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RESUMEN

Introduccion: La furvina, desarrollada por el Centro de Bioactivos Quimicos de la
Universidad Central Marta Abreu, es el ingrediente farmacéutico activo del dermofural
0,15 %, empleado en infecciones dermatoldgicas. Su reintroduccion al mercado
requiere garantizar calidad y estabilidad mediante un método analitico validado.
Objetivo: Validar método por cromatografia liquida de alta resolucién para cuantificar
furvina en dermofural 0,15 %.

Métodos: El procedimiento analitico para extraccién de furvina liquido-liquido con
acetonitrilo, y analisis por cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa, cuya

fase movil consistié en acetonitrilo: agua (80:20, v/v) con flujo 0,7 ml/min y deteccion
1
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a 375 nm. Se empledé material certificado (> 98 % pureza). Su validacion siguid
Regulacion 40-2014, Centro para Control Estatal de Medicamentos, Equipos vy
Dispositivos Médicos, guia del Consejo Internacional de Armonizacion Q2(R2), y
procesamiento estadistico en Statgraphics Centurion 19.

Resultados: EI método demostré exactitud con recuperacion media (99,25 %)
(coeficiente de variacion = 1,20 %), y prueba t valor calculado (1,8757) inferior al
tabulado (2,1199). La precisién evalué repetibilidad (media = 99,39 %, coeficiente de
variaciéon = 0,28 %) y precision intermedia, mediante ANOVA multifactorial, con valores
p > 0,05y 95 % de confianza. La linealidad present6 coeficiente de correlacién (r =
0,9999), con intervalos de confianza para pendiente (1,0002-1,0025) e intercepto (-
0,0217-0,0165) e incluyé valores tedricos (1y 0). La especificidad confirmé ausencia de
interferencias en cuantificacion.

Conclusiones: El método validado cumple con exactitud, precision, linealidad y
especificidad normativas regulatorias. Su consistencia garantiza aplicabilidad en
control de calidad y estudios de estabilidad.

Palabras clave: cromatografia liquida de alta resolucién/método; CLAR/método;

furvina; dermofural; validacion.

ABSTRACT

Introduction: Furvina, developed by the Center for Bioactive Chemicals at Marta Abreu
Central University, is the active pharmaceutical ingredient in 0.15% Dermofural, used to
treat dermatological infections. Its reintroduction to the market requires ensuring
quality and stability through a validated analytical method.

Objective: To validate a high-performance liquid chromatography method for
quantifying furvina in 0.15% Dermofural.

Methods: The analytical procedure was based on liquid-liquid extraction of furvina with
acetonitrile, followed by reverse-phase high-performance liquid chromatography, using
a mobile phase of acetonitrile:water (80:20, v/v) at a flow rate of 0.7 mL/min and

detection at 375 nm. Certified material (>98% purity) was used. Validation followed
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Regulation 40-2014 of the State Center for the Control of Medicines, Equipment, and
Medical Devices; the International Council for Harmonization (ICH) Q2(R2) guideline;
and statistical analysis using Statgraphics Centurion 19.

Results: The method demonstrated accuracy with a mean recovery of 99.25%
(coefficient of variation = 1.20%), and a calculated t-test value (1.8757) lower than the
tabulated value (2.1199). Precision was assessed for repeatability (mean = 99.39%,
coefficient of variation = 0.28%) and intermediate precision using multifactorial ANOVA,
with p-values > 0.05 and a 95% confidence level. Linearity showed a correlation
coefficient (r = 0.9999), with confidence intervals for the slope (1.0002-1.0025) and
intercept (-0.0217-0.0165) and theoretical values (1 and 0). Specificity confirmed the
absence of interferences in quantification.

Conclusions: The validated method complies with regulatory standards for accuracy,
precision, linearity, and specificity. Its consistency ensures applicability in quality
control and stability studies.

Keywords: high-performance liquid chromatography/method; HPLC/method; furvina;

dermofural; validation.

Recibido: 09/10/2024
Aceptado: 29/03/2025

Introduccion

El 2-bromo-5-(2-bromo-2-nitrovinil)-furano (denominado furvina) es un derivado del
furfural, desarrollado en el Centro de Bioactivos Quimicos (CBQ) de la Universidad
Central Marta Abreu de Las Villas (UCLV), que presenta actividad antifingica y
antibacteriana de amplio espectro. Este compuesto se emple6 como ingrediente
farmacéutico activo (IFA) en la formulacion oleosa dermofural® 0,15 %, inscrita en el
cuadro basico de medicamentos de Cuba en 2007 para el tratamiento de infecciones

dermatoldgicas.('23)

{“‘]m Esta obra esta bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES




€CiMED Revista Cubana de Farmacia 2026;59:e1193

\@F EDITORIAL CIENCIAS MEDICAS

La reincorporacion de dermofural al mercado nacional es el resultado de una alianza
estratégica entre el CBQ (UCLV), responsable del desarrollo tecnolégico del principio
activo, y el Laboratorio Farmacéutico Roberto Escudero (BioCubaFarma), encargado de
la produccidon farmacéutica a escala industrial. Esta sinergia academia-industria busca
recuperar un producto terapéutico valioso y garantizar que cumpla con los estandares
farmacéuticos actuales. Para ello, se validé un método por cromatografia liquida de alta
resolucién (CLAR) en fase reversa, desarrollado a partir de la evaluacion critica de
metodologias existentes para compuestos similares, el cual permite el control de
calidad rutinario y los estudios de estabilidad del medicamento en las condiciones
técnicas del laboratorio fabricante.

El objetivo del estudio fue validar este método CLAR para la cuantificacién de la furvina
en el ungliento dermofural 0,15 %, a fin de asegurar su precision, exactitud y

especificidad, segun normativas locales e internacionales.

Métodos

El procedimiento analitico se basé en la extraccion liquido-liquido del IFA (furvina) a
partir de la matriz del ungiiento dermofural 0,15 %, con el uso de acetonitrilo como
solvente de extraccion a alta temperatura y filtracion con filtros con membrana de poro
0,45 uym. La separacion y cuantificacion se realizé mediante CLAR en fase reversa,
empleando una columna C18 (250 x 4,6 mm, 5 ym; Luna®, Phenomenex) con fase mavil
compuesta por acetonitrilo: agua (80:20, v/v). La deteccion se llevé a cabo a 375 nm
con un flujo de 0,7 ml/min. La identificacion y cuantificacion del IFA se efectu6 por

comparacion con material de referencia certificado de furvina de alta pureza (>
98 %).(5,6,7,8,9,10)

Validacion del método

Se realizé una validacion exhaustiva del método analitico al evaluar todos los

parametros criticos para un IFA, conforme a los requisitos de la USP-46, de la
4
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Regulacion 40-2014 del Centro para el Control Estatal de Medicamentos, Equipos y
Dispositivos Médicos (CECMED)® y de la guia ICH Q2(R2) para validacion de métodos

analiticos del Consejo Internacional de Armonizacién (https://n9.cl/atbkbs).

Los criterios de aceptacion aplicados se derivaron de estas normativas,
complementadas con recomendaciones de la literatura especializada.

Para el procesamiento estadistico de datos se empled el programa de procesamiento
estadistico Statgraphics Centurion 19 (2019), el que permitié analizar los pardmetros de
validacién con un nivel de confianza del 95 %.(5:11.12,13,14,15)

El disefio experimental para cada parametro se estructur6 como se muestra en los

siguientes subtitulos:

Exactitud
Se evaluaron muestras blanco fortificadas con furvina en triplicado, abarcando un
intervalo de concentraciones (75 %, 100 % y 125 % del valor nominal: 0,015 mg/ml).

Los parametros evaluados incluyeron:

- Recuperacién media: criterio de aceptacion: 98-102 %

- Coeficiente de variacion (CV): = 2 % para recuperaciones y < 5 % para factores de
respuesta (FR)

La concordancia entre valores experimentales y tedricos se verificé mediante:

- Pruebat de Student (t-cal < t-tab)

- Tests de homogeneidad de varianzas (Cochran, Bartlett, Levene), aceptandose si el
valor de probabilidad (p > 0,05)

Linealidad evaluada como criterio adicional de la exactitud:

- Se evalud la correlacion entre concentraciones experimentales y reales mediante

5
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regresion lineal (Conc. Experimental = a + b x Conc. Real), considerando:
e Coeficiente de correlacién (r = 0,99) y determinacion (r? = 0,98)
e Intervalos de confianza del intercepto (a) debe incluir el 0 y la pendiente (b)

debe incluir el 1

Precision
- Repetibilidad:
e Nueve determinaciones de una muestra al 100 % del valor nominal (0,015
mg/ml)
e CV aceptable: =2 %

- Precision intermedia:
e Muestras en triplicado (75 %, 100 %, 125 %), analizadas por dos analistas en
dias distintos
e Se evalu6 mediante ANOVA multifactorial (factores: operador, dia,

concentracion; p > 0,05 paratodos) yCV<2 %

Linealidad e intervalo
Se evaluo la relacion lineal entre concentraciones reales de furvina (80-120 % del valor

nominal 0,015 mg/ml) y los valores experimentales mediante:

- Andlisis de regresion lineal (Conc. Exp. = a + b x Conc. Real), determinando:
e Coeficiente de correlacién (r = 0,99) y determinacion (r? = 0,98)
e Intervalos de confianza del intercepto (a) debe incluir el 0 y la pendiente (b)

debe incluir el 1

- CV del factor de respuesta (Criterio: CV < 5 %)
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Especificidad
Se analizaron los cromatogramas de las siguientes muestras para confirmar la

ausencia de interferencias en la cuantificacion de furvina:

- Patrén de referencia de furvina (0,015 mg/ml)

- Formulacién de dermofural 0,15 % (0,015 mg/ml)

- Blanco de matriz (petrolato sélido blanco + petrolato liquido pesado)

- Patrén de la impureza principal [2-bromo-5-(2-nitrovinil)-furano] al 1 % relativo a
furvina

- Muestra sometida a estrés térmico (70 °C/72 h)

- Muestra expuesta a luz ambiental (7 h)

Criterios de aceptacion:

- Coincidencia en tiempos de retencién entre muestras y patrén de referencia
- Ausencia de senales interferentes en la ventana de elucién del analito

- Laimpureza principal no generd interferencia significativa

Resultados
Exactitud

La recuperacion media obtenida fue de 99,25 %, con coeficientes de variacion de 1,20 %,
tanto para los porcientos de recuperacion como para los factores de respuesta
declarados en la tabla 1.

En la prueba t de Student, el valor calculado (t-cal = 1,88) resulté inferior al valor
tabulado (t-tab = 2,12).

{“:]m Esta obra esta bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES




EDITORIAL CIENCIAS MEDICAS.

% €CiMED Revista Cubana de Farmacia 2026;59:e1193

Tabla 1 - Porcentajes de recuperacion y valores de factores de respuesta a

diferentes concentraciones de furvina (75-125 %)

Concentracion Concentracion Parametros estadisticos Recuperacion FR
real (%) experimental (%) para cada concentracion (%)
75,00 76,46 X=7477% 101,95 1,0195
73,69 DE = 1,48 98,26 0,9826
CV=198%
74,16 98,88 0,9888
100,00 99,23 X=9877% 99,23 0,9923
98,29 DE = 0,47 98,29 0,9829
CV=047 %
98,78 98,78 0,9879
125,00 124,26 X=12410% 99,41 0,9941
122,85 DE=1,18 98,28 0,9828
CV=095%
125,20 100,16 1,0016
Resultados Criterios de aceptacion
X=99,25% 98,00-102,00 %
CV=1,20% CV=200%
CVFR=1,20 % CVFRS 5,00 %

X es media, DE es desviacion estandar, CV es coeficiente de variacion, CVer es coeficiente de

variacioén de los factores de respuesta.

La ecuacidn de la recta obtenida fue y = 0,9867x + 0,5488.

Los coeficientes de correlacion lineal y determinacion fueron 0,9988 y 0,9976,
respectivamente.

Los intervalos de confianza al 95 % para la pendiente oscilaron entre 0,9439y 1,0293,y
para el intercepto entre -3,8061 y 4,9036.

Los valores de probabilidad obtenidos fueron: 0,5396 para el contraste C de Cochran,

0,4008 para el contraste de Bartlett y 0,6602 para el test de Levene.
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Precision
El analisis de repetibilidad mostré una recuperacion media de 99,39 % con un CV de
0,28 %. Para la precision intermedia, se evaluaron sistematicamente las variaciones
entre analistas y dias diferentes, y sus resultados completos de recuperacion se
presentan en la tabla 2. El analisis multifactorial de varianza aplicado al porcentaje de

recuperacion de furvina en el producto mostré los siguientes valores de probabilidad:

- Para el factor dias se obtuvo 0,7832
- Para el factor analista 0,9740

- Para el factor concentraciéon 0,9635

Tabla 2 - Concentraciones experimentales, recuperaciones y coeficientes de variacién

por analista y dia para la cuantificacion de furvina

Concentracion real Recuperacion (%) Criterios de aceptacion
(%) Analista 1 Analista 2
Dia 1 Dia 2 Dia1 Dia 2 98,00-102,00 %
75,00 98,67 98,27 98,75 101,76 CvV=200%
101,37 99,11 98,83 98,97
98,18 98,89 101,84 98,30
100,00 100,83 99,47 100,92 98,64
98,89 101,12 98,17 98,70
99,30 98,56 98,13 99,41
125,00 99,40 100,20 98,18 99,41
98,18 99,51 99,30 99,18
100,00 98,18 100,26 99,61
Resultados X=9934% X=9935%
DE =1,01 DE=1,15
Cv=102% CV=116%

X es media, DE es desviacion estandar, CV es coeficiente de variacion.
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Linealidad e intervalo
El coeficiente de variacion de los factores de respuesta fue 0,24 %. Los resultados
completos por concentracion se incluyen en la tabla 3. La regresién lineal gener6 la
ecuaciéony =0,9923x + 0,7627 (r = 0,9999; r2 = 0,9998), con intervalos para el intercepto
(-0,1236 a 1,6491) y pendiente (0,9835 a 1,0011).

Tabla 3 - Factores de respuesta por nivel de concentracién en el

estudio de linealidad para furvina

Concentracion Concentracion Parametros estadisticos FR
real (%) experimental (%) para cada concentracion
80,00 79,94 X=8015% 0,9992
80,35 DE = 0,21 1,0044
CV=0,26%
80,15 1,0018
90,00 90,20 X=90,14% 1,0022
90,08 DE =0,06 1,0009
CV=0,06%
90,14 1,0016
100,00 99,88 X =100,00 % 0,9989
100,19 DE=0,17 1,0019
CVv=017%
99,92 0,9992
110,00 110,09 X=10971% 1,0008
109,34 DE=0,38 0,9940
CV=034%
109,71 ° 0,9974
120,00 119,88 X=119,98 % 0,9990
120,07 DE=0,09 1,0006
CV=0,08%
119,98 0,9998
Resultados Criterio de aceptacién
X =1,0001 CVrr< 5,00 %
DE =0,0024

CVrr=0,24 %

X es media, DE es desviacion estandar, CV es coeficiente de variacion, CVer es coeficiente

de variacion de los factores de respuesta.
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Especificidad

Los cromatogramas de la figura muestran que los tiempos de retencion del analito en
las muestras de ensayo coinciden exactamente con los del material de referencia.

No se observaron diferencias significativas en los perfiles cromatograficos de las
muestras expuestas a altas temperaturas y luz ambiental, ni se detectaron sefales
adicionales que pudieran corresponder a productos de degradacion en la longitud de
onda establecida por el método.

En todas las muestras de ensayo se identifico una sefial menor correspondiente a la
impureza 2-bromo-5-(2-nitrovinil)-furano, asociada a la sintesis de furvina, cuya
identidad fue confirmada por comparacién con el material de referencia de la impureza.

Esta sefial no mostré incremento bajo ninguna de las condiciones de estrés aplicadas.
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Leyenda:
1. Patrén de referencia de furvina (0,015 mg/mL).
2. Formulacién de Dermofural 0,15% (0,015 mg/mL).
3. Blanco de matriz (petrolato sélido blanco + petrolato liquido pesado).
4. Patrén de la impureza principal [2-bromo-5-(2-nitrovinil)-furano] al 1% relativo a furvina.
5. Muestra sometida a estrés térmico (70 °C/72 h).
6. Muestra expuesta a luz ambiental (7 h).

Fig. - Cromatogramas obtenidos del estudio de especificidad del método.

12

{m}m Esta obra esta bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es_ES




€CiMED Revista Cubana de Farmacia 2026;59:e1193

\@F EDITORIAL CIENCIAS MEDICAS

Discusion
Los resultados demuestran que el método analitico cumple con todos los parametros
de validacion requeridos para la cuantificaciéon de furvina.
En el estudio de exactitud, el porcentaje de recuperacion media se mantuvo dentro del
intervalo establecido, mientras que los coeficientes de variacién tanto para los
porcentajes de recuperaciéon como para los factores de respuesta fueron notablemente
inferiores a los limites de aceptacion.
La inclusién de los valores ideales (1 para la pendiente y 0 para el intercepto) dentro de
los intervalos de confianza, junto con los resultados no significativos (p > 0,05) de las
pruebas de homogeneidad de varianzas (Cochran, Bartlett y Levene), confirman la
concordancia entre las concentraciones reales y experimentales.
En cuanto a la precision, el método mostré un excelente desempefio.
El coeficiente de variacién en el estudio de repetibilidad fue inferior al 2 %, al cumplir
con los criterios establecidos para métodos cromatograficos. La precision intermedia
también resultd satisfactoria, con medias de recuperacion y coeficientes de variacion
aceptables para cada analista.
El andlisis multifactorial de varianza revelé que ninguno de los factores evaluados
(analista, dia, concentracién) tuvo un efecto significativo (p > 0,05) en los porcientos de
recuperacion, lo que indica la confiabilidad del método ante variaciones en las
condiciones operativas.
La evaluacién de linealidad mostré una fuerte correlacién entre las concentraciones
reales y experimentales, como lo evidencian los altos valores de los coeficientes de
correlacién y determinacion.
El bajo coeficiente de variacion de los factores de respuesta, junto con la similitud de la
pendiente con el valor ideal y la inclusion del cero en el intervalo de confianza del
intercepto, confirman la relacién lineal en el rango estudiado (80-120 % de la
concentraciéon nominal). La divergencia entre los intervalos de validacién de linealidad
(80-120 %) y exactitud/precision (75-125 %) se fundamenté en el propésito diferenciado
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de cada parametro, las exigencias regulatorias y las necesidades practicas en el control
de calidad y estabilidad. La linealidad, evaluada en soluciones puras, garantiza una
respuesta instrumental proporcional y flexible para ajustes durante la fabricacion, al
cubrir holgadamente las especificaciones de liberacion (90-110 %).

En contraste, el intervalo ampliado de exactitud/precisién refleja la capacidad del
método para recuperar el analito en condiciones reales, si se considera la complejidad
de la matriz semisélida (excipientes lipofilicos, desafios de extraccién) y la necesidad
de detectar degradacién en estudios de estabilidad, en los cuales la concentracién del
IFA podria variar significativamente fuera del rango nominal.(511.121617.18)

Finalmente, el estudio de especificidad confirmé que no existen interferencias que
afecten la cuantificaciéon de furvina, al demostrar que el método es capaz de medir de
manera especifica el analito de interés en presencia de otros componentes de la matriz
y concluir que, en su conjunto, estos resultados validan el método analitico como
exacto, preciso, lineal y especifico para la cuantificacion de furvina, al cumplir con todos
los criterios de aceptacion establecidos. La consistencia de los datos obtenidos bajo
diferentes condiciones experimentales respalda la fiabilidad del método para su

aplicacion en el control de calidad y estabilidad de la formulacién farmacéutica.
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