Identificacao e Avaliacao
Toxicologica de Impurezas e
Produtos de Degradacio em
Matéria-Prima e
Medicamentos

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS DE RIBEIRAO PRETO PROF. RODRIGO MOREIRA DA SILVA
(RODEIRA@USP.BR)

NPPNS - NUCLEO DE PESQUISAS EM
PRODUTOS NATURAIS E SINTETICOS

Ribeirao Preto — 2022



Impurezas

1 A obtencdo de um IFA pode consistir em muitas etapas sintéticas;

) Impurezas podem ser formadas em qualquer etapa e se tornam mais evidentes apds o escalonamento do
lote;

_l Impurezas devem ser controladas devido ao seu potencial de toxicidade;

1 ICH — para uma dose maxima maior ou igual a 2 g por dia, qualquer impureza detectada a 0,1% deve ser
identificada.



ANVISA
Impurezas e produtos de degradacao

| DoemEinadEa ] Exemplo:

=1lg 0,1%
>1g 0,05% Ingestao diaria 2,5 mg

<1mg 1,0% ou 5 ug ATD
1 mg- 10 mg 0,5% ou 20 ug ATD

> 10 mg - 2 mg 0,2% ou 2 mg ATD
> 2 mg 0,1% Limite de Identificagcdo 0,5%

Limite de Notificacdo 0,1%

<10 mg 1,0% ou 50 ug ATD Limite de Qualificacdo 1,0%
10 - 100 mg 0,5% ou 200 pg ATD

>100mg-2g 0,2% ou 3 mg ATD

(ATD = Administracado Total Diaria)

Limites: porcentagem de PD em relagao ao IFA ou ATD de um PD.
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Impureza B

IFA — candidato a farmaco 1-(1,2,3,5,6,7-hexahydro-s-indacen-4-yl)-3-[4-(1-hydroxy-1-
methyl-ethyl)-furan-2-sulphonylurea;

16 - 17 impurezas geradas no processo;
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Figure 1. Structure of drug substance A (top,
CogHoyNo0sS, rrmm. 404) and impurity C (bottom,
CH;JI'I-1¢N101|_|SE. r.m.m. T92).



Cromatograma (CLAE)

1 A maioria das impurezas sao conhecidas
&8 |

| Do Sabmance & [0t ou controladas;
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3 Impurity B ICH / ANVISA podem ser identificadas
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Figure 3. A typical chromatographic impurity profile of drug substance. For
chromatographic conditions, see Experimental section.
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Mstratéglas

= LC-MS — possibilita conhecer a massa do composto de interesse (impureza B — 775 Da);

= LC-MS/MS — possibilita indicar se a impureza tem similaridades estruturais com o ativo e/ou
outras impurezas conhecidas (impureza B: [M+H]* 776 — 603 e 706 — 577);

= RMN — possibilita complementar os estudos de elucidagao estrutural.

= LC-RMN — sem necessidade de isolamento do analito a ser elucidado / requer alta
concentracao

Impureza B — ISOLAMENTO



Estratégia

1 CCD ou CLAE Preparativa?
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Estratégia
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] Baixa concentracao da impureza B e
baixa resolucao com outra impureza

N U

Ty




Analytical HPLC _ @

CLAE Analitica x Preparativa

HPLC Analitico HPLC Preparativo

Objetivo da separacdo: Objetivo da separacédo:

tantos picos quanto possiveis, separados da linha de base interessados somente no pico da substancia-alvo

Volume de amostra: Volume de amostra:

tio pequeno quanto possivel (1 a 20 ul por injecao) tanto quanto possivel sem sobreposicio de pico > 20 pl
Didmetro interno da coluna: 134 mm Didmetro interno da coluna: =4 mm

Tamanho de particula: Tamanho de particula: = 5um

Vazao: 1,0 ml/min Vazao: 5a 5000 ml/min

Deteccdo: tio sensitivo quanto possivel Detecgdo: monitoramento, saturacio pode ser problematica
Formato de pico: gaussiano para poder ser analisado Formato de pico: nao importa, desde que o pico do produto

esteja limpo

Coleta de fragbes: n3o Coleta de fragbes: sim (automatizada)

Custo de solvente: baixo Custo de solvente: alto

Recuperagdo de solvente: ndo Recuperagdo de solvente: desejavel, reciclagem
Gradiente: otimiza a separac3o e aumenta a velocidade Gradiente: interfere com a reciclagem do solvente
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Estratégia
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Gradiente de eluicao
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Figure 3. A typical chromatographic impurity profile of drug substance. For — SPE de fase reversa

chromatographic conditions, see Experimental section.




LC-MS/MS

) Foram feitas analises em ambos, produto in bulk (lote produzido) e material isolado e foram
obtidos os mesmos espectros de massas.
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Figure 5. M5-MS product ion spectrum of the assigned m/z 776 [M+H]™ ion of impurity B.



LC-MS/MS
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LC-MS/MS
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Figure 5. M5-MS product ion spectrum of the assigned m/z 776 [M+H]™ ion of impurity B.




LC-MS/MS

) Foram feitas analises em ambos, produto in bulk (lote produzido) e material isolado e foram
obtidos os mesmos espectros de massas.
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LC-MS/MS + RMN
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