solubilidad al farmaco y al agregar esa relacion
entre agua y etanol proporcionamos un ambiente dptimo de pH para que se solubilizara el
principio activo, es decir, creamos una ruta similar al de nuestro metabolismo cuando
ingerimos un medicamento

Se lograron calcular las predicciones de concentracion a dos longitudes de onda, 256 y
258 nm, siendo la segunda la de mejores resultados estadisticos, todas las muestras se
encontraron dentro del rango de la FEUM (90 — 110%). M1 y M4 tienen los mayores
porcentajes 99.36 y 97.28% respectivamente y el menor de 96.70 de M2; sin embargo
también hay que tomar en cuenta los valores de variabilidad de los andlisis estadisticos y
dado que M4 mostr6 la menor dispersion en datos esta es la muestra con las mejores
predicciones de concentracion, no obstante, todas las muestras presentan buenos resultados.
Empleando analisis quimiométricos logramos evaluar un método que nos permite encontrar
buenas predicciones de concentracidn a bajos costos y optimizacion del tiempo, si bien, el
proceso de extraccion incluye tiempo y costos, el gasto econdmico sigue siendo
significativamente menor a la técnica de HPLC, pues por muestra se tuvo un costo de $31.45,
no obstante se necesitan casi 30 horas para llevarla a cabo, asi que en un futuro se buscaria
mayor eficacia en este aspecto. Por otro lado, los residuos en los experimentos son

significativamente menores en comparacion a una cromatografia liquida de alta resolucion.
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Como perspectivas a futuro se busca mejorar los tiempos de extraccidn asi como analizar la
reproducibilidad y confiabilidad del método aplicandolo a otros medicamentos, ya sean
Losartan combinado, tal es el caso, del Losartan hidrocolizado, o bien otros medicamentos
empleados para el tratamiento de hipertension, o bien, farmacos dedicados a otras
enfermedades.

Trabajos de investigacion que sigan enfoques quimiométricos, es decir, proyectos que
empleen métodos estadisticos similares buscando metodologias que busquen optimizar

tiempos, recursos, facilidad de acceso y manejo.
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