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RESUMEN

Introduccion: La nistatina es un farmaco antifingico ampliamente utilizado para tratar la candidiasis
oral, una infeccion comun en la boca, causada por el hongo Candida albicans. En el desarrollo de
productos farmacéuticos es fundamental utilizar un método analitico especifico que permita la
cuantificacién precisa del principio activo presente en la formulacion.

Objetivo: Validar un método analitico utilizando cromatografia liquida de alta resolucién para la
cuantificacion de nistatina en unguento.

Meétodos: Es una investigacion aplicada con enfoque cuantitativo. La técnica utilizada para la validacién
del método analitico es la cromatografia liquida de alta resolucién. Se incluye andlisis de los parametros:
especificidad, exactitud y precision. Para analizar los resultados, se emplearon herramientas estadisticas,

como el coeficiente de variacion y la comparacion estadistica.
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Resultados: Los parametros de validacion evaluados confirmaron su especificidad, para ello no se
encontraron interferencias en el analisis. La exactitud del 98,83 % con coeficiente de variacion (C.V.) de
0,48 %. La precision intermedia con C.V. (%) <2 %. Se determino que el método propuesto es apto para
la cuantificacion de nistatina unguento.

Conclusiones: El método validado para el ingrediente farmacéutico activo nistatina se puede aplicar en
el control de calidad debido a su especificidad, precision y linealidad dentro del rango de concentracion
estudiado. Al utilizar este nuevo método, se obtienen resultados precisos que no difieren estadisticamente
de los obtenidos por el método establecido en la Farmacopea de los EE. UU.

Palabras clave: cromatografia liquida de alta presion; control de calidad; nistatina.

ABSTRACT

Introduction: Nystatin is an antifungal drug widely used to treat oral candidiasis, a common infection
in the mouth caused by the fungus Candida. In the development of pharmaceutical products, it is essential
to use a specific analytical method that allows the precise quantification of the active ingredient present
in the formulation.

Objective: To validate an analytical method using high performance liquid chromatography for the
quantification of nystatin in ointment.

Methods: This is an applied research with a quantitative approach. The technique used for the validation
of the analytical method is high-performance liquid chromatography. Analysis of the following
parameters is included: specificity, accuracy and precision. Statistical tools were used to analyze the
results, highlighting data analysis, coefficient of variation and statistical comparison.

Results: The validation parameters evaluated confirmed their specificity, for which no interferences were
found in the analysis. The accuracy of 98.83% with C.V. of 0.48%. The intermediate precision with
coefficient of variation (C.V.) (%) <2 %. It is determined that the proposed method is suitable for the
quantification of Nystatin ointment.

Conclusions: The validated method for the active pharmaceutical ingredient nystatin can be applied in

quality control due to its specificity, precision and linearity within the concentration range studied. By

http://scielo.sld.cu
https://revmedmilitar.sid.cu

Bajo licencia Creative Commons QOO


http://scielo.sld.cu/
https://revmedmilitar.sld.cu/
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/

Revista Cubana de Medicina Militar

2024;53(2):024021632

using this new method, accurate results are obtained that do not differ statistically from those obtained
by the established US Pharmacopeia method.
Keywords: high pressure liquid chromatography; quality control; nystatin.
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INTRODUCCION

La nistatina es un medicamento antimic6tico comunmente utilizado para el tratamiento de la candidiasis
oral. Es eficaz contra Candida albicans, el agente causal mas comun de la candidiasis oral.) La nistatina
funciona uniéndose a la membrana celular del hongo, causa fugas de contenido intracelular y, en ultima
instancia, conduce a la muerte celular.®

Estudios han evidenciado que la combinacién de nistatina con otros fArmacos antimicéticos supera la
resistencia en C. albicans.® En particular, la sinergia observada entre nistatina, micafungina y
clorhexidina destaca como una estrategia prometedora contra cepas resistentes a azoles. Este enfoque de
terapia combinada podria ofrecer soluciones efectivas frente a la creciente resistencia antimicotica.®
Nistatina ungiiento es un tratamiento utilizado para tratar la queilitis angular y las lesiones intraorales.®
La queilitis angular es una afeccion caracterizada por la inflamacion y fisuras en las comisuras de los
labios, y las lesiones intraorales se refieren a cualquier tipo de lesion o Ulcera que se encuentre dentro de
la boca.®

En el proceso de desarrollo de un producto farmacéutico, resulta fundamental emplear un método
analitico especifico, que permita la cuantificacion precisa del principio activo presente en la formulacion.
Para asegurar la confiabilidad de los resultados, es esencial llevar a cabo la validacion correspondiente
de dicho método. Este proceso implica la evaluacion de diversos pardmetros, cuya naturaleza varia segun
la categoria a la que pertenezcan.*® La validacion de un método analitico tiene como objetivo principal

asegurar gque dicho método sea adecuado y confiable para su aplicacién en el analisis cuantitativo del
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principio activo en la formulacién farmacéutica. Para lograr esto, se deben determinar y evaluar

parametros como la linealidad, la precision, la exactitud, la selectividad y la robustez.® Este proceso es
esencial para garantizar la calidad y la seguridad del producto farmaceutico, ya que proporciona
evidencia cientifica de que el método es confiable y preciso en la cuantificacion del principio activo.
Ademas, la validacién se torna indispensable para cumplir con los requisitos de las agencias reguladoras
para respaldar la aprobacion y comercializacion del producto.(:®)

Diversas entidades reguladoras, como la Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA) de
EE. UU., la Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) de Brasil, la Agencia Espafiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) de Espafia, asi como las referencias como la
Farmacopea de los EE. UU. (USP), la Conferencia Internacional sobre Armonizacion (ICH) y la
Asociacion Espafiola de Farmacéuticos de la Industria (AEFI), requieren y recomiendan la validacion
como un requisito para cumplir con las buenas practicas de laboratorio (BPL).(")

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) tiene mdltiples aplicaciones y, al ser una técnica
automatizada, permite realizar de manera rapida y eficiente la separacion, cuantificacion y deteccion de
muestras mediante la identificacion de picos en los cromatogramas. Estos picos pueden optimizarse
ajustando diversas variables en el método, como el pH de la fase mdvil, la concentracion del buffer, el
flujo, la temperatura de la columna, la longitud de onda del detector, entre otros. %)

Al contar con un método de analisis rapido y confiable, es posible utilizarlo de manera rutinaria para el
control de calidad y la evaluacion de la estabilidad de un medicamento. 21314

El presente estudio, tiene como objetivo validar un método analitico utilizando cromatografia liquida de
alta resolucion para la cuantificacion de nistatina en ungiiento. Ademas, se busca establecer parametros
de validacion que garanticen la confiabilidad del método para su uso rutinario en la evaluacion de la

calidad de los medicamentos.

METODOS

El presente estudio se incluye en el &ambito de la investigacion aplicada con enfoque cuantitativo, el tipo

de estudio es analitico.* El periodo de estudio abarco desde junio hasta agosto del afio 2022. Todas las
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actividades de recoleccion de datos, analisis y procesamiento se realizaron en el Laboratorio Medifarma

S.A., utilizando instalaciones y equipos especializados, disponibles en el laboratorio de investigacién y
desarrollo.

Como método de recoleccion, procesamiento y andlisis, se utiliz un enfoque sistematico para recopilar
datos; se ejecutaron ensayos disefiados para evaluar la especificidad, precision y exactitud del método de
HPLC. Los datos se procesaron con un software especializado para calcular los parametros de interés,
como el porcentaje de recuperacion y la precision. Se aplicaron métodos estadisticos para analizar los
resultados, incluyendo célculos de promedios, desviaciones estandar y coeficientes de variacion.

La técnica utilizada para la validacion del método analitico es la cromatografia liquida de alta resolucion.
Se incluye el analisis de los siguientes parametros: especificidad, exactitud y precision.

Reactivos: Se utiliz6 acetato de amonio de Merck (Darmstadt, Alemania), acetonitrilo de Merck
(Darmstadt, Alemania), Tetrahidrofurano de Merck (Darmstadt, Alemania), Metanol de Merck
(Darmstadt, Alemania).

Condiciones cromatograficas: Como fase mavil se utilizé una solucion filtrada y desgasificada de acetato
de amonio 0,05 My acetonitrilo en proporcion de 675:325. La columna cromatogréfica utilizada fue L1
Octadecil silano de 150 mm x 4,6 mm x 3,0 um, el detector UV a 304 nm, la temperatura del horno a
35 °C, el volumen de inyeccion de 10 uL, la velocidad de flujo de 1,0 mL/minuto, el tiempo de retencion
del pico principal es de 10,5 minutos aproximadamente y el tiempo de cada corrida es de 20 minutos.
Preparacion de la solucion diluyente: una mezcla homogénea de acetato de amonio 0,05 M: acetonitrilo
(50:50).

Preparacion de estandar: Se utiliz6 una cantidad de estandar de referencia de equivalente a 100 000 Ul
de nistatina en un matraz volumétrico de 250 mL y se adicioné 20 mL de tetrahidrofurano y 150 mL de
metanol, se llevé a ultrasonido por 5 minutos hasta disolver para luego se llevé a volumen con metanol.
Se transfirio 2,0 mL a un matraz volumétrico de 100 mL y se llevé a volumen con la solucién diluyente
a una concentracion aproximada de 8,00 Ul/mg de nistatina. Se filtr6 por una membrana de PVDF de
0,45 pm.

Preparacion de la muestra: Se peso alrededor de 1,0 g de muestra de nistatina en unglento, equivalente

a 100 000 Ul aproximadamente en un matraz volumétrico de 250 mL y se adicion6 20 mL de
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tetrahidrofurano, se agitd con magnetos durante 10 minutos, para luego agregar 150 mL de metanol y
continuar agitando durante 10 minutos. Una vez enfriado a temperatura ambiente se llevé a volumen con
metanol. Se dejo sedimentar por 10 minutos para luego transferir 2,0 mL a un matraz volumétrico de
100 mL y llevé a volumen con solucidén diluyente a una concentracion aproximada de 8,00 Ul/mg de
nistatina. Se filtrd por una membrana de PVDF de 0,45 pm.

Especificidad: Para evaluar las posibles interferencias, se analizé el placebo con el principio activo a una
concentracion del 100 %, y se determind el grado de interferencia en relacion con el analisis del principio
activo, tanto con y sin placebo. Se esperaban resultados dentro del +2 % del valor teérico. Para la
evaluacion de las interferencias del producto de degradacion, tanto la muestra de placebo como el
ingrediente activo se sometieron a diversas condiciones de estrés, incluida la exposicion a la luz
ultravioleta (UV) durante 5 dias, el calentamiento a 80 ° C durante 24 horas, la hidrolisis &cidaa 80 ° C
durante 2 horas, la hidrolisis alcalina a 80 ° C durante 2 horas y la oxidacién con peréxido de hidrégeno
al 30 % durante 2 horas.

Exactitud: En la evaluacion de este pardmetro se prepararon muestras al 80 %, 100 % y 140 %.
Precision: Para la repetibilidad, se analizaron 6 muestras independientes. En términos de precision
intermedia, un segundo analista lo evalu6 utilizando el mismo método analitico en diferentes equipos

cromatograficos.
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Tabla 1 - Parametro de la especificidad de posibles interferentes en nistatina ungtiento
Nistatina
Especificidad Muestra Anadido Hallado Promedio hallado %%
(mg) (UT) (UT) Recuperacion
Phl 0,00 0,00 0,00
Placebo 0,00
Ph2 0,00 0,00 0,00
Determinzcion de postbles 135625,00
) M1 20,94 13523250
interferentes Principio activo + 134810,00 100,64 %
placebo 12913800 o
2 20,29 12928500
12943200
0,00
Phl 0,00 00
0,00
Placebo 0,00
0,00
Ph2 0,00 0,00
0,00
11728300
PAL 20,14 11745300
117623,00
Fotdlisiz Principio active 91,95
120403,00
Pa2 20,15 12026850
120134.00
11699700
M1 2047 11692400
Principio active + 116831,00 2981
Placebo 11912900 ’
2 20,48 11908550
11904200
0,00
Phl 0,00 0,00
0,00
Placebo 0,00
0,00
Ph2 0,00 0,00
0,00
11734200
PAl 20,39 11784650
o . 11835100
Termolizz Principio activo 91,04
120101,00
Pa2 20,38 12031550
120530,00
11891900
M1 20,09 _ 11981050
Principio active + 120702,00
92,53
Placebo 119104.00
2 20,11 11887200
118640,00
Pb: placebo PA: principio activo M: muestra.
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En la tabla 1, la evaluacién de la especificidad implico considerar posibles interferencias originadas en

la muestra debido al estrés forzado a través de fotdlisis y termdlisis.

Tabla 2 - Especificidad de hidrolisis acida, alcalina y oxidativa

Especificidad M Nistatina
specificida nestra
pe Afiadido (mgfHallade (UT)[Fromedio hallado (UL]% Recuperacion|
Fbl 0,00 0,00 0,00
[Flzcebo 0,00
P2 0.00 0.00 0,00
11496700
PAl 20,64 _ 11479600
. . 114625,00
[Principic activo _ 26,32
115197.00
Hidrélizizs dcida PAl 20.66 11393250
11272200
119642 00
M1 2029 11949000
11933800
[Principic activo + placebo _ 91,32%
119033,00
M2 20,33 119100,00
119147 00
0.00
Fbl 0.00 0,00
0.00
[Plzcebo 0,00
0.00
P2 0,00 0,00
0.00
125570,00 o
A PAl 20,74 _ 12331830
Hidrolisis o ) 125067,00
. [Principic activo 93,72
zlcaling 124099 00
PAl 20,78 12437250
124646,00
1158141,00
M1 20,38 117891.00
. . 117641.00
[Principic activo + Placebo 2049
11641300
M2 20,40 _ 11628150
116130,00
0.00
Fbl 0,00 0,00
0.00 .
[Placebo 0,00
0.00
P2 0.00 0,00
0.00
4133850
PAl 2025 4122620
. . 41113.90
Oxidacién [Principic activo 31,80
4149370 B
PA2 2028 41478,30
4146330
8337380
M1 20,07 __ 8326440
o . 83155.20
[Principic activo + Placebo 64,65
8328900
M2 20,05 _ 83171,80
8303460

Pb: placebo  PA: principio activo M: muestra
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En la tabla 2, se presentan los resultados del ensayo de especificidad en capsulas blandas de selenio

sometidas a estrés forzado por hidrolisis &cida, hidrolisis alcalina y estrés oxidativo.

Tabla 3 - Exactitud (recuperacion) de nistatina en ungliento

) Promedio
Niztatina afiadida | Nistatina hallada i )
Concentracion Muestraz Niztatina hallada Recuperacion %0
(mg) (m
(Lm

101569,00

M1 16,00 _ 10116700 08,53
100765,00
101544,00

80 % 2 16,07 10186800 08,78
102052,00
Sa734,70

3 15,71 Q5E48 50 89,04
90539 90
126110,00

M1 20,00 123794 50 98,02
1234739,00
128148,00

100 % M2 20,11 128136,50 29,31
128165,00
128122,00

M3 20,09 12777400 95,11
127426,00
130837,00

M1 28,19 _ 18064700 29,51
130457,00
182378,00

140 % 2 28,80 1B1S86,50 2847
13135%3,00
182799,00

LY E) 2889 1E2900,50 08,66
133002,00

Promedio: 98,83 %
Diasviacion Estindar Ralatrva: 047
Coaficients de Variacidn (%): 048 %

En la tabla 3, se presentan los resultados de la evaluacion del parametro precision del método. Para ello,
se prepararon tres concentraciones dentro de un rango de trabajo predeterminado y se analizaron los
porcentajes de recuperacion obtenidos. Esto demuestra si el método cumple los criterios para demostrar

su exactitud.
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Tabla 4 - Precision: repetibilidad y precision intermedia entre el analista uno y dos de nistatina ungiiento

Analizta 1 Analista 2
Muestras Nistatina Promedio Nistatina UL'100 0% Nistatina Promedio Nistatina UL'100 0%
UL100g g UL100g g

1203770.00 12133400,00

M1 12049150,00 1205 12138330,00 1214
1206060000 12143300,00
12097100,00 12098600,00

M2 12088550,00 1209 12063130,00 1207
1208000000 12031700,00
11988300,00 1163770000

M3 11973200,00 1128 _ 11636730,00 1164
11961100,00 11633800,00
1201100000 11508000,00

JES 1201 7200,00 1202 11995100,00 1200
1202340000 11920300,00
11963300,00 11796200,00

M3 11936100,00 1196 11805130,00 1131
11246700,00 11814100,00
12034600,00 11203400,00

M6 12032600,00 1203 _ 11926030,00 1193
1203060000 11948700,00

Promedio: | 1202 Promedio: 11583

ESD: | 040 RED: 154

CV_(%%):| 033 CV. (%) 129

Promedio analista 1 v2: | 119.7 %
BED del analizta 1 y analista 3: | 1,14
C.V. (%) del analista 1 v analista 2: | 0,93 %

En la tabla 4, se presentan los resultados del pardmetro precisién del método. Esto implic evaluar la

repetibilidad de los resultados del analisis para seis muestras en las mismas condiciones, asi como evaluar

C.V.: coeficiente de variacién RSD.: desviacion estandar relativa M: muestra.

la precision intermedia por diferentes analistas calificados utilizando el mismo método.

principio activo en la formulacién farmacéutica. Los resultados indican que el método es lineal, preciso

DISCUSION

El método analitico propuesto ha demostrado ser adecuado y confiable para la cuantificacion del
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y exacto dentro de los rangos requeridos por las regulaciones. Ademas, se ha confirmado su selectividad
y robustez frente a diversas condiciones de estrés. Estos hallazgos respaldan la idoneidad del método
para garantizar la calidad y seguridad del producto final, cumpliendo con los estandares regulatorios
establecidos.®"®)

La validacion del método de andlisis es un requisito fundamental establecido por diversas entidades
reguladoras y referencias como la FDA, ANVISA, AEMPS, USP, ICH y AEFI. Estos organismos
reconocen la importancia de asegurar la precision y confiabilidad de los métodos analiticos utilizados en
la industria farmacéutica para garantizar la calidad y seguridad de los productos. Los resultados
presentados en la tabla 4 confirmaron la alta precision y confiabilidad del método propuesto, lo cual es
crucial para su aplicacion en diferentes situaciones y por distintos analistas. Esta consistencia en los
resultados respalda la validez del método y su utilidad para futuras investigaciones y analisis en el &ambito
farmacéutico, en conformidad con los estandares establecidos por USP4.()

La determinacion de varios pardmetros de validacion para el método analitico de HPLC representa un
paso crucial en el proceso de asegurar su idoneidad y confiabilidad. La especificidad del método se
demostro de manera efectiva al identificar y abordar posibles interferencias bajo condiciones de estrés,
lo que garantiza la capacidad del método para discriminar y cuantificar con precision el principio activo
en la formulacion farmacéutica. La evaluacion de la precision del método, mediante la repetibilidad y la
precision intermedia, arrojo resultados consistentes con un coeficiente de variacion (CV) inferior al 2 %.
Esta baja variabilidad indica una alta precisién en la capacidad del método para producir resultados
reproducibles bajo condiciones similares, tanto dentro de un mismo laboratorio como entre diferentes
analistas y momentos de analisis.®?

Ademas, la confirmacién de la precision a través del porcentaje de recuperacion dentro del rango
establecido refuerza la confiabilidad del método en la cuantificacion precisa del principio activo. Estos
hallazgos respaldan la validez y utilidad del método analitico de HPLC para su aplicacion en el analisis
cuantitativo de formulaciones farmacéuticas, proporcionando una base solida para su implementacion en
la industria y cumpliendo con los estandares de calidad exigidos por las regulaciones pertinentes. 314
A pesar de los resultados significativos, este estudio presenta algunas limitaciones que deben ser

consideradas al interpretar los hallazgos. En primer lugar, aunque se demostrd la precision y especificidad
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del método en el analisis de la formulacion farmacéutica especifica estudiada, la generalizacion de estos
resultados a otras formulaciones o matrices puede ser limitada y requeriria validacion adicional. Otra
limitacion importante es que, aunque se validé el método de HPLC en términos de especificidad y
precision, podria ser Gtil comparar su desempefio con otros métodos analiticos para evaluar su
superioridad relativa o identificar posibles areas de mejora.

El método validado para el ingrediente farmacéutico activo nistatina se puede aplicar en el control de
calidad debido a su especificidad, precision y linealidad dentro del rango de concentracién estudiado. Al
utilizar este nuevo método, se obtienen resultados precisos que no difieren estadisticamente de los

obtenidos por el método establecido en la USP.
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