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Analise de N-nitrosodimetilamina
e N-nitrosodietilamina usando

0 amostrador de Headspace
Agilent 7697A, com sistema
GC/MSD 8890/5977

Analise de impureza de medicamentos sartan
seguindo as orientacdes da US FDA

Resumo

Esta nota de aplicagéo descreve o uso do GC Agilent 8890 para a analise de
impurezas em produtos sartan de acordo com o método da US FDA (United States
Food and Drug Administration). O fluxo de trabalho também possui um amostrador
de headspace Agilent 7697A e um GC/MSD 5977. Os resultados corresponderam
aos valores esperados de detecgao.



Introdugao

A hipertensao, ou pressao alta, afeta
entre 35 e 46% dos adultos acima de
25 anos, de acordo com a Organizagao
Mundial da Saude.” A condigao afeta
mais de um bilhdo de pessoas em
todo o mundo.? Valsartan, losartan e
outros bloqueadores dos receptores
da angiotensina Il (BRAs) sdo um

tipo de farmacéutico comumente
prescrito para tratar a hipertensao, pois
estao disponiveis globalmente e sdo
relativamente acessiveis. O mecanismo
do BRA € inibir o processo de ligagao
entre a angiotensina Il e o seu receptor,
impedindo a constrigdo dos vasos
sanguineos e reduzindo efetivamente a
pressdo sanguinea.®

Em julho de 2018, foi anunciada uma
recolha mundial dos produtos valsartan
devido ao risco de contaminagao.

O contaminante inicial foi identificado
como N-nitrosodimetilamina (NDMA).

A US FDA langou um procedimento para
orientar as instala¢des de produgao
durante a verificagdo de produtos
valsartan para essas provaveis impurezas
cancerigenas antes da distribuicdo.* Um
segundo contaminante foi identificado
logo apds a recolha e confirmado pela
Agéncia Europeia de Medicamentos.®

A N-nitrosodietilamina (NDEA), como a
NDMA, é classificada como um provavel
agente cancerigeno e acredita-se que
seja gerada como um produto secundario
durante a sintese do anel de tetrazol
comum em produtos farmacéuticos

da classe sartan. Com essa nhova
confirmacao de impureza e ligacao

ao anel de tetrazol, a recolha inicial se
expandiu para afetar todos os sartans em
producgao. Apds os relatérios da Agéncia
Europeia de Medicamentos, a US FDA
criou um procedimento regulatério de
acompanhamento para tratar de ambos
0s contaminantes em um unico método.
As modificagdes incluem uma alteragéo
no solvente de preparagao, juntamente
com uma quimica de coluna diferente
para GC.° Este documento foi langado

em janeiro de 2019 e estabeleceu 0s
valores de limite de quantificagdo (LOQ)
para NDMA e NDEA em 0,10 € 0,05 ppm,
respectivamente, usando GC/MS com
amostragem por headspace para analisar
tanto a substancia do medicamento
quanto o produto acabado. Embora

o procedimento da FDA tenha sido
executado em um GC Agilent 7890A, esta
Nota de aplicagao mostra que o sistema
de GC Agilent 8890 ¢é capaz de alcancgar
0 mesmo desempenho excelente que o
sistema 7890.

Parte experimental

Os padrdes NDMA e NDEA foram
adquiridos por meio da MilliporeSigma
(Burlington, MA, EUA) em forma pura.

A orientacdo da FDAS exige o uso de
T-metil-2-pirrolidinona (NMP) com uma
pureza minima de 99,0%. No entanto,

0 uso de um solvente de maior pureza
(99,7%, MilliporeSigma) resultou em uma
melhor resolugéo entre os compostos alvo
e as impurezas do solvente ao seguir as
condigées fornecidas. Como essa analise
€ aplicavel a agéncias regulatorias globais
adicionais, pode ou n&o haver flexibilidade
nos parametros cromatograficos

para obter separacdes aprimoradas
guando solventes de menor pureza sao
implementados no preparo da amostra.
Para os dados contidos nesta avaliagéo, o
protocolo da FDA foi seguido sem desvio.

As condi¢des do método estédo resumidas
nas tabelas a seguir. Embora este trabalho
tenha sido realizado em um forno

rapido de GC (240 V), essa opgéo n&o é
necessaria para obter esses resultados.
Outra opgao Util para o desenvolvimento
de métodos de headspace € o acessorio
da linha de transferéncia do headspace,
que proporciona a capacidade de injecéo
por headspace e liquida no mesmo injetor
sem alterar a configuracao. A Tabela 1
contém consumiveis relevantes usados na
analise. As solugdes de calibragao foram
preparadas de acordo com o guia da FDA,
com um ponto adicional preparado a

T pg/mL.

Condigdes do método

Condicdes do amostrador de headspace
Agilent 7697A

Temperatura do forno 130°C
Temperatura do loop 180°C
;Frzrrr]\sp}z:zé;ucriaada linha de 185°C
Equilibrio do vial 15 minutos
Duracéo da injecdo 1 minuto
Tamanho do vial (mL) 20 mL
Agitagao do vial Nivel 5
Modo de enchimento Padrao
Pressao de enchimento 15 psi
Modo de enchimento do =
loop Padrao

Parametros do GC Agilent 8890

Injetor (split/splitless) Hélio
Temperatura 220°C

Modo Divisdo

Razéo de split 51

Pressédo de entrada )

(inicial) 733 psi

Tipo do forno Forno rapido 240V
Tempo de equilibrio 1 minuto

Programa do forno

40 °C durante 0,5 minutos,
20 °C/min até 160 °C,
10 °C/min até 240 °C,
manter por 2 minutos

Tempo de ciclo do total:
16,5 minutos

Agilent J&W DB-1701,

Gelluiiz 30 m x 250 pm, 1,0 pm
Modo Fluxo constante
Fluxo 1 mL/min

Condicdes do GC/MSD Agilent 5977

Tipo de fonte

Extrator

Temperatura da fonte

230°C

Modo de filtros de
massa

Monitoramento seletivo de
fons (SIM)

NDMA m/z 74,00
NDEA m/z 102
Diametro das lentes 6 mm
Temperatura quad 150 °C

Espera do NDMA

150

Espera do NDEA

150

Tabela 1. Consumiveis usados na analise.

Descrigao Part Number
Vials do headspace (20 mL) | 5182-0837
Tampas de vial 5183-4477
Liner do GC 5190-2295
Septo do GC 5183-4759
Coluna DB-1701 122-0733
Lentes extratoras (6 mm) G3870-20448




Resultados e discussao

As separagbes foram suficientes e os
picos alvo sdo bem resolvidos a partir
de espécies de solventes e matrizes.
A Figura 1 mostra um exemplo de
cromatograma.

Os tempos de retencéo estédo de acordo
com os previstos nas normas da FDA. As
Figuras 2A e 2B mostram sobreposices
dos trés pontos de calibragdo mais baixos
(0,025,0,05€e 0,1 pug) para NDMA e NDEA.
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Figura 1. Cromatograma gerado no modo de ion selecionado de uma mistura padréo de 1 ug de NDMA e NDEA em NMP. O tempo de retengdo de NDMA

é de 5,80 minutos e o de NDEA é de 7,25 minutos.
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Figura 2. Sobreposigoes de NDMA (A) e NDEA (B) nos trés pontos de calibragdo mais baixos.



Duas curvas de calibracao foram
geradas usando o software de analise
quantitativa Agilent MassHunter.
Como os estudos de LOQ e de limite
de detecgdo (LOD) foram realizados
na extremidade inferior da curva,

os resultados quantitativos foram
processados contra uma curva de
calibragao entre os padrdes de 0,025
e 0,5 ug. A curva de faixa completa se
estende de 0,025 a 100 ug com uma
correlagao de linearidade superior a
0,995 com ponderagao inversa. As
Figuras 3A e 3B exibem as informacoes
da curva de calibragao de baixo nivel
obtidas neste instrumento. LOD é
definido registrando a menor quantidade
injetada na coluna que possui pelo
menos uma relagao sinal-ruido de 3:1.
Nas calibragcdes de NDMA e NDEA, o
ponto mais baixo de 0,025 pg excedeu
essa configuragéo.

Apos gerar curvas de calibragao

para cada composto, cinco padroes
replicados foram analisados em trés
niveis dentro da curva. A tabela 2 resume
os resultados dessa avaliagdo de
reprodutibilidade.

A avaliagdo final do desempenho

do método foi um teste de adigéo e
recuperacao na matriz. Os dois padroes
mais baixos de calibragao foram
adicionados em vials triplicados, cada
um contendo 500 mg de comprimidos
de valsartan dissolvidos, visando as
LOQs citadas. Uma amostra de lote foi
analisada para mostrar ndao detectaveis
para os compostos NDMA e NDEA
antes do teste de adigao e recuperacéao.
A Tabela 3 mostra os resultados.

x10°

Respostas

A
NDMA

y = 4718,244533 * x + 9,425785
R?=0,9990

Estatisticas de calibragdo de NDMA

Quantidade de Quantidade

padrdo (pg) | encontrada (ug) | % recuperada
0,025 0,0235 929
0,05 0,0516 1032
0,10 0,1048 104,8
0,5 0,4954 99,1
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Figura 3. Regressao linear determinada para a faixa de calibragéo de baixo nivel e a preciséo dos padroes
de calibragéo apds o processamento contra a curva de calibragdo.

Tabela 2. Estatisticas para reprodutibilidade de padrées (n = 5).

0,025 pg padrao 0,05 pg padrao 0,1 pg padrao
NDMA NDEA NDMA NDEA NDMA NDEA
Quantidade média
0,0249 0,0248 0,0518 0,0506 0,1012 0,0988
encontrada
% de RSD 4,95 2,89 6,24 0,7 2,65 4,07

Tabela 3. Determinagdes de LOQ de trés amostras replicadas para
os compostos alvo NDMA e NDEA.

LOQ alvo Recuperagdo média | Recuperagdo média
1 ppm 0,05 ppm 0,10 ppm
NDMA 0,10 0,056 0,11
NDEA 0,05 0,057 0,11




Conclusao

O GC Agilent 8890 amplia o legado de
desempenho robusto e reproduzivel
necessario para a verificagao segura de
medicamentos. O GC 8890 unido com o
amostrador de headspace Agilent 7697A
e um GC/MSD Agilent 5977 estao em
conformidade com as diretrizes da FDA
e com os valores de deteccao esperados
para a andlise critica de impurezas em
produtos sartan.
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