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RESUMEN

Se validé un método analitico por cromatografia liquida de alta resolucion, aplicable
al estudio de estabilidad de risperidona solucion oral 1 mg/mL. El método analitico
validado resulto lineal, preciso, especifico y exacto. Se desarroll6 el estudio de
estabilidad de la solucién oral de risperidona 1 mg/mL y se determind su fecha de
vencimiento. El estudio de vida de estante se desarrollé por un periodo de 24
meses a temperatura ambiente; mientras que el estudio de estabilidad acelerada se
efectud sometiendo el producto a la influencia de la humedad y la temperatura; se
realizé el analisis durante 3 meses. La formulacién cumplié con las especificaciones
de calidad descritas en la Farmacopea. Los resultados del estudio de estabilidad por
vida de estante después de transcurridos los 24 meses indicaron que el producto
mantiene los pardmetros que determinan su calidad durante ese tiempo, y en los
estudios acelerados no se observé degradacion significativa (p> 0,05) del producto.
Se establecid 2 afios como fecha de vencimiento en las condiciones sefialadas.
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ABSTRACT

A validated analytical method by high-performance liquid chromatography (HPLC)
was applicable to study of 1 mg/mL Risperidone oral solution stability. The above
method was linear, accurate, specific and exact. A stability study of the 1 mg/mL
Risperidone oral solution was developed determining its expiry date. The shelf life
study was conducted for 24 months at room temperature; whereas the accelerated
stability study was conducted with product under influence of humidity and
temperature; analysis was made during 3 months. Formula fulfilled the quality

306
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Farmacia.2010; 44(3)306-317 307

specifications described in Pharmacopeia. The results of stability according to shelf
life after 24 months showed that the product maintains the parameters determining
its quality during this time and in accelerated studies there was not significant
degradation (p> 0.05) in the product. Under mentioned conditions expiry date was
of 2 years.

Key words: Risperidone, validation, stability studies.

INTRODUCCION

Risperidona es un antipsicotico benzisoxazdlico, con efectos antagonistas de
receptores de dopamina D, y serotonina (5-HT,), adrenérgicos (a; y a;) e histamina
(H1). Es un antipsicético atipico. La solucién oral de risperidona 1 mg/mL se indica
en el tratamiento de la psicosis crénica y aguda; mania.'?

La cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR) le brinda la posibilidad al analista
de emplear esta herramienta para solucionar los inconvenientes de los métodos
espectrofotométricos en los estudios de estabilidad, pues ademas de presentar una
alta sensibilidad y exactitud, es en esencia un método separativo; lo que permite
medir con gran selectividad el compuesto deseado, siempre y cuando se encuentre
un sistema cromatografico que asegure una adecuada separacién.?*

La validacion es el proceso establecido para la obtencién de pruebas documentadas
de que el método es lo suficientemente fiable para producir el resultado esperado.
Los parametros analiticos que pueden ser considerados en la validacion de un
método analitico, segln se expresa en la United States Pharmacopoeia (USP 30),
son: exactitud, precision, especificidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion,
linealidad, rango, tolerancia y robustez.>®

La estabilidad de los productos farmacéuticos representa un importante eslabén en
el desarrollo y formulacion de toda forma terminada. De esta manera se puede
definir las condiciones de almacenamiento en el envase propuesto y establecer la
vida util del producto farmacéutico. Estos estudios contemplan la conservacién de
la potencia, pureza, caracteristicas organolépticas y su efectividad.’

El Centro para el Control Estatal de los Medicamentos de la Republica de Cuba
(CECMED) exige para el registro de un nuevo medicamento la realizacién de los
estudios de estabilidad. En el presente trabajo se empleé un método analitico
validado en el Centro de Investigacién y Desarrollo de Medicamentos (CIDEM) para
el estudio de estabilidad del producto terminado.

La presente investigacion tuvo como objetivo validar el método de anélisis para el
estudio de estabilidad del producto terminado y realizar el estudio de estabilidad de
una formulacién de risperidona solucién oral 1 mg/mL y determinar su fecha de
vencimiento.

METODOS
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La sustancia de referencia quimica de risperidona fue suministrada por el grupo de
sustancias de referencia del CIDEM la cual fue analizada por el método
cromatografico establecido para realizar el control de la calidad de la materia
prima, con una pureza de 99,8 %. El producto terminado en forma de solucién oral,
fue elaborado en el Laboratorio de Formas Terminadas del CIDEM, identificado
como los lotes 6001, 6002 y 6003, fabricado en marzo de 2006, con fecha de
vencimiento marzo de 2008, los cuales cumplieron con las especificaciones de
calidad establecidas para el control de la calidad.

Todos los reactivos utilizados fueron de grado HPLC, de la Merck, Alemania. En el
ensayo se empled un cromatégrafo (KNAUER) con detector UV/VIS (KNAUER)
ajustado a 278 nm, un inyector con un /oop de 20 uL e integrador (SHIMADZU CR 8
A). La separacion se realizo isocraticamente empleando una columna Lichrosorb RP-
18 (5 um) (250 x 4 mm) y un flujo de 1,5 mL/min. La fase mavil consistié en una
mezcla desgasificada del solucidon amortiguadora fosfato de potasio 0,05 Molar a
pH= 4,6, y acetonitrilo en una proporcion de 55:45.

La solucion de referencia se obtuvo disolviendo risperidona, sustancia de referencia,
en acido clorhidrico hasta lograr una concentracion final de 100 ug/mL. En la
preparacion de la solucién de ensayo para la valoracién, se disolvié una alicuota de
la muestra de la solucion oral acido clorhidrico para obtener una concentracion final
de 100 pg/mL

Validacion del método analitico

La validacion fue realizada segun la categoria I (USP 30) empleando el método
reportado en USP 30; se evaluaron los parametros que a continuacion se describen.

Para evaluar la especificidad del método cromatografico utilizado se emplearon
muestras de producto terminado y una muestra que contenia solo los exipientes
(acido benzoico, acido tartarico, hidroxido de sodio, sacarina sddica, aceite esencial
de naranja dulce, talco, alcohol etilico clase C, agua desionizada c.s.), las cuales se
sometieron a condiciones extremas de temperatura (40 °C) a pH acido (acido
clorhidrico 1 M) y alcalino (hidréxido de sodio 1 N), ademas de medio oxidante (con
peréxido de hidrégeno). Criterio de aceptacion: No se debian obtener sefiales del
placebo y de los productos de degradacion en la zona de elusion del principio
activo. Las areas bajo las curvas del patrdn y de la risperidona en el producto
terminado debian ser similares.

Para la linealidad se realizé una curva de calibracién que compredié las
concentraciones en el intervalo 20 y 200 pg/mL, se prepararon muestras con
diferentes concentraciones de risperidona que representaron el 20, 50, 80, 100,
150 y 200 % de la concentracion tedrica del principio activo en la solucion oral. Se
determind la ecuacién de la recta, el coeficiente de correlacién, la prueba de
significacion estadistica de significacion de la pendiente Sb rel (%), los coeficiente
de variaciéon de los factores de respuesta y el ensayo de proporcionalidad.

Se realizé el calculo de la precision intermedia del método. La repetibilidad se hizo
sobre la base de 10 determinaciones y se estudié la precision intermedia haciendo
las valoraciones por 2 analistas y en 3 diferentes dias a 3 valores de concentracion,
con ellas se determinaron los valores medios, la desviacién estandar y el coeficiente
de variacion. La precisién intermedia se determiné utilizando muestras de un lote
de producto terminado. Se cuantificaron por el método cromatografico propuesto y
se determinaron mediante el procesamiento estadistico, la media, |a desviacion
estandar, el coeficiente de variacion y la existencia o no de diferencias significativas
entre los analistas, los dias y las tres concentraciones para los resultados de cada
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muestra. Para comprobar la precision intermedia del método, se aplicaron las
pruebas de Fisher y de la t Student para determinar si existian diferencias
significativas entre los resultados al variar las condiciones de analisis.

Para la exactitud se prepararon soluciones que contenian los excipientes a las
cuales se le adicionaron concentraciones conocidas de risperidona que
correspondian al 80, 100 y 120 % de lo declarado de principio activo, segun la
formulacion propuesta, determinandose el porcentaje de recuperacion, la
desviacidn estandar y el coeficiente de variacién. Se aplic6 ademas el ensayo de
Gochran con vistas a comprobar si la variacion de la concentracion producia
diferencias significativas en los resultados y la prueba de la t de Student para
determinar diferencias significativas entre la recuperacion media y el 100 %.

Estudio de estabilidad

Este estudio se realiz6 por los métodos de vida de estante y estabilidad acelerada.
Se emplearon muestras de los lotes 06001, 06002 y 06002, producidos en el
Laboratorio de Formas Liquidas del CIDEM y envasados en frasco de vidrio ambar
con tapa Pilfer Proof, calidad hidrolitica II, de 125 mL de capacidad nominal,
acabado 28 mm. Tapa plastica diametro interno 28 mm.

Estabilidad acelerada

En los estudios de estabilidad acelerada, se almacenaron las muestras de los lotes
estudiados en un horno a temperatura controlada de 40 °C y 75 % de humedad
relativa; se valoraron al inicio, 1, 2, 3 y 6 meses.

Estabilidad por vida de estante

En el estudio de estabilidad por vida de estante, los lotes estudiados se
almacenaron a temperatura ambiente (30 °C) y protegidos de la luz; se valoraron
al inicio, a 3, 6, 9, 12, 18 y 24 meses de fabricados. Se realizé la determinacién de
la esterilidad a la solucion oral al inicio y al final del estudio (24 meses), empleando
para ello el método general para la realizacién del conteo microbioldgico, reportado
en la USP 30, 2007.

Procesamiento estadistico de los datos

Para el procesamiento estadistico de los datos se hizo un analisis descriptivo en el
cual se calcularon la media y la desviacion estandar para cada muestra. Se aplicé
ademas el ensayo de normalidad (Anderson- Darling) y el ensayo de homogeneidad
de varianza de Levene. Se aplicé el ensayo de comparacion multiple de medias de
Student-Newman-Keuls, para determinar las diferencias entre grupos. El nivel de
significacion estadistica, empleado en todos los casos, fue como minimo de p<
0,05. Los datos fueron procesados utilizando el paquete estadistico MINITAB,
version 14.0.

RESULTADOS
Validacion del método analitico

La figura muestra los resultados del estudio de especificidad del método. Como se
observa en el cromatograma correspondiente a la muestra de excipientes (A), no se
obtuvo ninguna sefial en la zona de interés, al ser comparado con la sefial obtenida
para las soluciones estandar de referencias (B) y de la muestra de la solucién oral
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(C), lo cual indica que los excipientes o sustancias auxiliares de la solucion no
interfirieron en la determinacion del principio activo. En cuanto a las muestras
sometidas a condiciones drasticas de hidrdlisis basica (D) e hidrdlisis acida (E),
indicadas en los cromatogramas, la molécula resultd ser estable, sélo se pudo
apreciar una ligera degradacion por la disminucién de la altura de los picos, sin la
aparicion de pequefios picos secundarios como posibles productos de degradacion.
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Fig. Resultados del estudio de especificidad del método analitico para la cuantificacion de
risperidona. A) Cromatogramas del placebo, B) de la solucidn de referencia quimica (100 pg/ml),
C) de la muestra {100 pg/mL), D) de fa muestra sometida a hidrlisis basica, E) y de la muestra

sometida a hidralisis acida.

En la tabla 1 se reportan los resultados del estudio de la linealidad del sistema, el
coeficiente de regresién lineal fue de 0,9998 vy el coeficiente de variacion del factor
de respuesta resultd igual a 4,2 %. Los resultados del estudio de precisién del
método aparecen en la tabla 2. En el estudio de repetibilidad realizado, la media
obtenida fue de 100,31 % vy el coeficiente de variacién fue de 0,22 %, mientras que
los valores de F calculadas y los valores de t calculadas fueron menores que los
valores tabulados, para un 95 % de confianza, para cada uno de los niveles
estudiados.
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Tabla 1. validacion del metodo analitica para la risperidana en salucion oral 1 mg/mL.

Estudio de linealidad

Parametras Resultados Limites
Ecuacion de la recta y=-1,35959 + 0,27421x% y=bx+a
Coeficiente de regresidn lineal r= 10,9993 rz 0,990
Coeficiente de determinacion re=(,5599 rez 0,980
Significacion estadistica de |a varianza de |a pendiente {b)
Desviacion estandar relativa de la pendiente Shrel{%)= 1,4 Shrel{%)% 2%

Coeficiente de variacion de los factores de respuesta
Coeficiente de variacion del factor de respuesta CWE= 4,2 % CYES 0%

i drea; ®: concentracidn; b pendiente; a: intercepto; r: coeficiente de regresion lineal;
r2; coeficiente de determinacion; Sh rel: desviacion estandar relativa de la pendiente;
CYg coeficiente de variacion del factor de respuesta.

Tabla 2. Estudio de la precisidon intermedia del método analitico

‘ Analista 1 (%) Analista 2 (%)
Niveles (%) P ai S do di T di
‘ Primer dia ‘ Segundo dia ‘ Tercer dia rimer dia ‘ egundo dia ‘ ercer dia
\ 80 \ 79,9 £ 0,2 | 80,1 £ 0,1 \ 79,9 £ 0,1 \ 79,9 £ 0,1 \ 80,1 £ 0,1 | 79,9 £ 0,1
| 100 | 99,7+0,2 | 99,9+0,1 | 99,7+0,2 | 999+0,1 | 99,7+0,1 | 99,9 %0,1
120 ‘ 120,0 = 0,1 ‘ 120,0 = 0,1 ‘ 119,9 £ 0,2 ‘ 119 9 + ‘ 120,0 = 0,2 ‘ 119,9 £ 0,2
Analisis estadistico
Prueba de Fischer
\ Prueba de significacion de Fisher L
: E Limites
Niveles (%) por analistas | por dia ( F tab (s/5; 0.05) = 5,05 )
‘ Dias - ‘ Dias 2/3 ‘ Dias 1/3
(F tab ( 8/8; 0.05) = 3,44)
| 80 | 1,47 | 1,78 | 1,36 | 1,31 exp< Ftab
| 100 | 1,59 | 1,11 | 1,44 | 1,44
| 120 | 1,25 | 1,27 | 2,07 | 2,06
‘ Prueba de significacidon de t de Student .
: Limites
Niveles (%) \ por analistas | por dia ( ttab(10; 0,05)= 2,22)
Dias 2 Dias 2/3 Dias 1/3 = <F
‘ (ttab(1ie: 0,05) = 2,12) ‘ exp< Ftab
| 80 | 0,38 | 1,40 | 2,01 | 0,53
311
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100 | 0,08 | 1,12 | 0,17 |
120 | 0,63 | 0,57 | 0,75 |
Coeficientes de variacion
Niveles (%) | Analista 1 ‘ Analista 2 Limites

80 | 0,22 | 0,18
100 | 0,24 | 0,19 CV< 2,0 %
120 | 0,14 | 0,16

tcal: t calculada; Fcal: F calculada; ttab: t tabulada; Fcal: F tabulada; %: Los
valores de porcentaje de principio activo (n= 3) se representan como valor medio %
desviacion estandar relativa. Niveles: porcentaje de la concentracidon principio

activo declarado en la formulacion.
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En la tabla 3 aparecen los resultados del estudio de exactitud. La recuperacion
media fue de 99,77 % vy el valor de t calculada (1,44) y de G calculada (0,5000)
fueron menores que los valores tabulados, para un 95 % de confianza, t tabulada
2,306 y G tabulada 0,8709.

Tabla 3. validacion del metodo analitico para la risperidona en solucion oral 1 mgfmL.
Estudio de exactitud

Valor tedrico en % | Media (%) 25 | CY (%) 52
a0 80,0 + 0, 1 0,125 0,01
100 100,06 + 0,152 | 0,151 | 0,023
120 120,16 + 0,115 | 0,095 | 0,013
F= 100,06 %
S= 0,126
Cv=0,218%

tcal= 1,44« ttab= 2,306
Gcal= 0,50« Gtab= 0,8709

Rmedia: recuperacion media; tcall t calculada; thtab: t tabulada; Geal: G calculada; Gtab: G
tabulada; %5 Los datos corresponden al porcentaje de recuperacian,

Estudio de estabilidad

Los resultados del estudio de estabilidad acelerada a 40 °Cy 75 % de humedad
relativa (HR), correspondiente a los lotes 06001, 06002 y 06003 (tabla 4),
demostraron que el producto terminado no presentd cambios en los valores de los
parametros evaluados durante el estudio.
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Tabla 4. Estudio de estabilidad acelerada a 40.°C v 75 % de HR

Parametros Tiempo Lotes Limites
(meses) 06001 06002 05003
0 20+0,1 | 20%01 | 2,0%0,1
1 2001 | 20401 | 29£0,1
eH o [29t005 | 29%01 | 29t02 2,5°3,3
3 20+01 | 20402 | 29+0,1
6 28 +0,05 | 28%0,05 | 28%01
0 978402 | 992+0,2 | 993402
) 1 09,0403 | 998+0,1 | 99,1402
Vm?gsm” 2 99,3401 | 996+03 | 993+0,3 90,0-110,0 %
3 09,5401 | 100,3+0,2 | 99,04 0,1
6 06,4402 | 97,6+0,1 | 98,1+0,1

Los valaores de porcentaje de valoracion (n= 3) se representan coma valor medio £ deswiacion
estandar relativa. HR: humedad relativa, Las caracteristicas organolépticas respondieran en todos
los tiempas evaluados a lo establecido: Liquido incaloro, sin particulas en suspensian con olor a
naranja.

Los resultados del estudio de vida de estante, al inicio, 3, 6, 9, 12, 18 y 24 meses
(tabla 5), muestran que el producto terminado cumplié con las especificaciones de
calidad durante el estudio.
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Tabla 5. Estudio de vida de estante

Tiempo
{meses)
g
3
&
pH 9

12
18

24
a

Parametros

Yaloracion

(%) ’

12
18
24
a
24

Esterilidad

Los valores de porcentaje de valoracion (n= 3) se representan como valor medio £ desviacion
estandar relativa, HR: humedad relativa. Las caracteristicas organolépticas respondieron en todos
los tiempos evaluados a lo establecido: Liquido incoloro, sin particulas en suspension con olor

DISCUSION

Validacion del método analitico

Los resultados del estudio de especificidad del método (figura), demuestran la

06001
2901
2901
2801
2,8 +£0,1
2901
2801
2,04£0,2
97,8+ 0,1
93,4 £ 0,2
08,0+ 0,1
97,02 0,1
08,4 + 0,1
08,02 0,1
97,0+ 0,2

Cumple

Cumple

naranja,

Lotes
ggoo2
2,9+0,1
2,9+0,1
2,8 t02
20 40,1
2,9+0,1
29+0,1
20 40,2
99,2 £ 0,1
101,4 £ 0,3
00,3 £0,1
97,5+ 0,1
97,3 + 0,2
Q98,6 £ 0,1
ag,0 £ 0,2
Cumple
Cumple

06003
2,901
2,9+0,1
2,801
2,0 £0,3
2,9+0,1
2,9+0,2
2,04£0,1
89,2+0,1
99,6 £ 0,3
00,4 £0,3
00,2 £0,1
100,7 + 0,3
89,2 +0,2
99,0 +£0,3

Cumple

Cumple

especificidad del método al no presentarse interferencias de picos adicionales en la
zona de elucion del producto principal, ya que los productos de degradacién y los

excipientes de la formulacién presentan tiempos de retenciones diferentes al
principio activo, todos inferiores al tiempo de retencion del principio activo. Este

estudio permitidé concluir que el método cromatografico resultd ser especifico pues

permite cuantificar el principio activo después de la degradacion del mismo en
muestras de medicamento sin interferencias de excipientes o producto de
degradacion. En cuanto a las muestras sometidas a condiciones drasticas no se
observo la aparicion de picos secundarios, atribuibles a un posible producto de
degradacion, ni interferencia en la determinacioén del principio activo, lo que

demuestra la especificidad del método desarrollado.*>

Los resultados de los estudios de linealidad mostraron coeficiente de regresién y de

determinacion superiores a los exigidos en la Regulacién 41-2007 del CECMED,

0,99 y 0,98 respectivamente, demostrandose la existencia de correlaciéon con una
probabilidad elevada, asi como el grado de relacién entre las variables
concentracion y respuesta detectada por el equipo empleado. También el

coeficiente de variacion de los factores de respuesta y la desviacion estandar
relativa de la pendiente fueron inferiores al normado como maximo para estos
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indicadores: 5y 2 %, respectivamente, ambos son considerados estimadores
puntuales que permiten caracterizar la variabilidad. El valor del coeficiente de
variacion del factor de respuesta permitié demostrar que existia variabilidad en la
relacion respuesta y concentracion para cada valor evaluado. El intervalo de
confianza del intercepto incluyo al cero, lo que permitid excluir la significacién del
error del intercepto. Se demostrandose con estos resultados la linealidad del
método propuesto*®

En los estudio de la repetibilidad realizado a una misma muestra, por el mismo
analista, el mismo dia, a través de 6 réplicas, se alcanzaron coeficientes de
variacion adecuados, lo que demostré la buena precision del método, observandose
una variabilidad de los resultados dentro de los limites establecidos para los
métodos cromatograficos: C< 2,0%.*>

Los valores que se obtuvieron en los estudios de precision intermedia, de las
pruebas de Fischer y t de Student, demostraron que no existian diferencias
significativas entre las precisiones alcanzadas por los analistas en diferentes dias
para una probabilidad de 0,05%, ya que el valor de Fcalculada fue menor que la
Ftabulada, estos resultados permitieron establecer que las precisiones son
similares. Al realizar la prueba de t de Student el valor calculado resulté menor que
el tabulado, para una probabilidad de 0,05, lo cual demostré que no existian
diferencias significativas entre las medias alcanzadas, con un nivel de significacion
de un 5 %.

Los valores de porcentaje de recobrado estuvieron dentro de los limites
establecidos para los métodos cromatograficos (98-102 %) y los valores del
coeficiente de variacion para cada uno de los valores de concentracion estudiados
resultaron ser menor que el 2 %. En la influencia del factor concentracién sobre la
variabilidad de los resultados de la exactitud al aplicar la prueba de Cochran se
obtuvo que las G calculadas fueron menores que la G tabulada para una
probabilidad de 0,05, k= 3 y n= 3; por lo tanto, las varianzas de las
concentraciones empleadas son equivalentes indicando que la concentracién no
influyo en la variabilidad de estos. Al realizar la prueba de significacion entre la
recuperacion media y el 100,0 % de recuperacion, el valor de t calculada resultd
menor que la t tabulada.

Estudio de estabilidad

El conjunto de los resultados del estudio de estabilidad acelerada a 40 °Cy 75 %
de humedad relativa, demostraron la estabilidad del producto. Se demostré la
estabilidad térmica del producto ya que después de transcurridos 6 meses se
mantuvo la concentracion conforme con los limites establecidos en las
especificaciones de calidad del producto terminado.

De los resultados mostrados en la tabla 5 se infiere que el producto mantiene los
parametros que determinan su calidad, tanto en su etapa inicial como transcurridos
3,6,9,12, 18 y 24 meses. Ademas, no se observan cambios en los aspectos
organolépticos, el pH y la valoracion de la concentracién del principio activo durante
el tiempo de almacenamiento estudiado. Los resultados de la esterilidad realizado el
inicio y al final de estudio demostraron la estabilidad microbiolégica del producto
terminado. A partir de estos resultados se propusieron 2 afios de validez, como
tiempo de expiracién para la formulacién. No existieron diferencias significativas
(p<0,05) entre las medias obtenidas en el tiempo inicial y el tiempo final de
estudio.
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En conclusidn, el método analitico validado por CLAR para el estudio de estabilidad
de la solucidn oral de risperidona 1 mg/mL, resultd especifico, lineal, exacto y
preciso en el intervalo de concentraciones estudiadas.

Los resultados de los estudios de estabilidad acelerada y de vida de estante,
reportados en la Regulacion 16-2000 del CECMED para Buenas Practicas de
Fabricacion de Productos Farmacéuticos, demostraron la estabilidad fisica, quimica
y microbioldgica del producto por espacio de 24 meses a temperatura ambiente, ya
que en todos los casos los resultados se encontraron dentro de los limites
establecidos en las especificaciones de calidad de la solucidn oral de risperidona 1
mg/mL.
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