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INTRODUCCION



Clorhidrato de buflomedil es un férmace con propiedades

vaso-activas Periféricas. (1)

Mejora la microcirculacibn en las extremidades cuando ~
&sta se encuentra disminuida e incrementa el flujo sangufneo ce

rebral en pacientes con enfermedad cerebrovascular. (l)

El mecanismo de accifn no es bien conocido, pero se ha

demostrado que actfia a nivel de alfa-adrenoreceptores.

De manera que se ha concluido que clorhidrato de Buflo-
medil compite reversiblemente con los compuestos que bloguean -
los sitios alfa-adrenoreceptores, posee una actividad antinico-

t4¥nica, (2,6}

En algunas publicaciones de manera experimental se ha -
reportado un método cromatogr&fico por HPLC, para el an8lisis -~
de Clorhidrato de Buflomedil, en formulaciones farmacefiticas y

en nuestra de suero de conejo y ratén. {4,5)

Sin embargo oficialmente en ninguna farmacopea (USP) se
encuentra publicado algfin mEtodo para el anflisis de esta sus -

tancia.

En el presente trabajo se propone una técnica analfitica
rfpida y sencilla, por espectroscopia de Ultravioleta, asf como

la modificacién a la técnica de HPLC mencionada arriba.



Dichas técnicas servirén para el andlisis de Clorhidra
to de Buflomedil, tanto en materia prima (Rx, crude) como en -

forma farmacéutica (tabletas}).

Ademds se han determinado experimentalmente algunas -=
propiedades fisicoquimicas del compuesto que no se encuentran
reportadas en los libros oficiales y que son de suma importan-

cia para el desarrollo de los m&todos propuestos.

También se han validado los métodos mencionados median
te la consideracibn de parémetros estadisticos.que nos indican
la: exactitud, precisibn, especificidad, especificidad, repro-
ducibilidad, 1fmites de deteccifn y linearidad, de estos mé&to-

dos,

El Clorhidrato de Buflomedil se obtiene en el laborato
rio mediante la sintesis quimica que se esquematiza a continua

cifn. Ver pig. siguiente.
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OBJETIVOS



Establecer los parfmetros necesarios para desarrollar
dos m&todos analfticos: Espectroscopfa de ultravioleta y cro
matrograffa de lfquidos de alta resolucifén (HPLC) que servi -

rén para evaluar clorhidrato de buflomedil.

Realizar la validacifn de estos métodos analfticos me
diante la determinacién de los parfmetros estadisticos adecua

dos.



GENERALIDADES



1.~ PROPIEDADES DEL PRINCIPIO ACTIVO.

El Clorhidrato de Buflomedil es una droga cardiovascu-
lar que se emplea en formulaciones farmacéuticas y cuyas pro -

piedades fisicoquimicas son las siguientes:

a).- Propiedades fisicoquimicas:
Nombre: Clorhidrato de Buflomedil: 2,4,6-Trimethoxy-4

(pirrelidinyl) buthyrofenona clorhidrato.

F6rmula condensada: C,H,NO, HCL = 343.85

Mo O
F6rmula Desarrollada: I th:]
HCL

eMO OMe

Aspecto: Polvo cristalino blanco o ligeramente cremoso, inhodo

ro,

pf: 192-193°C (MERCK INDEX).

b).- Farmacologia y uso terap€utico:

El Clorhidrato de Buflomedil es un agente vasoactivo,
el cual incrementa la perfﬁsiﬁn vascular de la microcircula --
ci6n, tiene efectos inhibitorios sobre la agregacifn plaqueta-
ria, y aumenta la deformabilidad de los eritrocitos con una -
anormal fluidez en la mémbrana, terap&uticamente es administra

do por ambas vfas oral e intravenosa: la dosis intravenosa ~ -



es de 50~200 mg, al dfa, por otra parte la dosis oral recomen-

dada es de 150~-450 mg. al dfa (3,7).

El Buflomedil administrado en forma intravenosa y oral;
se absorbe y es metabolizado principalmente a nivel hepftico y
excretﬁdo en la orina; alcanza su nivel terap&utico adecuado -
durante las 2-4 primeras horas. (2,3)

Por via oral se ha encontrado un 72% de absorcién; por
via intravenosa un 76% de absorcibn, el principal metabolito -
excretado es el para~monodesmetilbuflomedil (3)}. Se ha encon-
trado también que por administraci6én oral se elimina un 23.6%
de droga no metabolizada. ILa concentracifn de Buflomedil en
plasma de ap“oximadamente 6-9 X 10-6 M, se mantiene durante --
2-4 horas despufs de una administracién oral de 450 mg, aumen-

tando el flujo sangufneo periférico. (2,3)

Numerosos estudios han sido realizados, se ha encontra
do aplicacibn clfnica en des6rdenes de alteraciones periffri -
cas y cerebrales. Se aplica en insuficiencia cerebrovascular,

enfermedad de Raynads, entre otras. (7)

El Buflomedil inyectade intradérmicamente posee efec -

tos anest&sicos locales.
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Los ensayos de sequridad y eficacia siguen siendo esty

diados. {7)

2. CONCEPTOS BASICOS:

a) Cromotograffa en capa fina (CCF):

Los métodos utilizados para detectar y estimar impure-
zas de firmacos son de vital importancia en el laboratorio de
la Industria Qufmico Farmacéutica, particularmente se mencio -
na la cromatograffa'en capa fina (CCF) como una técnica que ==
puede permitir obtener la informaci6n requerida acerca de las

impurezas de sus productos.

Alrededor de los afios 60's los toxicologistas implemen
taron la CCF como una técnica de sensibilidad mayor que la cro
matograffa en papel {CP) v a través de los subsecuentes 24 afios

se ha venido reconociendo su valor,

En la actualidad comercialmente se encuentran disponi-
ﬁles cromatofolios de silicagel (20 X 20 cm.), que es muy cémo
do usar, Se coloca la muestra en cantidades adecuadas (.05-50
mg.) se selecciona un eluyente adecuado para la muestra; es bé

sica la medicibn del Rf.

La CCF tiene varias ventajas de importancia con res--
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pecto a la CP por ejemplo: Las separaciones suelen ser mejo--

res y las manchas difunden menos.

El proceso es relativamente rSpido, cuando terminan --
las separaciones, la mayorfa de los casos los componentes indi
viduales se encuentran en manchas visibles, utilizando l&mpa -
ras de ultravioleta onda corta y larga. Pueden revelarse con
reactivos universales: Vapores de yodo, permanganato, etc. =
De tal manera que la CCF es una té&cnica de gran sensibilidad y

rapidez.

b). Espectroscopla de ultravioleta (UV) e

infrarrojo (IR}.

Con respecto a los métodos espectrofotométricos, estos
también representan una herramienta bisica en la identifica --
cibn y cuantificacién de diversos productos, los métodos més -

utilizados son UV e IR.

Todos los &tomos, moléculas pueden o son capaces de ab
sorber energfa de acuerdo con ciertas limitaciones, las cuales
.dependen de la estructura de la sustancia; la energfa se puede
proporcionar en forma de radiacifn electromagné&tica. E1 tipo
y cantidad de radiacibn absorbida por una mol&cula guarda rela
cibn con la estructura de ésta; la cantidad de radiacidn absox
vida esti sujeta asimismo al nfmero de moléculas que interac -

cionan con la radiacibn electromagnética.
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Los cambios en una molécula asociados por absorcifn -

de luz pueden ser electrbnicos, vibracjonales, y rotacicnales.

Las transiciones electrbnicas son ocasionadas por ab-
sorcibn de luz visible y ultravioleta, en tanto que los cam -
bios rotacionales y vibracionales son ocasionados por absor -

cibn de radiacifn infrarroja o de longitud de onda mayor.:

Para hacer 'determinaciones espectromftricas analfti -
cas se selecciona la longitud de onda m8xima a la cual absox-
be dicha radiaci6n, y se determina la absortividad molar-en -

esta longitud de onda mixima,

La sensibilidad méxima se alcanza trabajando en el mi
ximo de la banda de dicho compuesto, las variaciones de la --
absorbancia para pequeifios cambios de N es minima en el maxi-
mo de la banda. Una vez seleccionada la X méxima y de;ermi
nada la absortividad molar es facil hacer el anflisis del com
puesto siempre que las concentraciones estimadas est&n dentro

del intervalo por la ley de Beer. (24)

La concentracifén de la muestra debe estar ajustada pa
ra que se efectfien mediciones espectrofotométricas dentro del
intervalo de absorbancia de 0.2-0.8 donde existe menor margen

de error. (24)
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La radiacién de ultravioleta abarca el intervalo espec
tral desde 10-380 nm, pero la regién que se emplea en este tipo
de an8lisis es de 200-380 nm. La principal aplicacién de UV -
es la determinacifn de compuestos aromiticos (compuestos que -
tienen benceno u otro anillo arom&tico) y de compuestos que -

tienen dobles ligaduras conjugadas,

Por otro lado la espectroscopia por infrarrojo produce
variaciones en el movimiento vibracional de una molécula qufmi
ca, estas vibraciones son de dos tipos: elongaciones y flexio-
nes. La radiaci6én infrarroja abarca el intervalo espectral de
.75-300 micrémetros pero el que se emplea m&s cominmente para

el andlisis es de 2.5-25 micrémetros.

La espectroscopfa de IR es muy valiosa para determinar
cualitativamente los compuestos orgdnicos y para deducir la -

estructura de compuestos tanto org&nicos como inorginicos.

¢) .- Cromatograffa de 1fquidos de alta resolucién

{HPIC) ¢

La cromatograffa se define como un proceso en el cual
los solutos son separados por un proceso dinfdmico de migracidn
diferencial en un sistema que consiste de dos o m&s fases, una
de las cuales estd en movimiento continuo en una direcci6n da-

da y en la que las sustancias individuales exhiben diferente -
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movilidad por razbn de diferencias de adsorci6n, particifén, --
solubilidad, presién de vapor, tamafio molecular, densidad de
carga ibnica. Las sustancias individuales obtenidas de ese -~
modo pueden ser identificadas o determinadas por m&todos ana--

1iticos.

La técnica cromatogrifica en general, requiere que un
soluto se distribuya entre dos fases, una de ellas fija (fase
estacionaria) y la otra mévil. La fase m6vil debe ser tal ==~
que transfiera el soluta a través del medio hasta que even- -
tualmente emerja separado de otros solutos que son eluidos -

antes o después que &1 (16).

Los tipos de cromatograffa usados en anflisis cualita
tivo y cuantitativos son: por columna (C.C); gas; papel; capa
delgada y cromatograffa de lfquidos a presidn, comﬁnmengg lla
mada cromatograffa lfquida a alta presi6n o cromatografia 1i-

quida de alta resolucién (HPLC).

El desarrollo de la HPLC se debe a las avances en la
tecnologia de columna, sistemas de bombeo de alta presién y

detectores sensitivos.

Normalmente en cualguier tipo de columna existe algfin
mecanismo de separacibn, suele resultar diffcil determinar el

mecanismo exacto en cada caso concreto. Sin embargo, las con



15

sideraciones mecanisticas no deben impedir la seleccifén de un
sistema de separacifn basado en una consideracifn 1fgica de -
las propiedades de la muestra, puesto que se trata de lograr
la separacifn, no de determinar el mecanismo. .
Los rellenos de fase enlazada en cromatograffa de fa-
se inversa (en la cual la fase estacionaria es menos polar -
que la fase m6vil) resultan muy Gitiles con muestras insolu --
bles o moderadamente solubles en agua, por ejemplo: hidrocar-
buros arom&ticos, aceites, esteroides, polimeros, pl&sticos,
alcaloides, y otros compuestos de elevado peso molecular. EsS
te tipo de rellenos son aquellos en donde la fase estaciona -
ria estd permanente unida al soporte por medic de enlaces qui
micos, las columnas de fase enlazada de ODS (octadecilsili --
cio) son probablemente las de mayor usc en la actualidad. (22)
-Si-CHz-( CHZ )16-CH3 = C18
Anexando a esta diversidad de métodos podemos mencio-
nar que para complementar el an&lisis de una muestra, para es
tablecer sus caracterfsticas de pureza se pueden determinar -
algunas propiedades ffsicas o qufmicas tales como: su punto -
de fusibn; el cual es muy importante y representativo para -
»muestras puras o para el grado pureza; la solubilidad, pH, --

contenido de humedad.
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otro método muy importante para determinar la pureza-
de un compuesto y que estd en funcifn de un determinado grupo

funcional es la titulacibn en medio no acuoso (TNA).

d). Par&metros de Validacién:

Anteriormente en M&xico, algunos fabricantes de medi-
camentos analizaban sus productos con métodos poco confiables,
ya que no habfa autoridad que legislara al respecto; en la ac
tualidad existen instituciones que obligan a los fabricantes
a utilizar métodos farmacopeicos (Farmacopea Nacional, U.S.P.
V.P., etc.) o 5i se utilizan métodos analfticos alternativos
se deben presentar estudios que garanticen la confiabilidad -

de ellos, lo que se conoce como estudios de validacién.

validacifn y validar se ha convertido hoy en una ex -
presién comn en nuestro lenguaje técnico, éues validar sig-
nifica "dar fuerza o firmeza a una cosa®.(14) La validacibn
es pues un reto actual para la industria farmacéutica., Segtin
la Food and Drug Administration (FDA), validar consiste en -
reunir un conjunto de datos suficientes que permiten asegurar oon -

una confianza razonable que el proceso o método estudiado realiza
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y/o realizard aquello que tiene como fin o aquello para lo gque
estf destinado por medio de una evidencia documentada y compro
bar con esto que el proceso se desarrollari tal como se ha pre

visto. (14, 21, 15)

La validacifn de los métodos analfticos tiene como me-
ta el verificar determinados parfmetros para poder evaluar su

influencia sobre el resultado analftico. (21)

Existen muchas formas de validar un método analttico,
que dependen de las necesidades de cada laboratorio, de la ==
aplicacifn que tenga el método, de los requerimientos guberna-
mentales y algunas veces del criterio de la persona que la rea

liza.

Para la validaci8n del método se tomarfn en cuenta los

siguientes par&metros:

ESPECIFICIDAD.- Describe hasta que grado la sefial de
la sustancia a determinar puede ser interferida, alterada o --
influfda por sefiales de otras sustancias que pueden estar pre-

sentes en el material a ser analizado.

LINEARIDAD.- Es la interrelacibn funcional entre la se
flal y la concentracibn de la sustancia a evaluar, o bien una

medida a la cual la curva de calibracifn analftica se apro-
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xima a una linea recta y que puede describirse con la f6rmula

y = ax + b, (13)

LIMITE DE DETECCIONM.- Indica la concentracién mfnima -
que puede determinarse cuantitativamente v que se distingue en
forma significativa de la concentracibfn "cero" con un grado de
confianza determinado. Utilizando las mismas condiciones- de
operacifn establecidas, se debe controlar el nivel de sefial- -
ruido para no confundir la sefial ocasionada por la sustancia -
con alguna sefial originada por el detector (como regla, se re-
comienda que la sefial sea 4 veces el tamafio del ruido).

EXACTITUD.- Describe el grado de concordancia entre -=-
los datos analfticos determinados y el valor real, o bien el -
valor de un esténdar reconocido. Como medida para la exacti -
tud, se toma el error sistemitico, &ste es el grado de concor-
dancia de la medida de los resultados con un nivel de reéeren-

cia aceptado. (13}

PRECISION.- Es la caracteristica de un procedimiento -
para obtener en aplicaciones repetitivas resultados que presen
tan una dispersibén tfpica; se expresa como la desviacibn estén

dar relativa. (13)

REPETIBILIDAD.~ Es la precisifn de un método exbresado

como la concordancia obtenida entre determinaciones inde=-
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pendientes realizadas por un solo analista usando los mismos

aparatos y té&cnicas.

REPRODUCIBILIDAD,- Es la precisifn de un mé&todo expre
sado como la concordancia "accesible" entre determinaciones -
llevadas a cabo por diferentes analistas, en diferentes dfas
o bien diferentes laboratorios, utilizando diferentes equipos.

(15),



MATERIALES Y METODGOGS
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1.- APARATOS:

= Cromat8grafo de liquidos Perkin-Elmer LCI 100,

- Detector LC85B Espectrofotometro..

~ Liquid Chromatografic serie 10.

~ ¢Columna cromatogr8fica. Microbondapak C18 (30 X 0.4 cm) 10
micrémetros.

- Equipo para filtracifn de solventes. Millipore.

- Filtros tipo HA. 45 micrBmetros. Millipore.

~ Espectro Fotometro Beckman DU 70 con impresor y monitor.

- Balanza analftica Mettler AE 160.

- Balanz$ analftica Galaxy 160 D OHAUS.

- Aparato de Ultrasonido, Mettler; Modelo CAVITATOR.

~ Equipo para punto de fusifn, Mettler FP 800 y FP 81.

- Termobalanza Mettler.

- Espectrofotometro Perkin-=Elmer modelo 55E visible-ultravio

leta.

Espectrofotometrc infrared Perkin-Elmer modelo 1320.
- Aparato de Karl-Fischer Automdtico Mettler.

- Material de vidrio borosilicatado de uso general.

-2.-~ ESTANDARES, MUESTRAS Y REACTIVOS:

Est&ndar de referencia, QUIMSI, S.A. de C.V.
Buflomedil~Chorhidrato.

~ Materia prima QUIMSI, S.A. de C.V. Buflomedil-Clorhidrato.
L1,2,3,4,5,6,8,9.
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- Tabletas de Buflomedil Clorhidrato 150 mg (Loftyl, ABBOTT
Lab. Lote 81003 mc.)

- Trimetoxibenceno Est&ndar interno lote L 552307.
Grupo Roussel, S.A. de C.V.

- Lauril Sulfato de sodio (MERCK).

- Metanol Absoluto, grado reactivo (MERCK).

- Acido acético, grado reactivo (MERCK).

- Agua destilada. Destilador grupo Roussel, S.A. de C.V.

-~ Isopropanol RA (MERCK).

- Anhfdrido Ac€tico RA (MERCK).

- Cromatofolios de sflica gel 254 nm (MERCK).

3.- METODOS

3a). Punto de fusibn:

Melting Range. Temperature Clase Ia. (16)

3b). Solubilidad: Procedimiento seglin la U.S.P.

XXI. (16)

3c). Determinaci8n de pH, Procedimiento segfin la
U.S.P XXI. (16)

3d). Cromatograffa en capa fina (CCF).

Procedimiento de CCF (16):

Sistema de fase m6vil: Metanol-Agua-Acido acético

(6:4:.05). (4)
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Cromatofolios de sflica gel 10 X 10 cm.

Muestra: Se pesan 100 mg. de la muestra y se disuel -
ven en 2 ml. de metanol.

Tiempo de elucibn: 30-45 min.

Revelado: Lampara de ultravioleta onda corta y larga;j

vapores de yodo.

Usar una cémara de saturacifn de vidrio evitando fugas
de vapores del sistema de solventes, dejar saturar 10

min. antes de correr la CCF.

3e). Titulacibén en medio no acuocso (TNA).
Procedimiento seqfin la U,S,P. XXI (16).

3f). Espectroscopia de Ultravioleta:

Curva Est8ndar: Se pesan exactamente 100 mg. de Buflo

medil-HCL (STD), y se lleva a 100 mi. con metanol, de esta so

luci6én se toman alfcuotas de 1 ml,2ml, 4 ml, 5 ml, y se lle-

van a un aforo de 100 ml con metanol; obteni€ndose concentra-

ciones de: .01 mg/ml; .02 mg/ml; .04 mg/ﬁl; .05 mg/ml, respec

tivamente.,

FORMA FARMACEUTICA: Se pulverizan y trituran el con-

tenido de 10 a 20 tabletas y se toma el peso o la cantidad -

equivalente a 100 mg. o 150 mg. de principio activo; se di ~-

suelve en metanol y se =-leva a un aforo de 100 ml. con meta =
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nol, de esta solucifn se toma una alfcuota de 4 ml y se lleva-

a un aforo de 100 ml con metanol.

Las soluciones se pueden leer espectroscépicamente a
la longitud de onda de 275 nm, utilizandc una celda de cuarzo

de 10 mm. (4)

3g). MEtodo de HPLC.

Fase mOvil: 0.005 M Lauril Sulfato en Metanol-Agua=-Aci
do~acético (60-40-5).

Condiciones: (Tanto para el std como para la mta).
L]

- Detector: UV 275 nm.

- 100 microlitros

- Flujo: 1.5 ml/min.

- Sensibilidad: 0.2 aufs,

- Atenuacibn: 64

- Velocidad de la carta: 5 nm/min.

- Columna: C 10 micr8metros, 30 cm X 4.0 mm. Microbondapak.

18’

Curva Estfndar: Pesar exactamente 125 mg. de Buflome=-
dil HCL Esténdar se aforan a 250 ml con metanol, se toman ali
cuotas de 20 ml, 30 ml, 40 ml, y se afora a 100 ml en metanol,
obteniendo concentraciones de .1 mg/ml; 0.15 mg/ml; 0.2 mg/ml,

respectivamente,
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Muestra Problema: Se pulverizan 10 tabletas se pesa -
la cantidad equivalente a 150 mg de Buflomedil-HCL, se afora
a 100 ml con metanol, se toma una alfcuota de 10 ml y se lle-

va a un aforo de 100 ml con metanol.

para buflomedil=-HCL como mat. prima se pesa de 100~ ~

150 mg. de muestra y se sigue el procedimiento mencionado.

ESTANDAR interno: se pesan 1.34 g. de TRIMETOXIBENCE-
NO y se afora a 100 ml con metanol., Se adicionan 5 ml del es
téndar iriterno a cada dilucifn de la Curva Estf@ndar y la Dilu
cifén Problema. Se realiza la adicifin antes del aforo de ca-

da una de las diluciones.

3h). Espectroscopfa de Infrarrojo:
PROCEDIMIENTO:

En un mortero de Sgata, se colocan 100 mg de KBr {an -
hidro) se adicionan 3 mg de la muestra (BUFLOMEDIL-HCL] se pro
cede a mezclar y homegenizar por unos minutos, se coloca la --
muestra en una matriz de acero inoxidable para pastillas; esta
pastilla se presiona de 2 a 3 min. en una prensa de 12 tonela-
das/mz, la pastilla resultante es‘un circulo de media pulgada

de di&metro que se coloca directamente en el rayo infrarrojo.
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Condiciones Prueba:

-Sensibilidad 77
=Abertura 55

-Tiempo de barrido 12 min

1 1

-Barrido 4000 cm™© a 600 cm_



RESULTADOS
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1.~ PROPIEDADES FISICOQUIMICAS OBTENIDAS EXPERIMENTALMENTE

EN EL PRESENTE TRABAJO, PARA BUFLOMEDIL~HCL.

l.a).-

l.b) .~

l.¢).=

1.4).-

l.e).=

1.f).~

l.g}.~-

Punto de fusibn: 192-195°C.

Solubilidad: Muy soluble en metanol, &cido -
acético, y agua.

Poco soluble en isopropanol, Anhidrido acético.
Coeficiente de absortividad molar:

Emax = 4672 (a 275 nm/metanol).

Cromatograffa en capa delgada (CCF):

Rf de Buflomedil-HCL = 0.55

Rango de pH {soluci6n 1 g/100 ml acuosa):

pPH = 4-6.

Espectro de absorcibn Ultravioleta:

El espectro de absorcibn de una soluciﬁn

1.2 X 10°% K en metanol exhibe un méximo a
la longitud de onda de m&xima absorbancia de

275 m ¥

lnom.

Espectro de Infrarrojo:

En el rango de longitud infrarrojo se observa -
la exhibicifn de las mismas bandas de absorcibn

del est&ndar de Buflomedil-HCL con las de Buflo

medil Problema.
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2,= LOS RESULTADOS OBTENIDOS EXPERIMENTALMENTE PARA ESTANDARI

2AR BUFLOMEDIL SE RESUMEN EN LAS SIGUIENTES TABLAS, FIGU-

RAS Y GRAFICAS.

Tabla No. 1.

Figura No. 1.

Figura No. 2.

Figura No. 3,

Estandarizaci6n de Buflomedil=~HCL:

Lote 1,2,3,4,5,6,8,9 de Buflomedil-HCL como ma-
teria prima.’

Buflomedil~-HCL en forma purificada.
Buflomedil-HCL est8ndar de referencia.
Formulacifn (tabletas) de Buflomedil-HCL:

Formulacién (1,2,3).

Espectro de infrarrojo del esté&ndar de Buflome-

dil=-HCL.

Espectro de infrarrojo de la muestra (purifica-

do) de Buflomedil-HCL,

Espectro de absorcifbn Ultravioleta del estSndar
de Buflomedil-HCL y materia prima de Buflomedil
HCL.,

Figuras No. 4. Cromatografa de 11quidos de BUFLOMEDIL-HCL

y No. 5.

Figura No, 6,

Estfindar y materia prima (purificado).

Cromatograffa de capa f£ina {CCF):
Buflomedil-HCL; ESTANDAR, Purificado, Lote 1,2,
3,4,5,6,8,9.
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3.~ LOS PARAMETROS DE VALIDACION SE TRABAJARON DE LA SIGUIENTE

MANERA: (Para Clorhidrato de Buflomedil).

3.a). Especificidad:

3.a.1: Se utilizé como esténdar interno Trimetoxibenceno en
técnica de cromatograffa de liquidos de alta resolu --
ci6n (HPLC). Para la determinaci6n de Buflomedil~HCL,
los resultados obtenidos se presentan en la figura'No.
7 y 8 y en la tabla No. 3 (las concentraciones se indi
‘can en las tablasj ensayos por triplicado).

3.a.2: Para la té&cnica de espectrocopfa de Ultravioleta; se =
determin6 el coeficiente de absortividad de Bufloﬁédil
HCL y TRIMETOXIBENCENO. Los resultados se observan en

la tabla No. 2 y figura No. 9.

3.b). Linearidad.

3.b,1: Se utilizé est&ndar de Buflomedil-HCL con una puréza -
de 99%. Asf como muestra problema de Buflomedil-HCL.
Se prepararon diluciones de .1l:.15; .2 mg/ml; para el
m&todo de HPLC. Los resultados se observan en las ta-
blas No. 4 y 5; en las gréficas No. 1 y 2.

3.b.2: Se utilizd esténdar de Buflomedil-HCL con una pureza
de 99%. Asf{ como muestra de Buflomedil-HCL. Se prepa
raron diluciones de .02; .03; .04; .05 mg/ml; para el
m&todo de espectroscopia de ULTRAVIOLETA.

Resultados en las tablas No. 6,7,8,9 y las gr&ficas --

3,4,5,6.



3.c).

3.c.l:

3,c.2:

3.c.3

3.c.4:

3.4).
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Determinacién de exactitud, precisifén {(reproducibili -
dad) y estudio comparativo, para los mé&todos analfti -
cos de. Buflomedil-HCL (las concentraciones respectivas
se encuentran en cada tabla).

En el esténdar se procedif a determinar estos pardme -
tros; mediante las técnicas de: Espectroscopia de ul -
travioleta en metanol, agua. Titulacifn en medio no -
acuoso. Cromatografia de liquidos de alta resolucifn.

Resultados en las tablas No. 10, 11, 12, 13.

Para la determinacifn de estos mismos parfmetros en la
materia prima y formulaciones de Buflomedil-HCL,

Resultados en las tablas No. 14, 15, 16, 17,

En la tabla No. 18 se muestran los datos obtenidos al

trabajar otro analista la técnica de UV/metanol,

En la tabla No. 19 se muestra el porciento de recupera

do en todos los métodos para su mejor evaluacibn.

Limites de Deteccifn.,

Se determin$ utilizando el estindar de Buflomedil-HCL.
Dilucifn .02 mg/ml " a .05 mg/ml; fueron utilizadas pa-
ra la técnica de espectroscopia de ultravioleta.

Resultados en la tabla No. 20 y la Gr&fica No. 7.
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3.d4.2: Se determin6 utilizando el estindar de Buflomedil~-HCL.

3.e).

J.e.l:

J.e,2:

3.£.1

Dilucién de 0.1 mg/ml a .2 mg/ml; fue utilizada para -
la té&cnica de cromatograffa de liquidos de alta resolu
cién (HPLC).

Resultados en la tabla No. 21 y la Grafica No. 8.

Reproducibilidad de los mé&todos de ultravioleta y HPLC:
este aspecto de validaci6n se es t@ableci6 usando las con

centraciones de 100 por ciento,

Resultados de un segundo analista (U.V.).

Tabla No. 22

Resultados de un segundo analista (HPLC) Tabla No. 23,

Estabilidad. Este aspecto de validacién se trabajé ana
lizando las muestras de Buflomedil-HCL en un primer dfa
y segundo dfa. (Las muestras se mantuvieron en refrige

racibn durante 24 horas).

Estabilidad para (U.V.).
Tabla No. 24.

Estabilidad para (HPLC);

Tabla No. 25.



Muestra

Tabla No. 1 Estandarizacifn de Buflomedil-HCL

Ensayo:

Pmto de P.8 K.F. pH Egpectro C.C.F VU/Mell W/H20 T.N.A HPLC
Fusifin 2 ¥ I.R r.f.M r.£.I1 % 1] % ]
192.5-192.6°C 49 44r 6.0 oonf .55 032 96.25 - - 96.87
192.1~183.0°C .63 .44 55 conf .55 032 96.22 - - -

191.7-193.0°C .7 .36 4.3 oconf .55 032 95.83 - - -
192.0-192.5% 73 4 6.0 conf .55 032 95.92 96.6 - -
193,4-193,5°C .18 .18 5.7 oonf +55 . Traz 97.06 - - 97.0

190.1-190.2°C 14 1.1 4.4 omf .55 032 95.62 95.8 95.B -
193.5-194.2°C Q.3 .16 6.5 conf .55 Traz 98.03 98.2 9B.26 -
193.4~193.5°C 0.3 <21 4.2 oonf 35  Traz 87.22 97.25 97.3 97.11

195.7-195.8°C - - 6.0 comf .55 - 9315 - - 9.2
195.6-195.89¢ - - ~ emf .55 o~ 99.0 - - 99,9

- - - - eof .85 - - - - -

- - - = enf .55 - - - - -

- - - -~ onf g o - - -~ 101.48

conf= confome (similar al estandarg
P.§= Pérdida por secado (1.5 hrs, 60°C

1.R= Infrarroio
C.C.F= Cromatogratfa en capa delgada.
U.V= Espectroscopfa de Ultravioleta (wm,ﬂzm)
TNA= Titalacifn en medio no Acuose (USPXXT)
R.F.M= RE de la mancha principal. R.fI=Rf da un Inpureza.
HPLC= Cromatografia de Liguidos de alta resclucién.

£
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Figura No. 6.~ Cromatograffa en capa delgada
de Buflomedil-HCL,

C.C.F. = Estfndar y Materia Prima.

T

A l@aeabaananon A

L1 2 3 45 6 g 9 std pt

A BUFLOMEDIL-HCL Rf 0.55

B TRIMETOXIBENCENO (ESTANDAR INTERNO) Rf 0.9

NOTA: pf = purificado.
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Fig. No. 8 Especificidad Técnica de Ultravioleta (en metancl)

A = PUFLOMEDIL-HCL B = TRIMETOXIBENCENO
Coeficiente de Absortividad molar. = g max
x 10%? 10
A
E max, 9 '“\\
+
3
8
‘l
7
5\
[ “
5 "—\\. ‘ -
L
\ \. ’n l\
4 [\ ¢ \
\ NS .
3 \ ’ \
\/ . '\
2 ‘\
1 T
\ ‘.“
L el -
220 250 280 310 340

A nm.

Longitud de onda
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ESPECIFICIDAD

TABLA No. 2.~ Especificidad para la Técnica de Ultravioleta

Buflomedil-HCL. Coeficiente de absortividad

TRIMETOXIBENCENO BUFLOMEDIL~HCL

conc ma/ml .04 .360 .04
METANOL Celda mm 10 10 10

Emax (‘molar) - 147 4671.94

Iongitud de olﬁa 275 275 275

TABLA No. 3.~ Especificidad para la técnica de HPLC.

Buflomedil-HCL:

TIEMPO DE RETENCION

HPLC BUFLOMEDIL-HCL TRIMETOXIBENCENO

No. de STD MUESTRA STD

corrida {(min) {min) (min)
1) -. 7.72 3.14
2} 7.77 - 3.17
3) 7.72 - 3.14

4) 7.67 - 3.12
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TABLA No. 4 Linearidad del Est&ndar de Buflomedil-HCL. Té&cni-
ca Cromatograffa de Lfquidos de Alta Resolucién -

HPLC) .
Agregado Recuperado Recuperado
mg/ml . mg/ml [
.10028 .0996989 99,42 X = 99.96
«15042 .1515821 100.77 Det = ,71
.20056 .1999789 99.71 Der = ,71
L.C. (99.25-100.67)
Grifica No, 1 Linearidad del m&todo de HPLC.
Recuperado
mg/ml
0,54
0.4
0.34
0,2
n=3
2 = 0.9997257
m = 0,9999
0.1 § 205
b = 6.0000011
0.1 0.2 0.3 0,4 0,5 mg/ml

Agregado



45

TABLA No. 5 Linearidad de la muestra de Buflomedil-HCL T&cnica
Cromatograffa de Lfquidos de Alta Resoluci&fn (HPLC)

Agregado Recuperado Recuperado
mg/ml mg/ml %
.100 .0994512 99.45 X = 99.96%
«155 +1562196 100,78 Det = .715
200 .1993292 99,66 ber = ,715

L.C. (99.24-100.67)

Gr&fica No. 2. Linearidad del m&todo de HPLC.

Recuperado
mg/ml
0.4
0.3
0.2
n=3 .
r? = .999777
0,1 :
m = .9999996
b = 00000006049

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 Agregado

mg/ml
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TABLA No. 6 Linearidad del est&ndar de Buflomedil=-HCL.
Técnica de UV en metanol a 275 nm,

Agregado Recuperado Recuperado

mg /ml mg /ml %

.02014 .0202441 100.52 X = 99.97%
0302100 .0300874 99.59 Det = ,394
.0402860 .040212 99.83 Der = .394
.05035 .0503365 99,97

L.C. (99.57-100.36)

Gr&fica No. 3. Linearidad del método ultravioleta

Recuperado
mg/ml
0.05
0.04
0.03
0.02 ne 4
r? = 0.9999765
m = 0,9970387
0.01 b = 0.0000794
.01 .02 .03 .04 .05

Agregado
mg/ml
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TABLA No. 7 Linearidad del estandar de Buflomedil~HCL. Técni
ca de Ultravioleta en metanol a 275 nm.

Agregado Recuperado Recuperado
mg/ml mg/ml %
.02509 .0250715 99.92 X 100%
.037635 .037682 100.12 Det=.10583
. 05018 .0501615 99.96 Der=.10583

L.C. (99.89-100,16)

gr&fica No. 4

Recu
mg/ml
0.05
0.03 n=3
r = 0.999995
m=1
0.02 ‘b = -9.000033
0.01
0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 mg/ml

Agregado



TABLA No.

Agregado
mg/ml

.020072
. 049144
.05018

Recuperado

mg/ml 04
0.03 4

0.02 4

0.01 1

48

Linearidad de muestra de Buflomedil-HCL. Técnica
de Ultravioleta en metanol a 275 nm.

Recuperado Recuperado

mg/ml L}
+0199631 99.46 X =99.9%
.0404706 100.81 Det = .752
.0499632 99.56 Der = .752

L.C. (99.18-100.69)

gr&fica No. §

=3

0.999824
1.0000278
= =0,0000007

"
- B ©F- ]
[

0.01 0.02 0.03 0,04 0.05 Agregado
ng/ml



TABLA No.

Agregado
mg /ml

.0101
. 0202
.04012
+05015

Agregado

mg /ml

49

Linearidad del estandar de Buflomedil-HCL. Té&cni-
ca de UV en metanol a 275 nm (Analista II)

0.05

0.04

0.03

0.02

0.01

Recuperado Recuperado
mg/ml ]
.0100684 99.68 X = 99.3%
.0201515 99.76 Det = .495
. 0403911 100.67 Der = ,495
049959 93.62
L.C. (99.43-100.42)
gr&fica No. 6
=4
0.9999434
0.999999
~0.000000029473

0.02

0.03

0.04

0.05 Agregado
mg/ml
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c:~ Exactitud, Precisién y Reproducibilidad. (STD)

Se realizaron determinaciones de Buflomedil=-HCL, uti=-

lizando 3 técnicas diferentes:

Espectroscopfa de Ultraviole-

ta variande los disolventes, Titulacién en Medio no Acuoso y

Cromatograffa-HPLC.

TABLA No. 10

Agregado
mg/ml
101
100.3

100.3

TABLA No. 11

Agregado
mg/ml
100.9
100.3

100.9

Espectroscopfa de UV/en metanol

Recuperado Recuperado
mng/ml 3
100.55 99.55%
100.96 100.66%

99.94 99.64%
L.C. (99.33-100.57)

Espectroscopfa de UV/agua

Recuperado Recuperado
mg/ml %

102 101.3%
99.4 99.1%
101 100.15%

L.C. (99.08-101.78)

X 99,95%
Det=0.62

Der=0.62

X=100.18%
Det=1.1
Dar=1,098
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TABLA No. 12 Titulacisn en Medio No Acuoso

Agregado Recuperado Recuperado
mg/ml mg/ml [
101.4 101.4 100 X=99.66%
100.3 100.1 99.8 Det=.11

100.3 100.1 99.8 Der=.11

~ . L.C. (99.75-99.97)

TABLA No. 13 HPLC

Agregado Recuperado Recuperado
ng/ml mg/ml 1
,20056 0.1999789 99.71 X=99.68
.200 0.1993292 99.66 : Dgqt=0.025
.2006 0.19998 99.69 Dar=0.025

L.C. (99.65-99.7)



TABLA Wo.

Muestra

L~-1
L-3
L-4
L-5 .
L-6
L-8
L-9
r-1
F-2
F-3

TABLA No.

Muestra

L-4

L-6

L-8
L-9

14

15
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Ensayo UV/MeOH({I)

Agregado Recuperado
mg/ml mg/ml
100.8 97.02
100.2 . 96.04
100.5 96.40
100.7 97.74
100.8 . 96.38
100.3 98.32
100.4 97.61
100.0 98.90
100.0 98.92
1040.3 99. 30

Ensayo UV/H,0(I)

Agregado Recuperado
mg/ml _ mg/ml
100.8 97.37
100.8 96.57
100.5 98.69
100.3 97.54

Recuperado
k]

96.25
95.83
95.92
97.06
95.62
98.03
97.22
98.9¢
98.92
99.8

Recuperado
%
96.6
95.8
98.2
97.25



TABLA No. 16

Muestra Agregado Recuperado
’ mg/ml mg/ml
L~-6 250 239.5
L~8 250 245.65
L~9 - 250.3 243.54
TABLA No., 17
Ensayo: Cromatograffa de Liquidos de

Muestra

_ L~
L~9
F-3

L~-5
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Ensayo  T.N.A.(I)

Alta Resolucibn (HPLC) (I)

Agregado Recuperado
mg/ml ) mg/ml
150 145.32
150 . 146.56
150 152.22

150 145.50

Recuperado
%
95.8
98.26

97.3

Recuperado
§

96.87
97.71
101.48

97.0
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TABLA No. 18 (Otro analista)

ensayo: UV/MeOH(II)

Muestra Agregado Pecuperado Pecuperado
g/ml mg/ml %
L-1 100 ' 96.67 96.67
L-3 100 95.45 95.43
L-5 100 . 97.19 97.19
L-8 . 100 98.23 98.23
F-1 150 148.1¢ 98.79
F-2 100 ‘ 98.92 98.92

F-3 150 151.57 101.04
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TABLA No. 19 Tabla comparativa de los métodos utilizados.

Ensayo: (% Recuperado)

Muestra UV/MeCH (I) WV/H,0(1) T.N.A. HPIC UV/MeOH{II)
% % % % 3
L-1 96.25 - - 96. 87 96.67
L-3 95.83 - - - 95.43
L-4 95.92 T 96.6 - - -
L-5 97.06 - - 97.0 97"&9
L-6 95,62 95.8 95,8 - -
L-8 98,03 98.2 98.26 - 98.237
L-9 97.22 97.25 97.3 97.71 -
F-1 98.90 _ - - - 7 98.79
P-2 98.92 - - 98.92

F=3 99.6 - - 101.48 101.04
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d.- LIMITES DE DETECCION

1)

2)

Para la técnica de espectroscopfa de UV para Buflomedil -
Clorhidrato. 10=-50 mcg/ml en este rango la gr&fica de ca-
libracién fue lineal. Se encontr® proporcionalidad, en--

tre la cantidad de Buflomedil~HCL y la absorbancia obtenji
da.

Para la técnica de HPLC.

0-200 microg/ml en este rango la gr&fica de calibracién -
fue lineal. Se encontrd proporcionalidad entre la altura
del pico obtenido y la cantidad de Buflomedil determinada

en el rango de 0-200 mcg/ml.
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TABLA No., 20 Limite de deteccién (U.V.).

% Tefrico Agregado Recuperado % Recuperado Abs (2750m)
mg/md my/ml
50 .2509 .2509 99.92 .357
15 .037635 .37682 100.12 .536
150 .050018 .05016 99.96 L7113

X = 100% Det = 0.10583 Der = 0.10583 L.C. {(99.89-100.16)

Gr4&fica No. 7 Limite de deteccién

Recuperado
mg /ml <05,

.04

.03
n=3
T = 0.99999955
m=1
-02 b = -0.000033
.01
.05 Agregado

mg/ml
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TABLA No. 21 Limite de detecci6n (HPLC})

% Tedrico Agregado

mg/ml
50 .10028
100 .15042
150 . 20056
X = 99.96 Det

Gr&fica No. 8

Recuperado % Recuperado

mg/ml

.0996989 99.45

.1515821 100,78

.1999789 99.66
0.71

Altura (HPLC)

47.7219
74.5104
98.566

Der = 0.71 L.C. (99.25-200.67)

Limite de detecc

[

n

ién

3

0.9997257
0.9999905
0.0000011

0.5 Agregado
mg/ml



TABLA No.

% TebSrico
100
100
100

X = 99.86

22
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Reproducibilidad del M&tode (U.V.).
Analista (II)

Agregado Recuperado
mg/ml mg/ml
100.1 99.6
100.3 100.1

99.9 100.0
Det = 0.21 Der = 0.201

L.C. (99.65-100.06)

TABLA No.

% Tebrico
100
100
100

X =99.71

23

Reproducibilidad del M&todo
(HPLC) analista (II)

Agregado Recuperado
g /ml mg/ml
0.200 19979
0.2008 .19908
0.2006 .2009

Det = 0.546 . Der = 0.548

L.C. (99.16-100.25)

Recuperado
%

99.86
99.70
100.10

Recuperado
%

99.89
99.10
100.15
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TABLA No. 24 Estabilidad para el método de U.V.
{(Buflomedil~HCL STD)

Dfa 1 bfa 2
& Tebrico % Recuperado % Recuperado
100 98.9 98.6
100 99.9 99.3
100 100.3 100.0
100 99.8 99.5
X=95,72 Det=0.590 X=99,35 Det=0.58
Der=0,592 Der=0.58
L.C. (99.13-100,31) L.C. (98.77-99.93)

TABLA No. 25 Estabilidad para el Método de H.P.L.C.
Blufomedil HCL STD

$ Tetrico 3 Régigeraéc % Regi;eraéo
100 98.9 98.2
100 99.9 99,0
100 99.6 98.9
100 100.1 99.8
X=99.12 .Det=0.525 X=96,97 Det=0,655
Der=0.527 Der=0.66

L.C. (98.59-99.64) L.C.{(98.31-99.63)
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Tabla 25 LIMITE DE DETECCION (U,V.)

275 nm
Dilucién [mg fml} abs
1 .0100684 .132
2 .0201515 269
3 .0403911 .544
4 .05015 674
Gra&fica 9

limite de deteccién (U.V.)

0.01 ©0.02 0.03  0.04  0.05 mg/md
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Tabla No. 26 LIMITE DE DETECCION (HPLC}

DILUCION [mg/ml] ALTURA
1 .0996989 48,72
2 .1515821 74.51
3 .1999789 98.56

Gréfica No. 10
Linite de detecci6n (HPLC)

ALTURA
100
90
80 nr= 737
r2= .9997
60 me= 171263
b=-.9
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 mg/ml

Agregado
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1.~ Los resultados reportados en este trabajo acerca
de las propiedades fisicoquimicas se determinaron experimen--
talmente debido a que no existe publicada una monograffa ofi-
cial que las especifique, a excepcifn del punto de fusifn que
estd reportado en el Index Merck como de 192-193°, sin embar-
go, este punto de fusifn se obtiene en nuestro producto cuan-
do posee una pureza de 96% y cuando la pureza es de 99% el --
punto de fusidn es de 195°19%5.8°. La variacifn que se obser-
va puede ser debida a gue las condiciones en que se determi--
nan en un pafs y en otro sean diferentes. En nuestro caso lo
determinamos en un aparato digital y para comprobar su funcig
namiento determinamos puntos de fusifn de otros estdndares va
conocidos no encontrando variacién entre lo obtenido y lo re-

portado.

2.~ Se eligieron como métodos de trabajo la espectros
copfa U.V. por ser econfmico y r&pido, HPLC por ser selectivo
y también r4pido y la T.N.,A. por la factibilidad de realizar-
lo con equipo sencillo que al requerir de poca interpretacién
se puede utilizar como un método alternativo y si observamos
los resultados obtenidos en la tabla 19 nos podemos dar cuen-

ta que son eguivalentes.
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3.- Se utiliz6 como Std interno el Trimetoxibenceno -
por ser un intermediario de reaccifn, es estable, quimicamen-
te similar al producto, no interfiere en el anflisis. Pudi--

mos observar que funciondé adecuadamente.

4.- La funcién de L.S.S. fue ajustar el pH para que -
propercione el par ifnico que se requiere en la cromatograffa

de fase inversa en par i6nico que estamos utilizando. {4)

5.~ Se eligié 1a columna cromatogrd&fica C-18 por ser la

m&s recomendada para compuestos que contienen N en su molécula.

6.~ Las bandas de absorcifn caracterfsticas para Bu--
flomedil en I.R. se observan en el estandar y son las mismas
que las que presenta el especiro de muestra.

7.~ Al trabajar con la forma farmacSutica tabletas -
se pudo establecer gue los excipientes realmente no interfie-
ren en la cuantificacifn de Buflomedil ya que se trabajd con
muestras a las que se les habfa extrafdo &sos y se obtuvieron

los mismos resultados que cuando los contenfan. {4)

0.~ En los resultados obtenidos se observa gue se -
cumple la Ley de Beer ya gue la absorbancia obtenida es prpor
cional a las concentraciones de Buflomedil HCL hasta en un —-

rango de 10 mcg/ml.
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9.~ Con respecto a la confiabilidad del m€todo U.V.-
se tiene un rango de variacifn de 1%. La exactitud y preci--
8if6n se evaluaron considerando las estadfsticas: Media, Des--
viacifn estandard y coeficiente de variacidn segfin se puede -

observar en las tablas correspondientes.

10+~ Para evaluar la linearidad se determiné, el co--
eficiente de regresi6n (pendiente), coeficiente de correla- -

cifn. Tanto para el método de HPLC y UV.

11,~ Con respecto a la Confiabilidad del m&todo de -
HPLC se tiene un rangoc de variacifn menor al 1%.

12.~ Con respecto a la reproducibilidad y la estabili
dad, los resultados de un segundo analista; asf come el resul
tado de un segundo andlisis (2o dfa), el rango de variacidn ~
también es menor al 1% como sge indica en las tablas correspon

dientes.

13.~ Dadas las limitantes de este trabajo podemos de-
cir que la validacién de dichos mEtodos se acexcan de una ma-
nera confiable a los objetivos planteados al iniciar este tra

bajo experimental.
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En base a los resultados obtenidos en el presente tra
bajo, podemos decir que el método propuesto de Espectroscopfa
de Ultravioleta (UV), asf como el de Cromatograffa de Ligui--
dos de Alta Resoluci6n (HPLC): son lineales, sensibles, exac-

tos, precisos y especificos.

Individualmente el método de Espectroscopfia de Ultra-
violeta es sencillo y r&pido, muy econfmico; en combinacién -
con la TLC nos permite obtener la mfxima informacifn en un me
nor tiempo. De igual manera el método de HPLC se puede utili
zar proporciondndonos mayor SENSIBILIDAD, pero &ste resulta -
econfmicamente m&s caro, en relacién al anterior, debido al -

tipo de eguipo utilizado.

AfGn con esta diferencia de cualquier modo se pueden -
utilizar los dos mé&todos con la misma CONFIABILIDAD. Su uti-
lizacidn dependerd de la disposicifén y el requerimiento de -~

sensibilidad por cada laboratorio analfitico.

Como se demostr$ con este estudio, las técnicas men=--~
cionadas son reproducibles; ya que trabajan con un mismo 1o
te aplicando diferentes técnicas analfticas, asf como diferen

tes analistas, obtenemos resultados equivalentes.



Apéndice A

Abreviaturas:

Rx Buflomedil~HCL Purificado por Recristalizaciébn.
érudo Buflomedil~-HCL Cristalizado después de la Reaccién.
HPLC Cromatograffa de liquidos de Alta Resolucidn.{
u.v. Espectrpscopia de Ultravioleta.

I.R. Espectroscop?a de Infrarrojo.

Dst Desviacién std.

Psr Desviacifn std relativa.

L.C. Limites de confiabilidad,

L.S.8. Lauril Sulfato de Scdio.

nm mandmetros.

E max Coeficiente de Absortividad Molar.

M Molaridad (moles/litro o milimoles/mililitro).,
PE Punto de fusidn

Abs Absorbancia

A Longitud de onda.



Apé&éndice B

F&érmulas:

1.- Media descriptiva

s x donde:  cymatoria.
i n=numero de nmuestras.

x=valor individual
de la muestra.

2.~ Desviacibn est&ndar ruestral

=\ {1 ~ %2
s—\!n_1 Six; ~ %

3.~ L.C. =X + Dsr

4.~ Der = C.V. = —i—
X

C.V. = coeficiente de variacién.

5.~ Ecuacidn de la linea recta.

y=mxtb . donde:

y=eje de las ordenadas. m=pendiente
xseje de las absisas. bwordenada al origen



BIBLIOGRAFTIA



72

BIBLIOGRATFIARA

B. Levinson, P. Wright. Effect of Buflomedil on Beha- -
viour, Memory, and Intellectual capacity in patients ~-

with Dementia. Samj Vol 68 31 August 1985. (302~207).

N. Toda, H. Okunishi., Effects of Buflomedil on Isolated

dog arteries. Arch. int. Pharmacodyn, 266,117,130, 1983.

U. Gunder, Remy. 1981. Pharmacokinetics of Buflomedil.

459-463.

J.A. Badmin, J.L, Kumar. Determination of Buflomedil -
Hydrochloride By Reversed-Phase -~Ion-Pair High-Performan
ce Liquid Chromatography. Journal of Chromatography, 172
(319~-325) 1979.

Elizabeth. W. Thomas. Analysis of Buflomedil in mouse, -
rat and rabbit plasma by Reverser-Phase on-Pair High Per
formance Liquid Chromatography. Journal of chromatogra--

phy, 228, (1982) 387-391.

P. MVANHOUTTE, L.L. AARHUS (1983). Effects of Buflomedil
on the responsiveness of canine vascular smooth musecle.
The Journal of pharmacology and Experimental Therapeu-~ -

ties. Vol 27 No. 3 613-620.



73

7.- F.L. Fort, S. Tekeli, J.P. Lewkiwski. Buflomedil Three -
Month Intravenous Safety Evaluation in rats. Drug And -

Chemical Toxicology, 5(4), 401-414 (1982,

8.- P.J. Twitcherr and A.C. Moffat. (1975), High-Pressure Li
quid Chromatography of Drugs an evaluation of an Octade-

cylsilane Stationary phase.

9.~ J.H. Kbox and J. Jurand. Separation of Catecholamines ~-
And their metabolites by Adsorption, Ion-pair and soap-
Chromatography. Journal of chromatography. 125 (1%75) -
89-101.

10.- F. Bailey Applications of High-Performance Liquid Chroma
tography in the Pharmaceutical Industry. Journal of --

Chromatography., 122 (1976} 73-84.

11.~ Comments ON Reverse ~Phase Ion--Pair Partition Chromato-
graphy. Analytical Chemistry, vol 49, No. 6, may (1977}

883.
12.- R, Dennis. Some aspects of the use of Chromaéography in
Pharmaceutycal Analysis., Pharmacy International, Novem-

ber (1985) 275-279.

13.~ Boehrinder Ingelheim. Manual de Validacif6n, Mayo 1983.



13.-~

15.~

16.-

17.-

18.-

19.-

20.~

21.~-

74

Industria Farmacéutica. C.I.F. 2 (2a. ép.), 25~28 (1983)
La validacién: un reto actual, Normas para la pré&ctica -

de una correcta validacién,

Boehringer Ingelheim. 29.10 (1985) br. Vg/Ws. Validacién
de los mEtodos analfticos para el control de medicamen--

tos. 1-13.

The United States Pharmacopeia XXI, The National Formula
ry; 16a Edition; United States-Pharmacopeial Convention;
1985; pdg. 1223-1224, 1249-1250, 1258, 1211-1212, 1269,
1026-1027.

The Merck Index; Tenth Edition; Merck and Co. Inc. N.M,
USA: Martha Windhol: P&g. 203 (1443).

Macherey-Nagel-Duren. High Performance Liquid-Chromato~-

graphy Tecnologfa Cromatogr&fica. TECROM. 1987.
PLM edicion 35a (1989) p&g. 567-568.

SADTLER ULTRAVIOLETA. Vol 83 p&g. 22040-22363

18271-18596.

Cemeli P.J. (1985) La validacifn: una filosoffa y un sig

tema; C.I.F. 4 (2a. ép.) 220-226.



75

22,~ Introduccisn a la cromatograffa lfquida prédctica; Yosr -

R.W.; Perkin Elmer; USA 1980.

23.- Pharmacy Internacional. June 1985, p&g. 143. New Drugs

Annual 22 cardiovascular Drugs.

24.- Qufmica Analftica Cuantitativa; James S. Fritz. George ~
H. Schenk. Editorial Limusa, Tercera Edicién (1989) Capf

tulo No. 5, p&g. 93-134.



	Portada
	Índice
	Introducción
	Objetivos
	Generalidades 
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía 



