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Analisis de nitrosaminas en farmacos

Utilizando el sistema LC/MS/MS de triple cuadrupolo y LC/MS
de cuadrupolo tiempo de vuelo
Guia de pedidos para el flujo de trabajo con consumibles




Las impurezas mutagénicas de farmacos e ingredientes farmacéuticos activos suponen un

riesgo significativo para la salud y la seguridad (incluso en pequeias cantidades), por lo que son
una importante fuente de preocupacion para los laboratorios farmacéuticos. Estas impurezas
mutagénicas pueden dafiar el ADN, produciendo mutaciones y, potencialmente, cancer. Los
esfuerzos para tratar y controlar la presencia de niveles de trazas de impurezas mutagénicas son

de especial preocupacion para los organismos de regulacion internacionales. Debido a ello, la FDA
estadounidense y otros organismos de regulacién han adoptado medidas para tratar el problema

de las impurezas mutagénicas en los farmacos’. La deteccion y cuantificacion de estas trazas de
nitrosaminas en farmacos e ingredientes farmacéuticos activos puede resultar dificil, necesitandose
el uso de herramientas avanzadas y sensibles para cumplir los requisitos reglamentarios.

La lista de farmacos e ingredientes farmacéuticos activos para la determinacion
de nitrosaminas se ha ampliado mas alla de los farmacos de sartan bloqueadores
de los receptores de angiotensina Il (BRA) e incluyen la metformina, un farmaco
oral para la diabetes, y los agonistas de los receptores de histamina-2, como

la ranitidina. Prueba de ello son las recientes retiradas de metformina por
distintos organismos reguladores, como la FDA (Food & Drug Administration)
estadounidense, el Directorio Europeo para la Calidad de los Medicamentos
(EDQM) y la Health Sciences Authority (HSA) de Singapur, debido a la presencia
de N-nitroso-dimetilamina (NDMA). Estas impurezas: N-nitrosodimetilamina
(NDMA), N-nitrosodietilamina (NDEA), N-nitrosodiisopropilamina (NDIPA),
N-nitrosoetilisopropilamina (NEIPA) y N-nitrosodibutilamina (NDBA) estdn
clasificadas como probables carcindgenos humanos y se considera que se han
introducido en los productos finales debido a reacciones quimicas que tienen lugar
durante el proceso de fabricacion de ingredientes farmacéuticos activos.

Estas impurezas se pueden detectar utilizando un sistema GC/MS de cuadrupolo
simple (GC/MSD) o GC/MS/MS de triple cuadrupolo (GC/TQ)(7), LC/MS/MS de

triple cuadrupolo (LC/TQ) o LC/MS de cuadrupolo tiempo de vuelo (LC/Q-TOF)(2-7).
Los métodos basados en LC/MS/MS son generalmente muy especificos y muy
sensibles. Por este motivo, han servido como base para el desarrollo de métodos
para detectar y cuantificar impurezas de nitrosaminas en ingredientes farmacéuticos
activos y en farmacos tales como metformina, valsartdn, losartan e irbesartan.

—

Figura 1. De izquierda a derecha: Sistema LC 1260 Infinity I, LC/MS de triple cuadrupolo 6470B,
LC/MS Q-TOF 6550 iFunnel y LC/MS de triple cuadrupolo Ultivo.

FDA de EE. UU.: www.fda.gov/media/131868/download Consejo de Europa: www.edgm.eu/en/news/omcls-release-three-methods-determination-ndma-sartans
Health Canada: healthycanadians.gc.ca/recall-alert-rappel-avis/hc-sc/2020/72963a-eng.php FDA de Taiwan: www.fda.gov.tw/ENG/siteList.aspx?sid=10360



https://www.fda.gov/media/131868/download
https://www.edqm.eu/en/news/omcls-release-three-methods-determination-ndma-sartans
https://healthycanadians.gc.ca/recall-alert-rappel-avis/hc-sc/2020/72963a-eng.php
https://www.fda.gov.tw/ENG/siteList.aspx?sid=10360

Opciones para las columnas

El ligando pentafluorofenil (PFP) de la columna InfinityLab Poroshell 120

PFP usada en el Método 2 (Tabla 1) (8) aporta un mecanismo de separacion
ortogonal con las fases C18. Las fases PFP permiten separar analitos en
funcién de pequefias diferencias de estructura, sustitucién y acceso estérico de
las fracciones polares. La selectividad resultante para isdmeros posicionales,
compuestos halogenados y analitos polares resulta especialmente Util a la
hora de analizar mezclas complejas. Dado que NDIPA y NDPA son isbmeros
posicionales, InfinityLab Poroshell 120 PFP es la columna recomendada ideal
para esta separacion por su facilidad de uso.

La columna InfinityLab Poroshell HPH-C18, que también se ha usado para este
analisis en el Método 1 (Tabla 1) (8) incorpora una tecnologia hibrida de particula
que mejora la robustez general de la particula a un pH ampliado, o que permite
vidas utiles prolongadas y menos cambios de columna. Sin embargo, cuando
se use esta columna, resulta crucial disponer de un proceso de desarrollo de
métodos robusto para garantizar que los métodos sean duraderos, estables y
fiables. Dado que la retencion y la selectividad de los compuestos ionizables
pueden variar notablemente en funcién del pH, la realizacién de analisis con
valores de pH bajos, medios y altos se esta convirtiendo en una practica habitual
durante el desarrollo de métodos. Ademas de la optimizacion de las condiciones
del gradiente, y con el fin de conseguir la separacion entre los isémeros
posicionales NDIPA y NDPA, también es necesario optimizar los parametros de
MS/MS del instrumento para conseguir la maxima sensibilidad.

Configuracion y parametros de LC

Tabla 1. Configuracion y paréametros de UHPLC. Para conocer los detalles del método, consulte la
Referencia 8.

Parametro Valor
Método 1 Método 2
Bomba de alta velocidad Agilent 1290 Bomba de alta velocidad Agilent 1290
Infinity Il (G7120A) Infinity Il (G7120A)
Muestreador multiple Agilent 1290 Muestreador multiple Agilent 1290
- Infinity Il (G7167B) Infinity Il (G7167B)
Termostato multicolumna Agilent 1290 Termostato multicolumna Agilent 1290
Infinity Il (G7116B) Infinity Il (G7116B)
Detector de diodo array Agilent 1260 Detector de diodo array Agilent 1260
Infinity (G1315C) Infinity (G1315C)
;gn?:o dela Metanol: agua (80:20) Metanol: agua (80:20)
Diltyentedella Agua: metanol (95:5) Metanol
muestra
Temp. del
muestreador 10°C 10°C
multiple
Volumen de
inyeccion 20l Sul
Salline anplitea Agilent InfinityLab Poroshell HPH-C18, Agilent InfinityLab Poroshell 120 PFP
4,6 x 150 mm, 2,7 pm (ref. 693975-702(T)) | 3,0 x 150 mm, 2,7 pm (ref. 693975-308)
Temp. columna 40 °C 40 °C
Fase mévil A Acido férmico al 0,1 % en agua Acido férmico al 0,1 % en agua
Fase movil B Acido férmico al 0,71 % en metanol Acido férmico al 0,1 % en metanol
Flujo 0,5 ml/min 0,5 ml/min
Tiempo Flujo . .
A o o . Tiempo Flujo
(min) % A %B  (ml/min) (min) %A %B  (ml/min)
0 95 5 0,5
0 95 5 0,5
2 95 5 0,5
3 20 60 05 3 95 5 0,5
Gradiente ! 14 40 60 0,5
10 25 75 0,5
17 10 90 0,5
11 10 90 0,5
19 10 90 0,5
16,5 10 90 0,5
19,1 95 5 0,5
16,6 95 5 0,5 29 05 5 05
20,0 95 5 0,5 '
Tiempo de parada | 20 minutos 22 minutos
Longitud de onda 230 nm 230 nm
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Sencilla seleccién e informacion para pedidos

En esta gufa se ofrecen recomendaciones para productos de Agilent usados en
este analisis, de modo que pueda encontrar rapidamente lo que busca. Haga clic
en el vinculo Mi lista* en el encabezado siguiente para afadir los elementos a su
lista “Productos favoritos” de la tienda en linea de Agilent. Después, introduzca
las cantidades que necesita de cada producto. Su lista permanecera guardada
en “Productos favoritos” para que pueda usarla para futuros pedidos.

Haga clic en Mi lista para descargar todos los articulos de esta tabla a su lista
Productos favoritos

Descripcion del producto Referencia

Patrones de nitrosaminas y disolventes E_ g E
Patrones de nitrosaminas (en cloruro de metileno) US-113N-1 i “m_
Metanol ultrapuro para LC/MS InfinityLab 5191-4497 ﬂ :—, _;_' :""
Agua ultrapura para LC/MS InfinityLab 5191-4498 -

Acido férmico, 5 ml G2453-85060

Nitrosamina - Preparacién de muestras

Tubos de centrifuga de 15 ml y tapas, 50/paq. 5610-2039

Econofiltro Captiva, membrana de PVDF, 13 mm de didmetro, 5190-5261
0,2 pm de tamafo de poro, 1.000/paq.

Filtro de jeringa Captiva Premium, membrana de PES, 15 mm 5190-5096'
de diametro, 0,2 pm de tamafio de poro, 100/pagq. (certificado
para LC/MS)

Filtro de jeringa Captiva Premium, membrana de nylon, 15 mm 5190-50882
de diametro, 0,2 pm de tamafio de poro, 100/pagq. (certificado

para HPLC)

Jeringa desechable Captiva, 5 ml, 100/paqg. 9301-6476
Jeringa desechable Captiva, 10 ml, 100/pagq. 9301-6474

Nitrosamina - Columna para LC

InfinityLab Poroshell 120 PFP, 3,0 x 150 mm, 2,7 pm 693975-308
(recomendada)
Precolumna InfinityLab Poroshell 120 PFP, 3,0 mm, 2,7 ym 823750-915
(recomendada)
InfinityLab Poroshell HPH-C18, 4,6 x 150 mm, 2,7 ym 693975-702
InfinityLab Poroshell HPH-C18, 4,6 mm, 2,7 pm, precolumna 820750-922

para UHPLC, 3/pagq.

Nitrosamina - Consumibles para LC

Conjunto de conexién rapida InfinityLab, 0,12 x 105 mm, para 5067-5957

conexioén de inyector de la columna en UHPLC

Conjunto de conexién rapida InfinityLab, 0,17 x 105 mm, para 5067-6166

conexién de inyector de la columna en UHPLC _— '-ﬁ
Conector de giro rapido InfinityLab, para salida de la columna 5067-5966

Capilar de giro rapido, 0,12 x 280 mm, para la conexién 5500-1191 5
de la columna al detector
Kit de tapa de residuos Stay Safe GL45 con 4 puertos 5043-1221 L—m

y depdsito de residuos de 6 |

Filtro de carbén con lector de tiempo para el depdsito de 5043-1193
residuos

Kit de iniciacion de tapas de disolvente InfinityLab Stay Safe 5043-1222
Filtro de entrada de disolvente de acero inoxidable, 01018-60025

tamario de poro de 10 ym

El dispositivo de filtrado de disolvente InfinityLab incluye 5191-67763
embudo de vidrio, 250 ml, base de vidrio de soporte de
membrana, matraz de vidrio, 1 | y abrazadera de aluminio

Membrana de celulosa regenerada de 47 mm, 0,20 ym, 100/paq. 5191-43403



https://chem.agilent.com/common/registrationInterim.jsp?rtulid=Z2w3ODI4MDU5NDI%253D&utm_source=Pick_List&utm_medium=Literature&utm_campaign=Nitrosamine_Pharma&utm_content=LCTQ_Method
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=US-113N-1
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=5191-4497
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=5191-4498
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=G2453-85060
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=5610-2039
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=5190-5261
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=5190-5096
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=5190-5088
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=9301-6476
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=9301-6474
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=693975-308
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=823750-915
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=693975-702
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=820750-922
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=5067-5957
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=5067-6166
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=5067-5966
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=5500-1191
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=5043-1221
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=5043-1193
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=5043-1222
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=01018-60025
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=5191-6776
https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=5191-4340

Nitrosaminas - Viales y tapones

Vial, tapon de rosca, ambar, zona de escritura, certificado, 5182-0716
2 ml, 100/paq. Tamafio del vial: 12 x 32 mm (tap6n de 12 mm)

Tapén, de rosca, verde, de PTFE/silicona prerranurado, 5183-2077
100/paq. Tamaiio del tapén: 12 mm

Inserto de vial, 250 pl, vidrio desactivado con pies de polimero, 5181-8872

100/paq 5

Nitrosaminas - Consumibles para MS

G1946-68704
G1960-20030

Kit de repuesto de agujas APCI
Aguja APCI

Capilar, intercambio rapido, 0,6 mm G1960-80060

* ¢Es la primera vez que utiliza “Mi lista”? Se le pedira que introduzca su direccidn de correo electrénico para verificar la cuenta.
Si ya tiene cuenta de Agilent, podra iniciar sesion. Si no tiene una cuenta registrada de Agilent, debera registrarse para solicitar
una. Esta caracteristica solo es valida en paises que tengan habilitado el comercio electrénico. Todos los articulos se pueden
pedir también a través de sus canales habituales de venta y distribucion.

1. Con un rendimiento similar al de PVDF, esta membrana presenta una baja unién de proteinas y resulta ideal para el anélisis de
proteinas. Esta disponible en un tamafio de paquete mds pequefio (100/paq.) y esta certificada para LC/MS.

2. Ideal para las necesidades de filtracion generales. No debe emplearse para el andlisis de proteinas. Esta disponible en un
tamario de paquete mds pequeiio (100/paq.) y esta certificada para HPLC.

3. El conjunto de filtrado de disolvente y las membranas de filtro asociadas no se recomiendan para su uso con los disolventes

ultrapuros InfinityLab para LC/MS.

Referencias

Patrones quimicos de Agilent

1. Nitrosamines analysis in pharmaceuticals using single quadrupole GC/MS
and triple quadrupole GC/MS/MS: Consumables workflow ordering guide, ¢Busca patrones de alta calidad
publicacién de Agilent (5994-2979EN) para otras aplicaciones? Busque en

2. Nitrosamine Impurities Application Guide — Confidently detect and quantify nuestro catalogo de 5000 patrones
mutagenic impurities in APIs and Drug Products (5994-2393EN) quimicos para encontrar el mejor

3. Determination of a Genotoxic NDMA Impurity Using the High-Resolution patr(.’)n para su método, aplicacion
Agilent 6546 LC/Q-TOF in Ranitidine Drug Substance and Drug Products o flujo de trabajo. {No encuentra el
(5994-1626EN) patrén adecuado en el catalogo?

4. Simultaneous Determination of Eight Nitrosamine Impurities in Metformin Nuestro sitio web también tiene
Using the Agilent 6470 Triple Quadrupole LC/MS (5994-2286EN) una herramienta automatizada para

5. Determination of Nitrosamine Impurities Using the Ultivo Triple Quadrupole ~ calcular un presupuesto para patrones
LC/MS (5994-1383EN) personalizados, que le ayudara a

6. Determination of NDMA Impurity in Ranitidine Using the Agilent 6470 Triple desarrollar el patron adecuado para
Quadrupole LC/MS (5994-1668EN) sus necesidades.

7. Determination of Nitrosamine Impurities Using the High-Resolution Herrarpienta de seleccion para LC
Agilent 6546 LC/Q-TOF (5994-1372EN) de Agilent

8. Simultaneous Determination of Eight Nitrosamine Impurities in Metformin ¢Busca la columna para LC mas

Extended-Release Tablets Using the Agilent 6470 Triple Quadrupole LC/MS
(5994-2533EN)

adecuada para sus aplicaciones?
Utilice la herramienta de seleccion
de columnas para LC de Agilent
para seleccionar la columna

para LC optima.
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Agilent CrossLab: conocimientos reales, resultados reales

CrosslLab es algo mas que un sistema de instrumentos: integra servicios,
consumibles y gestion de recursos para todo el laboratorio. De este modo,

su laboratorio puede mejorar la eficacia, optimizar el funcionamiento, aumentar
el tiempo de actividad de los instrumentos, desarrollar las habilidades de los
usuarios y mucho mas.

Para obtener mas informacion
acerca de Agilent CrossLab y conocer
ejemplos de casos en los que se han
conseguido grandes resultados, visite
www.agilent.com/crosslab

Encuentre un centro de atencion al
cliente de Agilent en su pais:
www.agilent.com/chem/contactus

Obtenga respuestas a sus preguntas
técnicas y acceda a recursos en la
Comunidad Agilent:
community.agilent.com.

Espafia

901 11 68 90
customercare_spain@agilent.com

Europa
info_agilent@agilent.com

Asia-Pacifico
inquiry_lsca@agilent.com

Esta informacion estd sujeta a cambios sin previo aviso.
RA44239.5764236111
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