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Nota de aplicacion

Cuantificacion de 6 Nitrosaminas en materia prima y
producto terminado por LC-MS/MS de acuerdo con lo
Indicado en el MGA 0612 de la FEUM 13.0 ed.

El andlisis de nitrosaminas llega a la FEUM 13.0 ¢ Estas listo para conocerlo?

Resumen

Este método en conjunto con el sistema U-HPLC
Vanquish acoplado al espectrémetro de masas
TSQ Plus de la marca Thermo Scientific le permitira
el andlisis de las seis principales nitrosoaminas en
materia prima y producto terminado en distintas
formas farmacéuticas como tabletas, capsulas y
solucién entre las que destacan: clorhidrato de
metformina, losartan potasico, valsartan, irbe-
sartan, telmisartan, clorhidrato de ranitidina y
rifampicina.

Introduccion

Debido a la relevancia que el andlisis de nitrosaminas
ha tomado en las ultimas fechas dentro de la
normatividad internacional para el
aseguramiento de la calidad de los productos
farmacéuticos como una forma de mantener la
salud humana, es fundamental conocer el nivel
de exposicién a dichos compuestos organicos
durante el consumo de los tratamientos médicos
para el combate de enfermedades crénicas como
los “sartanes”, antidiabéticos, antituberculosos,
entre otros;, que durante su fabricacién pueden
detonar la produccidn de estos compuestos los
cuales son potencialmente carcinogénicos.

Es por lo anterior que la integridad del paciente
podria verse afectada y debido a ello las instancias
regulatorias como la  Administracion de
Alimentos y Medicamentos (FDA por sus siglas en
inglés) han exhortado a los fabricantes de estos
productos a realizar una evaluacién de estos.

Canitec como siempre a la vanguardia, reitera el
compromiso con sus clientes a través del
desarrollo de una técnica analitica capaz de
detectary cuantificar nitrosaminas en una amplia
gama de productos farmacéuticos, la cual satisfa-
ce los requerimientos internacionales y locales
para su aplicacion, a través de la plataforma TSQ
Thermo Scientific para LC MS/MS mas robusta del
mercado, misma que cuenta con los atributos de
sensibilidad y reproducibilidad adecuados para
este analisis.

® Figura 1. TSQ Quantis Plus Thermo Scientific acoplado al sistema
U-HPLC Vanquish Flex

Dicho trabajo experimental contribuyo a la creacion
del método general de analisis MGA 0612: Determi-
nacion de nitrosaminas en farmacos y preparados
farmacéuticos, por lo cual recibe un agradecimiento
de la Comision Permanente de la Farmacopea de los
Estados Unidos Mexicanos en la FEUM 13.0 edicion.

De acuerdo con los requerimientos de FDA para
los procedimientos analiticos de nitrosaminas
deben cumplir con los siguientes parametros de
desempeno:

eSensibilidad:

Debe ser establecida de acuerdo con el limite de
ingesta aceptable (IA) por lo tanto el LOQ debe ser
menor o igual a IA y se debe cumplir con las
recomendaciones regulatorias.

eSelectividad:

Selectivo para las nitrosaminas objetivo, las cuales
puedan formarse durante el proceso de
fabricacién o almacenaje.

eExactitud y precision:
Eficiencia de extraccién adecuada a nivel de
trazas de las matrices empleadas.

eLinealidad:
Dentro del rango de concentracion propuesto de
acuerdo con la especificacidén de cada impureza.
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eRobustez:
Asegurar resultados consistentes y reproducibles.

Los cuales dependeran de las necesidades de liberacion
de la materia prima o el producto terminado como
se indica en el MGA 0621 de la FEUM 13.0 ed.

Se recomiendan los siguientes limites de ingesta
aceptable (Al) para NDMA, NDEA, NMBA, NDIPA,

NIPEAy NDBA en farmacosy preparados farmacéuticos.

e Tabla 1. Limites de Nitrosaminas en productos farmacéuticos

Nitrosaminas Limite Al (ng/dia)

NDMA 96.0
NDEA 26.5
NMBA 96.0
NDIPA 26.5
NEIPA 26.5
NDBA 26.5

Procedimiento

El analisis de las seis nitrosaminas (NDMA, NDEA,
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® Figura 2. Cromatograma tipo

i

Resultados

N-Nitrosodimetilamina

® Figura 3. Curva de calibracion, cromatogramas de la curva 'y LOQ
NDMA
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NEIPA, NDIPA, NMBA y NDBA) se lleva a cabo
mediante cromatografia de liquidos acoplada a
espectrometria de masas de triple cuadrupolo.

La alta selectividad y sensibilidad de estos
sistemas es lograda por el monitoreo SRM
(Selected Reaction Monitoring) de los iones
protonados de las impurezas.

Instrumentacién

Sistema U-HPLC Vanquish de Thermo Scientific
acoplado al espectroémetro de masas TSQ Plus
de Thermo Scientific.

e Condiciones cromatograficas para materia
prima:

Columna: L121x100 mm 1.7 um

Temperatura de columna: 30 °C + 0.5 °C
Velocidad de flujo: 0.3 mL/min

Temperatura del automuestreador: 20 °C
Tiempo de corrida: 14 min (Gradiente)

Tipo de ionizacién: H-ESI, 3500 V

e Condiciones cromatograficas para producto
terminado:

Columna: L1 4.6 x 150 mm

Temperatura de columna: 25°C + 0.5 °C
Velocidad de flujo: 0.5 mL/min

Volumen de inyeccién: 15 yL

Temperatura del automuestreador: 8 °C

Tiempo de corrida: 35 min (Gradiente)

Tipo de ionizacién: H-ESI, 3500 V

Concentracion recuperada (ng/mL)

3.0
2.0
1.0
0.0

4.0 ""

NDMA

L y=370.72x - 285.13
R?=0.9995
[

0.0 5.0 10.0
Concentracién adicionada
(ng/mL)

Acido nitrosometilaminobutirico

® Figura 4. Curva de calibracion, cromatogramas de la curva y LOQ
NMBA
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N-nitrosodietilamina

® Figura 5. Curva de calibracion, cromatogramas de la curvay LOQ
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N-nitrosoetilisopropilamina

® Figura 6. Curva de calibracién, cromatogramas de la curva y LOQ NEIPA
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N-Nitrosodiisopropilamina

® Figura 7. Curva de calibracion, cromatogramas de la curvay LOQ NDIPA
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N-Nitrosodibutilamina

® Figura 8. Curva de calibracién, cromatogramas de la curva y LOQ NDBA
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® Tabla 3. Alcances del método analitico

LOD
0.3
(ng/mL)
R o
( L)

0.3 0.3 0.3 0.3

0.5 0.5 0.5 0.5 0.5

a
05-100 05-100 0.5-100 05-100 0.5-100 0.5-100

0.99 0.99 0.99 0.99 0.99

Conclusiones

El sistema TSQ Plus es dptimo para el analisis
de nitrosaminas en productos farmacéuticos
debido a que cumple con las especificaciones
para cada impureza a nivel LOD y LOQ siendo
lineal en un rango desde 0.5 ng/mL a 100 ng/mL.

Este método es especifico y exacto segun los
requerimientos de los productos evaluados.

Los sistemas Thermo Scientific U-HPLC
Vanquish y TSQ Plus son el duo perfecto para
el analisis de trazas de impurezas de nitrosoami-
nas en diferentes matrices farmacéuticas; en
conjunto con el software Chromeleon 7 CDS
Enterprise que fue utilizado para la programa-
ciéon del hardware, el procesamiento y cuantifica-
cion de las impurezas con total cumplimiento
regulatorio para trazabilidad e integridad de
datos.

Este método puede ser utilizado por los laboratorios
qgue realizan dictamen de cumplimiento para
liberacion de farmacos y productos farmacéuticos.
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® Tabla 2. Sensibilidad

c2
C3
Cl
c2
C3

:
Nivelas/me)

Cl1 0.3 6.8 6 52 13.7 1.8 27.2

0.3 N.4 6.7 6.4 10.6 8.9 36.9

03 5.4 10.5 42 24.8 15.1 27.8

0.5 10.2 n 10.8 431 10.4 61.9

0.5 17.8 10.2 10.4 325 14.3 72.3

0.5 10.8 n1 10 411 15.8 71.5
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Modelos TSQ

Rango de Masa

Velocidad de
Escaneo

Robustez
(Estabilidad de masa)

Tiempo minimo
para cambio de
polaridad

Resolucion de masa

Sensibilidad ESI+

Sensibilidad ESI-

Sensibilidad APCI+
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TSQ Fortis - Plus

2 a 3000 m/z

15,000 Da/s

+ 0.1 Da durante 24 horas

0.4 Da

Con 5 pL de inyeccién de una
solucién de reserpina a
200 fg/uL produce una senal
ruido minima de 150,000:1

Con 5 pL de inyeccién de una
solucién de cloranfenicol a
200 fg/uL produce una sefial
ruido minima de 150,000:1

Con 5 yL de inyeccion de una
solucién de reserpina a
200 fg/uL produce una sefial
ruido minima de 20,000:1
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TSQ Quantis - Plus
2 a 3000 m/z

15,000 Da/s

+ 0.1 Da durante 24 horas

0.4 Da

Con 5 yL de inyeccion de una
soluciéon de reserpina a
200 fg/uL produce una senal
ruido minima de 500,000:1

Con 5 pL de inyeccién de una
solucidn de cloranfenicol a
200 fg/uL produce una sefal
ruido minima de 500,000:1

Con 5 yL de inyeccidon de una
solucion de reserpina a
200 fg/uL produce una sefal
ruido minima de 40,000:1

Nota de aplicacion

TSQ Altis - Plus
2a 2010 m/z

15,000 Da/s

+ 0.1 Da durante 24 horas

0.2 Da

Con 5 pL de inyeccion de una
solucién de reserpina a
200 fg/ulL produce una sefal
ruido minima de 1,500,000:1

Con 5 pyL de inyeccidén de una
solucién de cloranfenicol a
200 fg/uL produce una sefial

ruido minima de 1,500,000:1

Con 5 pylL de inyeccién de una
solucidn de reserpina a
200 fg/uL produce una sefal
ruido minima de 100,000:1
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