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Resumo: Extraiveis correspondem a quaisquer analitos passiveis de serem extraidos, os quais podem ser substancias
organicas e inorganicas liberadas de um sistema de embalagem de um medicamento, em condi¢des de laboratdrio. Essas
substancias tém o potencial de lixiviar para um produto farmacéutico nas condi¢es normais de armazenamento durante
seu periodo de validade, sendo denominadas lixividveis. Este trabalho investigou a composicéo quimica de origem semi-
volétil presente no extrato de isopropanol dos componentes individuais do material de embalagem de um spray nasal
analisados em cromatdgrafo a géas acoplado a espectrometria de massas (CG-EM). A identificacdo destes compostos foi
obtida através da comparacgdo dos indices de retencéo linear, dos espectros de massa obtidos com as bibliotecas instaladas
no equipamento e da literatura. Foram identificados 55 compostos no total, sendo os principais hidrocarbonetos alifaticos,
como hexadecano, octadecano, eicosano, docosano, tetracosano, hexacosano e octacosano, seguidos dos &cidos graxos,
acido palmitico e acido estearico, e um oligdbmero ciclico do Nylon-6, 1,8-diaza-ciclotetradecano-2,7-diona. Estes
resultados possibilitam determinar os potenciais lixiviaveis e estabelecer um protocolo para 0 acompanhamento destas
substancias no medicamento. Esse controle aumenta a segurancga do usudrio, por meio da avaliacdo da toxicidade e
determinac&o dos limites permitidos para esses compostos, quando presentes no medicamento.
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IDENTIFICATION OF SEMI VOLATILE EXTRACTABLES FOUND IN
THE INDIVIDUAL COMPONENTS OF A NASAL SPRAY
PACKAGING MATERIAL

Abstract: Extractables correspond to any analytes that can be extracted, which can be organic and inorganic substances
that are released from a medicine packaging system, under laboratory conditions. These substances have the potential to
leach into a pharmaceutical product under the standard storage conditions during its shelf life, so they are called
leachables. This work investigated the semi volatile compounds present in the 2-propanol extracts of individual
components from a nasal spray packaging material which were analyzed by gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC-MS). The compound identification was done by comparing the linear retention indexes and mass
spectra obtained with libraries and the literature. A total of 55 compounds were identified, the main compounds present
in all extracts were aliphatic hydrocarbons such as hexadecane, octadecane, eicosane, docosane, tetracosane, hexacosane
and octacosane, followed by the fatty acids, palmitic acid and stearic acid, and a Nylon-6 cyclic oligomer, 1,8-diaza-
cyclotetradecane-2,7-dione. These results enable to determine potential leachables, and to establish a protocol for
monitoring these substances in the medicine. This control increases the user safety, through the assessment of toxicity
and determination of allowed limits for these compounds, when present in the medicine.

Keywords: nasal spray, semi-volatile compounds, extractables, linear retention index.
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Introducéo

Medicamentos utilizam um sistema de embalagem para preservar e proteger o produto apos sua
fabricacdo, durante sua distribuicdo, armazenamento e uso. Alguns componentes provenientes do
processo de manufatura do material de embalagem podem migrar para o produto farmacéutico,
formando uma classe de impurezas conhecidas como lixiviaveis?.

Uma gama de materiais, como vidro, metais, materiais sintéticos ou polimeros naturais so usados
para fabricar componentes de embalagens e dispositivos médicos. Os plasticos usados em sistemas
de embalagem de medicamentos sdo compostos por polimeros com uma ampla estrutura de massa
molecular e incluem aditivos como plastificantes, estabilizantes, lubrificantes, antioxidantes, corantes
entre outros, incorporados para produzir as propriedades necessarias para um fim especifico?.
InteracGes entre o produto e o sistema de embalagem podem afetar a qualidade e seguranca do
medicamento, sendo estas aditivas, quando um constituinte da embalagem é adicionado ao produto,
ou redutoras, se o constituinte do produto é reduzido em qualquer nivel devido a interacdo. A
interacdo aditiva ocorre quando extraiveis organicos e/ou inorganicos do sistema de embalagem
migram para fora do sistema e acumulam como lixividveis no produto®.

O primeiro passo para avaliar os lixiviaveis é realizar estudos de extracéo, sendo estes de dois tipos,
os de extracdo controladas e extracdo de uso simulado, que podem ser feitos em série ou em paralelo.
Um estudo de extracdo controlada, também chamado de estudo de caracterizacdo de materiais,
envolve a extracdo do sistema de embalagem em dois ou trés solventes de polaridades diferentes. Os
solventes sdo selecionados com base nas caracteristicas do medicamento, com um dos solventes
sendo mais agressivo e representativo de pior caso. Uma extracdo de uso simulado € projetada para
ser menos agressiva, desta forma menos extraiveis sao identificados, no entanto neste estudo é mais
provavel identificar apenas os extraiveis que se tornarado lixiviaveis, em comparagdo com o estudo de
extragdo controlada®.

Apbs a conclusdo de um estudo de caracterizacdo de extraiveis ou um estudo de lixiviaveis, uma lista
de substancias quimicas € identificada, compondo assim o perfil dos extraiveis ou o perfil de
lixiviaveis. Seguindo a metodologia proposta pelo Product Quality Research Institute (PQRI),
qualquer composto acima de um limiar de avaliacdo denominado Analytical Evaluation Threshold
(AET), que deve ser identificado e relatado ao toxicologista para avaliacdo especifica de impacto ao
produto®.

Experimental

O sistema de embalagem completo, e a nomenclatura referente a cada componente do material
de embalagem analisado, s&o indicados na Figura 1.
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Figura 1 — Sistema de embalagem do spray nasal, adaptado ®

As vidrarias empregadas para preparacao e analise dos extratos foram previamente descontaminadas
em solucdo de acido nitrico 5%. Os extratos foram obtidos por refluxo em carrossel ( Radleys12 Plus)
acoplado a banho termostatico (Alpha RA8) a 90°C durante 3 horas, a partir dos componentes
individuais em 20mL de isopropanol, sendo 1 componente inteiro por frasco e um branco para
controle, conforme figura 2. Ap6s término da extracéo, os extratos foram concentrados até secura e
diluidos em 1mL de solucdo padrdo de Bisfenol A com concentragdes entre 1,5 e 67 pg/mL, de acordo
com o AET requerido para cada componente.

Figura 2 — Preparacdo dos extratos em carrossel dos componentes individuais da embalagem
primaria de um spray nasal em isopropanol

Cada extrato foi analisado individualmente por injecéo direta em Cromatografo a gas Agilent 7890B
Series GC (Agilent Santa Clara, CA, USA) acoplado a detector de massas 5977B Quadrupolo
(Agilent Santa Clara, CA, USA) e equipado com coluna HP-5MS (30m x 0.25mm x 0.25um)
(Agilent, Santa Clara, CA, USA). As condic¢des cromatogréaficas seguiram conforme descrito: 40°C
por 1 minuto, com aquecimento subsequente de 12°C/minuto até 320°C, manteve-se esta temperatura
final por 15 minutos; gas de arraste Hélio fluxo de 1,2 mL/minuto; temperatura do injetor de 300°C;
modo splitless, liner 250uL, temperatura da linha de transferéncia 320°C, fonte de ionizagdo por
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elétrons 70 eV, temperatura da fonte 300°C, temperatura do quadrupolo 150°C, intervalo de detec¢édo
do MS 33-650 (m/z).

O indice de retencdo de linear (IR) foi calculado de acordo com Dool e Kratz’, utilizando uma série
homologa de n-alcanos (Sigma Aldrich, C8-C40) submetidas as mesmas condicGes de analise
cromatografica das amostras. A identificagdo dos compostos semivolateis foi realizada através da
comparacdo dos indices de retencdo, espectros de massa obtidos com as bibliotecas instaladas no
equipamento (NIST 08/Willey 2014) e literatura®® .

A avaliacéo de toxicidade para os compostos identificados foi feita através do software de predicao
in silico Derek e Sarah Nexus® da Lhasa Limited (Leeds, Reino Unido, Nexus 2.3.0).

Resultados e discussao

A Tabela 1 contém a composicdo quimica e a classificacdo atribuida pelo International Council for
Harmonisation guia M7 (ICH M7), que trata da avaliagéo e controle de impurezas reativas de DNA
(mutagénicas) em produtos farmacéuticos para limitar o potencial cancerigeno®®.

As substancias semivolateis estdo presentes no extrato de isopropanol, dos componentes individuais
do material de embalagem, reportadas acima do AET, considerando-se o Safety Concern Threshold
(SCT) de 0,15 pg/dia.

Os compostos majoritarios presentes na maioria dos componentes individuais do sistema de
embalagem séo hidrocarbonetos alifaticos hexadecano, octadecano, eicosano, docosano, tetracosano,
hexacosano e octacosano, seguidos dos &cidos graxos, acido palmitico e &cido estearico, € um
monémero ciclico do Nylon-6, 1,8-diaza-ciclotetradecano-2,7-diona.

Tabela 1. Compostos semivoléteis identificados em CG-EM pela biblioteca de espectros de massa e indice de retencao
linear.

Parte da Embalagem

Composto IR2  IRLit” Ig:j SE/T? % Area
PE TI IB AV AC VPS PP PS
Dietilenoglicol 969 941 * 0,84 - - - - - - -
Tetradecano 1402 1400 5 6,24 - - - - - - -
Pentadecano 1501 1500 5 0,72 - - - - - - -
NI 1544 - - - 1,66 - - - - - 1,04
Hexadecano 1601 1600 5 11,71 - 3,20 2,98 - 2,92 - 2,96
Heptadecano 1701 1700 5 0,81 - - - - - - -
NI 1715 - - - 1,35 - - - - - 1,44
NI 1745 - 5 - - - - - - - 1,25
NI 1758 - - - 2,19 - - - - 1,70 3,19
NI 1773 - 5 0,57 - - - - - - 0,56
NI 1781 - - - - - - - - - 0,59
Octadecano 1802 1800 5 11,70 3,98 8,84 4,29 10,80 - 3,12
Palmitato metila 1929 1925 5 - - - - - 0,56 - -

sIndice de Retencdo Calculado, *indice de Retencdo da Literatura, PE: frasco de polietileno, TI: tubo de imersdo, IB: invélucro da
bomba, AV: anel de vedagdo, AC: anel cinza, VVPS: valvula da ponta do spray, PP: ponta préxima ao fio de prata, PS: ponta spray,
NI: ndo identificado, *N&o se enquadra no escopo do ICH M7 (International Council for Harmonisation), para avaliagdo e controle
de impurezas reativas de DNA (mutagénicas) em produtos farmacéuticos para limitar o potencial cancerigeno.

3° Anais do Programa de Mestrado Profissional em Tecnologia Quimica e Bioquimica — 10° Workshop do Programa, 12/12/2022



3° Anais do Programa de Mestrado Profissional do
Instituto de Quimica da USP
10° Workshop do Programa — 12/12/2022

MIPuss

mestrado profissional do
instituto de quimica da USP

Tabela 1. Compostos semivolateis identificados em CG-EM pela biblioteca de espectros de massa e indice de
retencdo linear. (Cont.)

Parte da Embalagem

. | % Ar
Composto IR2 |RLit.P Igl—?sl’\s/?Y ca
PE TI 1B AV AC VPS PP (OF]
2'6'%]2})1;;2;;";‘&“" 1930 1914 5 - - . R 1
7,9-Di-terc-butil-1-
oxaspiro(4.5)deca- 1934 1929 5 - - - - - - - 0,55
6,9-dieno-2,8-diona
3-[3,5-bis(1,1-
GreleenOC e e s - - - - - - om
metila
Acido palmitico 1961 1962 5 2,86 1,67 1,53 - - - 1,99 7,60
NI 1972 - 5 - - - - - - 2,05 -
NI 1974 - - 0,58 3,60 1,19 - - - - 3,11
NI 1988 - - - 1,81 - - - - - 1,80
NI 1997 - - 0,68 - 1,32 - - - 1,90 0,91
Eicosano 2002 2000 5 9,00 2,19 11,34 - - 1392 - 1,65
NI 2010 - - - - - - - - - 0,74
NI 2020 - 5 - - - - - - - 0,83
2-metil-eicosano 2066 2063 5 - 1,60 - - - - - -
NI 2082 - 3,02 - - - - - - -
Estearato de metila 2131 2130 5 - - 0,99 - - 1,04 - -
NI 2145 - - - - - - - - 1,39
Acido estearico 2169 2180 5 4,04 - 1,99 - - - - 11,23
NI 2177 2171 - - 1,44 - - - - - 0,72
NI 2187 - - 2,15 - - - - - 2,84
Docosano 2201 2200 5 6,46 2,05 10,11 - - 1411 - 1,86
NI 2209 - - - - - - - - 0,69
2"35?&??;?5"' 2245 2220 5 - - - - - - 399
NI 2258 - - - - - - - 2,32 - -
1,8-Diaza-
ciclotetradecano-2,7- 2278 - 3 1,96 20,16 4,95 10,57 - - 23,38 6,04
diona
Tricosano 2300 2300 5 - 2,72 1,27 - - - - 0,55
7-hexil-eicosano 2359 2542 5 - - - - - - - 0,72
NI 2375 - - - - - - - 0,85 - -
NI 2391 - - - - - - - - - 0,58
Tetracosano 2404 2400 5 6,44 11,16 - - 1401 - 1,59
NI 2415 - - - - - - - - - 0,83
NI 2429 - - 3,08 - - - - - - 0,55
NI 2443 - - - - - - - - 1,79 -
NI 2449 - - - - - - - - - 5,43
7-hexil-docosano 2465 2542 5 - - - 2,91 - - - -
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Tabela 1. Compostos semivolateis identificados em CG-EM pela biblioteca de espectros de massa e indice de retengéo
linear. (Cont.)

Parte da Embalagem

Composto IR IRLit.P Igll—? 55;7 Sl
PE TI 1B AV AC VPS PP PS
NI 2539 - - - - - - - - 1,69 -
NI 2576 - - - - - - - 0,86 - -
Hexacosano 2604 2600 5 3,86 - 8,08 - - 1168 - -
NI 2611 - - - 2,94 - - - - - 0,85
NI 2630 - - - - - - - - 1,97 -
11-decil-tetracosano 2667 - 5 - 1,38 - 3,13 - - - -
Heptacosano 2706 2700 5 2,35 - - - - - - -
B'mog‘;ﬁféfﬁ;ato 9 2707 2607 5 . - 08 - - -
NI 2777 - - - - - - - 0,69 - -
Octacosano 2803 2800 5 3,13 - 5,94 - - 8,87 - -
NI 2815 - - - - - - - - 1,67 -
NI 2828 - - - - - - - - - 0,70
NI 2856 - - - - - - - - - 1,81
NI 2911 - - - - - - - - - 0,50
NI 2947 - - 1,65 - - - - - - -
NI 2978 - - - - - - - 0,60 - -
Triacontano 3005 3000 5 2,16 - 4,10 - - 6,36 1,78 -
NI 3042 - - - - - - - - - 0,58
NI 3070 - - - - - - - - - 2,16
NI 3172 - - 0,78 - - - - - - -
Dotriacontano 3205 3200 5 1,42 - 2,59 - - 4,30 - -
NI 3385 - - 0,68 - - - - - - -
Tetratriacontano 3405 3400 5 0,83 - 1,20 - - 2,28 - -
Cecbuitenty M58 3978 : - - - -oouer -
Hexatriacontano 3602 3600 5 - - - - 1,19 - -
NI 3609 - - 0,54 - - - - - - -
NI 3614 - - 0,61 4,97 1,59 6,51 - - 2,77 -
NI 3619 - - - - 1,37 - - - 1,84 -

A predicdo toxicoldgica in silico permite uma classificacdo dos diferentes compostos com respeito
ao potencial mutagénico e carcinogénico, baseada nas diretrizes do ICH M7%°. Nesta avaliacdo, todos
0s compostos encontrados foram classificados como classe 5, exceto para 1,8-Diaza-
ciclotetradecano-2,7-diona, pertencente a classe 3, e dietilenoglicol que €é conhecidamente
carcinogénico, mas ndo mutagénico, ou seja, ndo se enquadra no escopo do ICH M7 e deve ser
controlado no limite da dose téxica mediana (TDso) de 849 mg/Kg/dia't. Todos os compostos devem
ser investigados no medicamento como potenciais lixiviaveis, levando-se em conta que os dados

obtidos s&o provenientes de um estudo de extracdo controlada representativo de pior caso.
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Conclusoes

A analise dos compostos semivolateis presentes no material de embalagem primaria de um spray
nasal, identificou a presenca de 55 compostos, sendo majoritarios os hidrocarbonetos alifaticos,
seguidos de acidos graxos e um mondmero ciclico do Nylon-6.

A avaliacdo de toxicidade dos compostos semivolateis identificados, foi obtida através da predicéo
in silico, indicando que a maioria dos compostos ndo possuem alerta estrutural para mutagenicidade,
ou seja, classe 5. O composto 1,8-diaza-ciclotetradecano-2,7-diona, foi classificado como classe 3 e
0 composto dietilenoglicol é conhecidamente carcinogénico, mas ndo mutagénico, ou seja, ndo se
enquadra no escopo do ICH M7 e deve ser controlado no limite de TDso 849 mg/Kg/dia, sendo a dose
administrada capaz de provocar toxicidade em 50% dos casos. Todos 0Ss compostos serdo
investigados no medicamento como potenciais lixividveis, uma vez que os dados obtidos séo
provenientes de um estudo de extracdo controlada, sendo neste estudo um extrato organico
representativo de pior caso.
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