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RESUMO
As N-nitrosaminas sd8o impurezas que apresentam grupamento quimico N-nitroso
alifatico em sua estrutura quimica R2N-N=0. Essas impurezas formam-se a partir de
reacOes de aminas, amidas ou aminoderivados com agentes nitrosantes. Diante do risco
de carcinogenicidade por exposicao a longo prazo promovido por esse tipo de impureza,
é imprescindivel que se haja o controle de formacdo dessas impurezas em todas as
etapas do processo de fabricagdo de medicamentos. Consequentemente, nos Ultimos
anos agéncias regulatérias no mundo todo, tais como a ANVISA e FDA, tém
estabelecido protocolos para avaliacdo de risco de N-nitrosaminas, com o intuito de
determinar a possibilidade de formacdo de N-nitrosaminas no processo de sintese do
Insumo Farmacéutico Ativo, observando fatores como a combinacdo de reagentes,
solventes, e materiais de partida utilizados, os intermediarios formados, as possiveis
impurezas e produtos de degradacdo. Outras etapas envolvidas na avaliacdo de risco
estdo associadas ao processo fabricagdo do produto acabado, compatibilidade com
excipientes, armazenamento ao longo de todo seu curso Util e possivel degradacdo ou
interacdo com excipientes e material de embalagem. Diante desse contexto, o presente
manuscrito apresenta uma revisdo da literatura para (1) avaliacdo de risco; (2) testes
confirmatorios; e (3) alteracdes pos-registro associadas a formacdo de N-nitrosaminas
em medicamentos. Em paralelo, também foram estabelecidos critérios para avaliagdo

toxicologica de N-nitrosaminas com potencial mutagénico desconhecido.

Palavras-chave: impurezas, N-nitrosaminas, carcinogenicidade, medicamentos,

avaliacdo de risco, alteracGes pos-registro.



ABSTRACT
N-nitrosamines are impurities that have an aliphatic N-nitroso chemical group of
chemical structure R2N-N=0. These impurities are formed from the reaction of amines,
amides or amino derivatives with nitrosating agents. In face of carcinogenicity risk due
to long-term exposure promoted by this type of impurity, it is essential to control the
formation of these impurities at all stages of the drug manufacturing process.
Consequently, regulatory agencies around the world, such as ANVISA and FDA, have
established protocols for risk assessment of N-nitrosamines, in order to determine the
possibility of formation of N-nitrosamines in the API synthesis process, observing
factors such as the combination of reagents, solvents, and starting materials used, the
intermediates formed, the possible impurities and degradation products. Other steps
involved in risk assessment are associated with the manufacturing process of the
finished product, compatibility with excipients, storage throughout its useful life and
possible degradation or interaction with excipients and packaging material. In this
context, the present manuscript presents a systematic review for (1) risk assessment; (2)
confirmatory tests; and (3) post-registration changes associated with the formation of N-
nitrosamines in medications. In parallel, criteria for toxicological evaluation of N-

nitrosamines with unknown mutagenic potential were also established.

Keywords: impurities, N-nitrosamines, carcinogenicity, drugs, risk assessment, post-

registration changes.
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1. Introducéo

Impurezas sdo qualquer componente ndo desejdvel presente no Insumo
Farmacéutico Ativo (IFA) ou no produto acabado que ndo seja o IFA ou 0s excipientes
da formulagdo. Enquanto produtos de degradagédo séo conceituados como impurezas que
podem ser formadas durante a fabricacdo ou o armazenamento dos medicamentos
(ANVISA, 2015). A avaliacéo e classificacdo de toxicidade de impurezas em produtos
farmacéuticos é baseada em critérios internacionais bem estabelecidos (ICH, 2014).
Atualmente o Food and Drug Administration (FDA), European Medicine Agency
(EMA) e International Conference on Harmonisation (ICH) disponibilizam guias para
orientacdo sobre avaliagdo de toxicidade de impurezas. A ICH possui cinco guias que
orientam algumas questdes relativas as impurezas:

e Q1A —Testes de estabilidade em farmacos e produtos novos (ICH, 2003);

e Q3A - Impurezas em farmacos novos (ICH, 2006);

e Q3B - Impurezas em produtos novos (ICH, 2006);

e Q3C - Impurezas: solventes residuais (ICH, 2021);

e Q6A — EspecificacOes: procedimentos e critérios de aceitacdo para farmacos e
produtos novos; substancias quimicas.

A elaboracdo dos guias do ICH Q3A (2006), Q3B (2006) e Q3C (2021)
representou um consenso de como as impurezas devem ser controladas nos produtos
comercializados. Contudo, vérias questdes ndo sdo discutidas, como por exemplo,
niveis aceitaveis de impurezas durante o desenvolvimento e o controle de impurezas
genotoxicas. Neste sentido, o guia ICH M7 foi desenvolvido para definir os critérios
para o estabelecimento de niveis de impurezas mutagénicas ou produtos de degradacéo
que resultem em um risco aceitavel (ICH, 2017).

No Brasil, a RDC n° 53 de 4 de dezembro de 2015 estabelece parametros para a
verificacdo de impurezas (produtos de degradacdo) em medicamentos, para elaboracédo
do perfil de degradacdo correspondente e para a avaliacdo do perfil toxicolégico dos
produtos de degradacdo formados ao longo do prazo de validade de medicamentos
classificados como novos, genéricos e similares. Nesse contexto, estudos de degradacéo
forcada s@o explorados para verificar a formacdo de impurezas através da exposicao do
IFA e produto acabado a condi¢cbes de estresse, como por exemplo, luz, temperatura,
calor, umidade, hidrélise acida/ basica e oxidacdo (ANVISA, 2015). Essa anilise

permite o desenvolvimento de métodos indicativos para estabelecer:
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e Limite de identificacdo: valor acima do qual um produto de degradacéo devera
ter sua estrutura quimica identificada;

e Limite de notificacdo: valor acima do qual um produto de degradacdo devera ser
reportado no estudo de estabilidade;

e Limite de qualificacdo: valor acima do qual um produto de degradacdo devera
ter seguranga bioldgica especificada.

A necessidade de notificacdo, identificacdo e qualificacdo dos produtos de
degradacdo no decorrer do estudo de estabilidade do medicamento deve ser avaliada
com base nos limites estabelecidos no Quadro 1.

Quadro 1. Limites de notificacdo, identificacdo e qualificacdo estabelecidos pela RDC
n® 53/2015 (Fonte: ANVISA, 2015.).

Dose maxima

Limite®
diaria®
Limite de <lg 0,1%
notificacao >1g 0,05%
<lmg 1%
Limite de 1-10mg 0,5%
identificacéo >10mg-2g 0,2%
>2 ¢ 0,1%
<10 mg 1,0% ou 50 pug ATD, o que for menor
Limite de 10 — 100 mg 0,5% ou 200 ug ATD, o que for menor
qualificacao >100mg—-2g9 0,2% ou 3mg ATD, o que for menor
>2 ¢ 0,15%

3Quantidade maxima do insumo farmacéutico ativo administrado por dia; "Limites dos
produtos de degradacdo sdo expressos como a percentagem do insumo farmacéutico
ativo ou como a administracao total diaria (ATD) de um produto de degradacdo; ATD:
administracao total diaria.

Caso o produto de degradacdo identificado ndo apresente toxicidade relevante, o
fabricante devera apresentar justificativa técnica correlacionando o teor de ativo obtido
ao final do estudo de estabilidade e a eficAcia do medicamento, de modo que o teor de
IFA ao final do estudo de estabilidade ainda seja elevado o suficiente para manter a
eficacia do medicamento. Por outro lado, se ndo houver nenhum dado de literatura sobre

a degradagdo do IFA e nos casos em que os dados da literatura indicarem que o0s
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produtos de degradacdo sdo toxicos, o fabricante devera qualificar o(s) produto(s) de
degradacdo, estabelecer os limites aceitaveis. Nos casos em que nenhum dado de
literatura estiver disponivel, o fabricante deverd identificar e qualificar o(s) produto(s)
de degradacdo (ANVISA, 2017).

Diante desse contexto, o objetivo do trabalho foi fazer uma reviséo da literatura
para (1) avaliacdo de risco; (2) testes confirmatérios; e (3) alteracBes pos-registro
associadas a formacdo de N-nitrosaminas em medicamentos. Em paralelo, também
foram estabelecidos critérios para avaliacdo toxicolégica de N-nitrosaminas com
potencial mutagénico desconhecido.

2. N-nitrosaminas

As N-nitrosaminas sdo impurezas carcinogénicas que apresentam grupo N-nitroso
alifatico em sua estrutura quimica R:N-N=0O (Figura 1), que podem estar presentes
numa grande variedade de produtos como alimentos (e.g., bacon, presunto defumado,
salsicha, salame, carne de porco frita, linguica defumada), bebidas, agrotdxicos,
produtos de borracha, cosméticos e medicamentos (IKEDA & MIGLIORESE, 1990;
ANVISA, 2021; DUTRA et. al., 2007). De acordo com o guia ICH M7, as N-
nitrosaminas podem apresentar acentuado potencial carcinogénico, ou seja, capacidade
de danificar o genoma ou a interrupcdo dos processos metabdlicos celulares, e

consequentemente, promover a formacéo de cancer (ICH, 2017).

0
NF
N

RZ/ \R1

Figura 1. Estrutura geral de N-nitrosaminas

2.1. Aspectos histdricos

Os primeiros estudos de investigacdo do potencial toxicoldgico de N-nitrosaminas
datam da década de 1950. A linha do tempo de investigacdo do potencial toxicoldgico
de N-nitrosaminas estd disponivel na Figura 3. Em 1956, Magee e Barnes
demonstraram que a exposicao prolongada a N-nitrosaminas seria a principal causa do
desenvolvimento dos tumores. Nesse estudo, o potencial carcinogénico de

dimetilnitrosamina (DMN) foi comparado com o de outros compostos, como
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tetracloreto de carbono e tioacetamida. Consequentemente, Magee e Barnes
demonstraram que a impureza DMN era capaz de causar uma quantidade muito maior
de necrose e hemorragia hepéatica em ratos, do que 0s outros compostos, além de levar
ao desenvolvimento de tumores hepaticos (MAGEE & BARNES, 1956).

f
|1 B,
- [ Je—
II Presénga de NDMA em
NDELA identificada Publicagdo do medicamentos contendo Presenga de MNP em
em cosméticos ICH M7 valsartana rifampicina
1977 2014 2018 2020

1956 2006 2017 2019 2022
) Relagéo Redugéo dos Reviséo do Publicagdo da RDC n°283 Presenga de
nitrosaminas e o niveis de nitrito em ICH M7 e presenca de nitrosaminas em
surgimento de alimentos Sad nitrosaminas em amitriptilina e losartana
tumores P ) antiulcerosos e - .
< — hipoglicemiantes
_ ! 1
_ =N
p =8 P, S— )
I
ANVISA

Figura 2. Linha do tempo de investigacdo do potencial toxicoldgico de N-nitrosaminas.

Em 1977, a impureza N-nitrosodietanolamina (NDELA) foi identificada pela
primeira vez em cosmeticos. Nesse contexto, emulsificantes como dietanolamina e
trietanolamina, que séo frequentemente utilizados como matérias primas na fabricacédo
de cosméticos, podem ser precursores na formacgédo de nitrosaminas quando combinados
com agentes nitrosantes tais como 0s conservantes 2-bromo-2-nitro-1,3 propanodiol e o
5-bromo-5-nitro-1,3 dioxano (RATH & CANAES, 2009). Embora o risco seja menor,
N-nitrosaminas como o NDELA podem atingir a circulacdo sistémica, através da
absorcdo por via oral ou permeacdo de pele. A NDELA pode se acumular em 6rgéos
como figado e a bexiga, levando a efeitos tdxicos prolongados (FAN et. al., 1977).

Além dos cosméticos, outra importante fonte de exposicdo & por meio da
alimentacdo, devido a presenca do ion nitrito, principalmente nos alimentos
processados, carnes defumadas, chocolates, cereais, 6leos vegetais e bebidas alcodlicas
(CANAES & RATH, 2011; DUTRA; RATH; REYES, 2007). Os vegetais também
podem sofrer contaminagdes por N-nitrosaminas. Nesse caso, a impureza pode entrar
em contato com o vegetal no meio de cultivo ou durante a armazenagem. No cultivo a

contaminacdo pode acontecer por causa de praguicidas e herbicidas contaminados,
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também alguns microrganismos no solo sdo capazes de formar nitrosaminas (CHU; LI,
1993).

Diante do cenario de risco carcinogénico de N-nitrosaminas em alimentos, em
2006 o nivel de nitrito residual permissivel em alimentos foi reduzido para 0,015g/100g
ou 150mg/kg (MAPA, 2006), uma vez que esses agentes nitrosantes, utilizados
principalmente na conservacdo de carnes defumadas e salsichas, pode levar a formacao
das nitrosaminas como nitrosodietilamina (NDEA), nitrosopiperidina (NPIP) e
nitrosopirrolidina (NPIR) (ROSTELATO-FERREIRA et. al. 2017; DUTRA et. al,
2007).

Em 2014, foi publicado pela primeira vez o guia ICH M7 e desde entdo € utilizado
como referéncia para orientar o controle de impurezas mutagénicas, principalmente nos
processos de registro e pos-registro de IFAs e medicamentos. Em 2017, este guia foi
revisto para contemplar um adendo com monografias de impurezas mutagénicas
conhecidas e comumente encontradas durante a sintese de farmacos (ICH, 2017).

Em 2018, medicamentos contendo o farmaco valsartana (antagonistas de receptor
de angiotensina Il) despertaram atencdo de agéncias regulatorias como a ANVISA por
causa da presenca de N-nitrosodimetilamina (NDMA) (ANVISA, 2019).
Posteriormente, outras N-nitrosaminas como N-nitrosodietilamina (NDEA), N-
nitrosodiisopropilamina (NDIPA), N-nitrosoetilisopropilamina (NEIPA) e &cido N-
nitroso-N-metil-4-aminobutirico (NMB), foram detectadas em outros medicamentos
contendo candesartana, irbesartana, losartana e olmesartana (WHO, 2019). As estruturas
quimicas de algumas nitrosaminas detectadas em medicamentos podem ser visualizadas

no Quadro 2.
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Quadro 2. Principais N-nitrosaminas identificadas em medicamentos (Adaptado de:
ANVISA, 2021).

Ingestéo
Estrutura ) ) ) .
e N-nitrosamina Sigla CAS aceitavel
quimica :
(ng/dia)
()\\
2 dimetilnitrosamina NDMA | 62-75-9 96,0
H;C—N
Clly
i cHy ) ) o _ 61445-
)\/\/i , | carboxipropilmetilnitrosamina | NMBA 96,0
o w7 55-4
o ) 924-16-
O dibutilnitrosamina NDBA 3 26,5
H;(‘\/\/,\\/\/CIL
(I‘uz
. o ] ) 16339-
[ j metilnitrosopiperazina MeNP 26,5
N 07-4
('»41
ne—( ‘ N . , 601-77-
4<N_N\\ di-isopropilnitrosamina DIPNA 4 26,5
He cH . o ) 16339-
N\ etilisopropilnitrosamina EIPNA 26,5
0=N CH, 04'1
H;C
N dietilnitrosamina NDEA | 55-18-5 26,5
H:N/ —\L'll;

Diante do risco de formacdo de N-nitrosaminas em medicamentos, em 17 de maio
de 2019 foi publicada a RDC n° 283, que trata sobre a investigacdo, controle e
eliminacdo de N-nitrosaminas potencialmente carcinogénicas em medicamentos
contendo IFAs antagonistas do receptor de Angiotensina Il (AT1) (ANVISA, 2019). A
presenca de N-nitrosaminas em medicamentos contendo sartanas esta associada ao anel
tetraz6lico presente na estrutura quimica de parte dos farmacos desta classe, uma vez

que a sua sintese utiliza nitrito de sddio e solventes aminicos (ou contendo tragos de
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aminas), promovendo assim condi¢des favoraveis a nitrosacéo e formacdo da impureza
NDMA (WHO, 2019).

Apobs o ocorrido, as agéncias reforcaram a pesquisa pelas impurezas em outras
classes de medicamentos. Em 2019 foi relatado a presenga de N-nitrosaminas
medicamentos antiulcerosos (nizatidina e ranitidina) hipoglicemiantes (metformina)
(CMS, 2021). No mesmo ano, a formagdo desses contaminantes foi associada a
materiais de embalagem priméria contendo nitrocelulose (ANVISA, 2021). Diante
desse contexto, em 1° de Abril de 2020, a agéncia FDA determinou que todos os
medicamentos contendo ranitidina fossem retirados dos mercados dos EUA e o Comité
de medicamentos para uso humano da EMA (CHMP, do inglés Committee for
Medicinal Products for Human Use) recomendou a suspensdo de todos o0s
medicamentos contendo ranitidina na Unido Europeia, mesmo que em baixos niveis
(FDA, 2021; EMA, 2020).

Estudos de estabilidade acelerada conduzidos pela FDA demonstraram que niveis
elevados de NDMA em medicamentos a base de ranitidina podem ser detectados apds
duas semanas e que aumentam com o passar do tempo de armazenamento. Essa
degradacdo pode ser acelerada caso o medicamento for armazenado em temperaturas
superiores a temperatura ambiente. (FDA 2020; King et al. 2020). Entretanto, a
formacdo desta impureza carcinogénica esta relacionada ao arranjo cristalografico da
molécula nos IFAs comerciais. A figura 4 apresenta dois tipos de cristais obtidos a
partir de oxalato de ranitidina (a) (KOJIC-PRODIC, B. et. al., 1982) e cloridrato de
ranitidina (b) (MIRMEHRABI, M. et. al., 2004).

Figura 3. Cristais de oxalato de ranitidina (a) e cloridrato de ranitidina (b) (nimero de
depdsito no Cambridge Crystallografic Data Center (CCDC): 1109775).
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Note que na Figura 4a, 0s grupamentos nitro e amina terciaria estdo coordenados
(ligeiramente proximos), favorecendo desta forma a nitrosagdo intramolecular para
formacdo de NDMA. Nesse caso, a molécula sofre uma degradacéo ao longo do tempo
de armazenamento do produto. J& na Figura 4b, a molécula de ranitidina adquiriu
arranjo conformacional diferente, embora 0s grupamentos nitro e amina terciaria
estejam em regides proximas, provavelmente devido a interacdes intermoleculares com
o sal inorganico. Consequentemente, consideragdes a respeito do polimorfismo de IFAs
devem ser levadas em consideragéo para formagdo de N-nitrosaminas.

Em outubro de 2020, a impureza 1-nitroso-4-metilpiperazina (MNP) foi
identificada em lotes de rifampicina, um farmaco utilizado para o tratamento de
tuberculose e outras doencas infecciosas. No entanto, a EMA orientou que 0S riscos
associados a interrupcdo do tratamento com o0 medicamento superavam 0S riscos a
exposicdo a MNP (EMA, 2021).

Em 2022, a agéncia Health Canada orientou a retirada de lotes de medicamentos
contendo o IFA amitriptilina do seu mercado nacional por conter NDMA acima de
limites aceitaveis (GOVERNMENT OF CANADA, 2022). Também em 2022, lotes de
medicamentos contendo losartana potéssica da empresa Sanovi Medley Farmacéutica
foram retirados do mercado por conter as impurezas mutagénicas (SANOFI, 2022).

Diante desse cenario historico, a FDA orienta que os fabricantes tomem as
medidas necessarias para a quantificacdo, reducdo ou remocao dessas impurezas acimas
no limite permitido (CMS, 2021). A EMA, em 2019, publicou um novo capitulo no
documento de perguntas e respostas, Questions and answers for marketing
authorisation holders/applicants on the CHMP Opinion for the Article 5(3) of
Regulation (EC) No 726/2004 referral on nitrosamine impurities in human medicinal
products, descrevendo as causas identificadas, até 0 momento, para a contaminagédo por
nitrosaminas, visando auxiliar os fabricantes para que desenvolvam estratégias de
controle (VITA RELATORY AFFAIRS CONSULTING, 2019).

Assim como as outras agéncias reguladoras internacionais, em 2021, a
ANVISA emitiu o parecer n°5/2021/SEI/GIMED/GGFIS/DIRE4/ANVISA  que
avalia a proposta de RDC sobre a avaliacdo do risco e controle de nitrosaminas
potencialmente carcinogénicas em medicamentos de uso humano, com objetivos
como a avaliagdo do risco de presenca de nitrosaminas em todos o0s

medicamentos do mercado brasileiro, desenvolvimento de métodos analiticos
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sensiveis e seletivos para a pesquisa de nitrosaminas, dentre outros (ANVISA,
2021).

2.2. Condices quimicas e fisicas para formacéo de N-nitrosaminas

As N-nitrosaminas formam-se a partir de reacdes de aminas, amidas ou
aminoderivados com agentes nitrosantes (Figura 5), que sdo compostos que apresentam
grupos NOx em sua estrutura, sendo 0s mais importantes: trioxido de dinitrogénio
(N203), tetréxido de dinitrogénio (NO2/N204), &cido nitroso protonado H:.ONO™ e 6xido
nitrico (NO) (FRATUCCI et. al., 2017). Outros compostos como haletos de nitrosila
(NOCI), nitrosiltiocianato e nitrosofenol, também séo capazes de nitrosar aminas (EMA
2020).

N=—0
a) N—0O N—0O i

// X + // \ - N—O + Hag e H

(0] H (0] H / -

Acido nitroso Acido nitroso o T,”‘?"j‘d‘l d,“

dinitrogénio
H OIN\ O:N\ /H
O—N
N—R2 0—N - » N—R1 o A\
A\ / )
] Trioxido de  © R2 Diéxido de
dinitrogénio nitrogénio
A
O=N H \
N/ N
N—R1 & - / + H
V4 R2—N
R2
R1
Nitrosamina
b) 5
H\ \\
N—0O N—0O N
H H
N—R2 o // . S // X «——> N+ I
s o H o H R2—N

B Acido nitroso Acido nitroso R1

Nitrosamina

Figura 4. Mecanismo reacional (a) e equacdo geral (b) de formacdo de N-nitrosaminas

A nitrosacdo ocorre com maior frequéncia em farmacos contendo aminas
secundarias, terciarias e compostos de amdnio quaternario. Por outro lado, a exposi¢cdo
de farmacos contendo aminas primarias a agentes nitrosantes leva a formacdo de
alquildiazoidroxido (&cido diazdico) por interconversao tautomérica. Esse acido por sua
vez é propicio a desidratacdo na presenca de ions hidrogénio e formacdo de ion
diazdnio, que é rapidamente decomposto em carbocation, liberando nitrogénio (N), e

consequentemente ndo formando N-nitrosaminas (ANVISA, 2021). Outras condigdes
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ndo cléssicas para formacéo de N-nitrosaminas sdo oxidagdo de hidrazinas e formacao a
partir de compostos organometalicos (ANVISA, 2021; EMA, 2020; EMA, 2021).

Nesse sentido, fatores como o pH do meio, presenca de catalisadores ou
inibidores, estrutura e pKa das aminas suscetiveis a nitrosacdo, bem como quantidade
de precursores ou agentes nitrosantes, sdo fundamentais para a formacgdo das N-
nitrosaminas. Por outro lado, agentes estabilizantes frequentemente incorporados em
formulacbes cosméticas (e.g., acido ascorbico, butil-hidroxitolueno, &cido sulfamico,
sulfamato de amonio, acido tanico, a-tocoferol) podem funcionar como inibidores da
nitrosacdo, reduzindo o agente nitrosante. Consequentemente, esses agentes podem
reduzir/eliminar o risco da ocorréncia de N-nitrosaminas, conferindo maior estabilidade
quimica a formulacdo (SHENOY & CHOUGHULEY, 1989; RATH & CANAES,
2009).

Eventualmente, essas impurezas podem ser formadas durante o processo de
sintese de IFAs, podendo ser originadas de contamina¢des com aminas secundarias e
terciarias dos materiais de partida, solventes e reagentes utilizados nesta sintese. Um
exemplo disso, € a formagcdo de NDMA a partir da nitrosacdo do produto de hidrolise
dimetilamina (DMA) do solvente dimetilformamida (DMF) (Figura 6a).

H
0
CH. HaC,
2 )\ CHa * i / ’ ’ \
7~ H" ou OH =
0 N —_— + HN _ N—CHs
| A +H0 HyC OH \ /
CHy CH, N\\
DMF Acido acético DMA o
NDMA
0
b) o (I:H3 [¢] (|;H3
CH. R N —_— N. & (0]
N A +H,0 5 A 6 N
Acido N-metil-4-aminobutanéico NMBA

NMP

Figura 5. (a) Hidrdlise da DMF para formacdo de NDMA e (b) hidrolise de NMP e
formacdo de NMBA (Fonte: ANVISA, 2021).

Outro solvente que pode sofrer hidrolise e gerar um elemento suscetivel a
nitrosacdo € o metilpirrolidona (NMP), que ao formar o 4&cido N-metil-4-
aminobutandico, pode reagir com um agente nitrosante e formar a
carboxipropilmetilnitrosamina (NMBA) (Figura 6b) (Klein, 2017; EMA, 2020). Dadas
essas caracteristicas, a possibilidade de presenca ou contaminacao simultdnea de aminas
e agentes nitrosantes, as condi¢des de sintese dos IFAs (temperatura e pH) devem ser

controladas, de modo que se evite combinag@es criticas que possam levar a formagéao de
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N-nitrosaminas (ANVISA, 2021). Outros exemplos de combinagdes criticas para

formacdo de N-nitrosaminas durante processos de sintese de IFAs estdo elencados no

Quadro 3.

Quadro 3. Exemplos de combinacBes criticas que podem levar a formacdo das
nitrosaminas (ANVISA, 2021).

Fonte da amina

Amina Nitrosada

Nitrosamina formada

_— H.C CH =
N—CH;, g N—Cll,
NaNo:2 H
HyC HyC
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113(7\N _Cly H3C\r\ _CHy Wt
NaNo:2
N,N-dimetilanilina N,N-dimetilanilina
N-metil-N-nitrosoanilina
u,c—\ CH,4 H;C—\ HyC—
N—J N N—\\
HyC NaNo:2 H CHs H3CJ 0
trietilamina dietilamina etenildietilamina
CH,
CH,4 tig B CH,
H,C CH, s I I;C—< CH,
N‘< Hc— CH N
3 3 /
H}CJ CH, NaNo2 O=N CH;
etilbis(propan-2-il)ami ] ] . ]
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CHs
S u;('~< CH, ci,
ll;(“< CH N H,C
N . / ” N
Hy CH
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A formacgdo destas impurezas também pode acontecer de forma enddgena, a partir
de agentes nitrosantes internos do préprio organismo, sendo que essa formagdo ocorre
por causa da ingestdo de precursores da reacao (e.g., nitratos e nitritos). Eventualmente,
a nitritos podem ser protonados em meio acido (e.g., suco gastrico, Figura 7), levando a
formacdo do acido nitroso, que dimeriza originando o tri6xido de dinitrogénio (N203),
que por sua vez reage com aminas levando a formacdo de N-nitrosaminas (LOEPPKY,
2009; PREUSSMAN, 1984). No estdmago, alguns &cidos (e.g., acido ascdrbico, acido
tanico, acido sulfamico) competem com as aminas pelo grupo nitrosante, antagonizando
a producdo de nitrosaminas (IN SILICALL, 2021).

a) NaNO, ——» HNO,+H" : H,0 + NO*
Nitrito de Acido fon
sédio nitroso nitrosonio
H
0]
H 4
b) | HNO, l!J -HX N
N + ™ | \N X |
P NO R N
R1 R2 R2 | N s
o) R1 R2
Amina | | . .
Nitrosamina

Figura 6. Formacdo do ion nitrosénio (a) e nitrosacdo de aminas (b) a partir do nitrito
de so6dio em meio acido (Fonte: ANVISA, 2021).
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Figura 7. Formacdo enddgena.

Por outro lado, as N-nitrosaminas sdo dificeis de decompor em pH neutro ou
fortemente alcalino, pois elas sdo estruturalmente mais estaveis nesses meios. Ja em pH
acido, a molécula de nitrosamina sofre um rearranjo para formacao de diazo hidréxido
que libera uma molécula de agua para formar o cétion diazonio. O céation diazonio
formado se decompde em nitrogénio e carbocation (RODRIGUES et. al., 2018). As
nitrosaminas também podem ser decompostas lentamente ha aldeidos, nitrogénio e

6xido nitroso, ou aminas e acido nitroso, quando expostas a radiacdo ultravioleta
(IKEDA & MIGLIORESE, 1990; RATH & CANAES, 2009).

a)
H
O=N b9 R R
+H* O=—N / +H /
N—R —]—— _— N—N" —_— N=N
/ -H N—R p 4 H'
H / H—O H HO
? Diazo hidroxido
b) R
/R 1
+H™ N—/N +
N=—/N : éﬁ_ R\ +//N % /O\
H* H—0O" it N H H
g \ Cation
Diazo hidroxido H diazénio
©)
B et — oy NN
Cation Carbocation

diazénio

Figura 8. Mecanismo reacional de decomposicéo de N-nitrosaminas em pH acido
(Fonte: RODRIGUES et. al., 2018).
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2.3. Modo de ac¢édo de N-nitrosaminas

As N- nitrosaminas podem ser metabolizadas/biotransformadas por enzimas do
citocromo P450, através de reagdes de hidroxilagdo (Fase I, Figura 2a) com o carbono a
do grupo alquila adjacente ao grupo N-nitroso, levando a formacao de N-hidroxilamina

e posteriormente ion diazonio (eletrofilico).

a) 0, R1 \ / HO

N, o P-450 N—N X + __DNA
N—AN ¥ ) N—N —» R’ ——» R—opnA
X R2 %
R2 R1
N-Nitroso amina Ho
N-Nitroso hidroxiamina
B jj\ i R\
DNA
H;0" N—n _—H o R * N +HO ———— R_—pna
HyC Yy —— )J\ X
| HyC OH OH
R
Alquil di
N-Nitroso amida hig;:?:xidlzm

Figura 9. Mecanismo de (a) metabolizacao e (b) hidrélise de N-nitrosaminas (Adaptado
de: RODRIGUES, R. L. B. et. al., 2018).

N7 e O6 da
guanina

CYP450

Metabolizagdo N1da

adenina

fon
diazénio

N-hidroxilamina

N-nitrosamina

Figura 10. Modo de acdo de N-nitrosaminas.

Em condicBes acidas, tais como a do suco gastrico, estas impurezas também
podem hidrolisar (Figura 2b), levando a formacéo de diazo-alcanos. Estes eletrofilos sdo
capazes promover mutac@es catalisando alteracdes de sitios especificos da dupla hélice
do DNA, ou alquilando bases nitrogenadas nas posi¢des N7 e O6 da guanina e N1 da
adenina (MIRVISH, 1975; RODRIGUES, R. L. B. et. al., 2018). Caso esses adutos de
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DNA formados ndo sejam separados, pode-se ter mutacdo e consequentemente
desenvolvimento de tumores (CARLSON, E. S. et al., 2017). Os danos gerados podem
levar ao surgimento de tumores em diferentes Orgados dependendo da via de
administracdo, dose e espécie animal (RATH & CANAES, 2009).

2.4. Etapas associadas ao risco de formagao de nitrosaminas

Embora as N-nitrosaminas tenham sido detectadas em apenas alguns
medicamentos, é imprescindivel que se haja o controle de formacdo dessas impurezas
em todas as etapas do processo de fabricacdo de medicamentos (FDA, 2021). Essa
avaliacdo do risco baseia-se no Dossié do Insumo Farmacéutico Ativo (DMF, Drug
Master File), bem como a formulagcdo em si, os excipientes utilizados, o material de
embalagem a ser adotado e as Boas Praticas de Fabricagdo (BPF) empregadas no

Processo.

Material de partida
Intermediarios
Rota de sintese

Reagentes
Degradagao
Embalagem

Contaminagao cruzada

PA

Processo
Solventes
Excipientes
Degradacao
Contaminagao cruzada
Embalagem

Figura 2. Etapas associadas ao risco de formacdo de nitrosaminas em insumo

IFA

farmacéutico ativo (IFA) e no produto acabado (PA).

As N-nitrosaminas podem ser formadas a partir de reacdes de hidrélise acida ou
basica com excipientes da formulacdo (e.g., glicolato de amido sddico, croscarmelose
sodica, povidona, crospovidona, lactose) (ANVISA, 2021; EMA, 2020; EMA, 2021).
Além disso, essas impurezas podem ser provenientes do contato do farmaco ou dos
excipientes com outros compostos presentes no produto acabado, como é o caso da
nitrocelulose presente no material que embalagem primaria que pode reagir com aminas
oriundas de excipientes ou da prépria molécula do farmaco, como pode ser visualizado
na figura 12, onde algumas moléculas de principios ativos foram apresentadas
destacando sua estrutura relacionada a formacéo de nitrosaminas (ICH, 2017; ANVISA,
2021).
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Figura 3. Farmacos propensos a formacao de nitrosaminas.

No caso da Losartana e da Valsartana, a formacdo de nitrosaminas esta
relacionada com a sintese do anel tetrazdlico da estrutura quimica. Ja nos casos da
metformina e amitriptilina podemos visualizar a amina terciaria na molécula que pode
ser nitrosada caso entre em contato com algum agente nitrosante da formulagdo ou
embalagem (ANVISA, 2021).

2.5. Avaliacéo do risco toxicolégico de N-nitrosaminas conhecidas

Atualmente, a analise de risco para formagdo de N-nitrosaminas em
medicamentos é baseada nos principios estabelecidos pelo guia ICH Q9 (2015) e no
guia n°® 50 de 2021 proposto pela ANVISA. Mecanisticamente, a analise deve ser
realizada em trés etapas: (1) avaliacdo de risco; (2) testes confirmatorios; e (3)
alteracdes pds-registro. A Figura 10 apresenta uma sintese das etapas relacionadas a

avaliacdo de risco e as acGes necessarias a ser tomadas ap0s essa avaliacado.
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Figura 4. Etapas para a avaliacdo de risco e acdes decorrentes da presenca de
nitrosaminas (Fonte: ANVISA, 2021 adaptado).

Na avaliacdo de risco (etapa 1), deve-se identificar o risco de formacdo de N-

nitrosaminas envolvido no processo de sintese do IFA, observando fatores como a
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combinacdo de reagentes, solventes, e materiais de partida utilizados, os intermediarios
formados, as possiveis impurezas e produtos de degradacdo. A andlise da rota de
sintese do IFA, que pode ser feita pelo fabricante, distribuidor ou fracionador do IFA,
ou ainda pela fabricante do medicamento, caso esta detenha a rota de sintese completa
do ativo. Ademais, 0 risco deve ser determinado para todo o processo fabricacdo do
produto acabado ou durante o armazenamento ao longo de todo seu curso util (e.g.,
possivel degradacdo ou interacdo com excipientes e material de embalagem) (ANVISA,
2021).

Caso na etapa 1 seja identificado o risco de presenca de nitrosaminas, a empresa
deve seguir para a Etapa 2 (realizacdo de testes confirmatorios) para confirmar ou néo a
presenca das impurezas no IFA ou produto acabado. Para a realizacdo desses testes o
fabricante deve utilizar métodos analiticos adequados e sensiveis. Entdo, caso 0s niveis
encontrados nos testes estejam abaixo de 10% do limite de ingestdo aceitavel,
considera-se auséncia de N-nitrosaminas. No entanto, justificativas podem ser cabiveis
quando esses niveis ndo ultrapassarem o limite de 30% (ANVISA, 2021). De acordo
com o guia ICH M7, para cada classe de impureza € necessario um tipo de conduta ou
acdo de controle. Sendo assim, para as impurezas de classe 1 (carcindgenos
mutagénicos conhecidos) deve-se avaliar se a quantidade encontrada durante o0 processo
€ superior aos niveis aceitaveis, caso seja, € necessario avaliar, por exemplo, se durante
0 processo de sintese/fabricacdo do produto existem etapas capazes de eliminar a
impureza, utilizando o célculo do fator de purga aliado aos métodos analiticos para
deteccdo. Ao final do processo de sintese/ fabricacdo, compara-se 0s niveis encontrados
no produto final com os niveis aceitaveis para esse produto especifico e aplica-se
estratégias de controle.

Caso se identifiqgue N-nitrosaminas acima do limite aceitavel, 0s responsaveis
legais dos produtos devem protocolar junto a Anvisa a solicitacdo de recolhimento
voluntario dos lotes afetados. Esta comunicacdo deve ser imediata e a empresa deve
avaliar o risco dessa ingestdo para 0s pacientes e tomar as medidas cabiveis para que se
diminua o risco da exposicdo (ANVISA, 2021). Por altimo, apds a conclusdo da etapa
dos testes confirmatérios, o fabricante deve protocolar junto a agéncia sanitaria as
peticBes pds-registro, quando aplicaveis. Além da inclusdo de testes confirmatorios na
especificacdo do produto, outras alteracBes pos-registro podem ser aplicadas para

reduzir o risco da presenca de nitrosaminas (ANVISA, 2021).
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2.5.1. Avaliagéo do risco toxicolégico de novas N-nitrosaminas

A ICH M7 estabelece que o gerenciamento de risco de seguranca e qualidade no
estabelecimento de niveis de impurezas mutagénicas deve envolver uma revisdo da
literatura e a pesquisa por evidéncias de carcinogenicidade e mutagenicidade bacteriana
(Ames) em bancos de dados. O potencial mutagénico/carcinogénico das impurezas pode
ser classificado em cinco categorias, conforme descrito no Quadro 4 (ICH, 2017;
PEDREIRO, 2016).

Quadro 4. Sistema de classificagio de impureza em relagdo ao potencial
mutagénico/carcinogénico e a¢des de controle (Fonte: ICH, 2017).

Classe Definigao Acdes de controle

. L . Controlar no limite aceitavel especifico para o
1 Conhecidamente mutagénicos carcinogénicos.

componente ou abaixo deste.

Mutagénicos com potencial carcinogénico desconhecido

) (resultado positivo para mutagenicidade em teste com Controlar no limite aceitavel ou abaixo deste
bactérias, sem dado de carcinogenicidade com (TTC apropriado).
roedores).
B Controlar no limite aceitavel ou abaixo deste
Alerta estrutural, sem relagéo com a estrutura da ) )
L . (segundo TTC1 apropriado) ou conduzir
3 substancia do medicamento;

B ensaio de mutagenicidade; se mutagénico =
sem dado de mutagenicidade.

classe 2; se ndo mutagénico = classe 5.

Alerta estrutural, com alerta similar na substancia do
medicamento ou componentes relacionados a substancia . 5 .
4 ) . o Tratar como impureza ndo mutagénica.
do medicamento os quais foram testados e s&o néo-

mutagénicos.

Sem alertas estruturais, ou com alertas
estruturais com dados suficientes para . B .
5 . . Tratar como impureza ndo mutagénica.
demonstrar auséncia de atividade

mutagénica ou carcinogénica.

Threshold of Toxicological Concern (TTC): Termo que define uma ingestdo aceitavel
para algum agente quimico ndo estudado que representa um risco negligenciavel de

carcinogenicidade ou outros efeitos toxicos.

Caso ndo sejam encontradas evidéncias de toxicidade na literatura, uma avaliacéo
toxicologica computacional deve ser realizada usando metodologias de QSAR (do
inglés Quantitative Structure-Activity/Toxicity Relationship) que predizem o resultado
de um ensaio de mutagenicidade bacteriana. De acordo com o ICH M7, duas
metodologias de predicdo que se complementam devem ser exploradas. Uma
metodologia deve ser baseada em regras de especialistas (rule-based expert) e a segunda
metodologia deve ser baseada em QSAR (statistical-based models) (ICH, 2017,
BENIGNI R. & BOSSA C., 2011).
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Os métodos rule-based expert sdo utilizados para verificacdo de alerta estruturais
(subestruturas) frequentemente encontradas em compostos mutagénicos e
carcinogénicos. Os alertas estruturais sdo Uteis para estabelecer regras de Relacéo
Estrutura-Toxicidade (STR, Structure Toxicity Relationship) e quando possivel,
determinar o modo de acdo associado ao desfecho toxicoldégico (MYATT GJ, et al.,
2018). Em paralelo, uma andlise read-across (abordagem rule-based expert) também
pode ser utilizada para avaliacdo toxicoldgica in silico. Esta abordagem avalia o
potencial toxicolégico do composto sob investigagdio com base no indice de
similaridade estrutural com compostos analogos com potencial mutagénico ou
carcinogénico conhecido. Em outras palavras, a avaliacdo toxicoldgica em read-across é
baseada em interpolacdes ou extrapolagdes, de modo que compostos estruturalmente
semelhantes possuirdo potencial mutagénico e carcinogénico semelhantes. (MYATT
GJ, et al., 2018).

Por outro lado, os modelos de QSAR statistical-based séo utilizados para predizer
o0 desfecho toxicoldgico, ou seja, avaliar o potencial mutagénico in vitro de um ou mais
compostos ndo testados frente a cepas de Salmonella typhimurium e Escherichia coli
(teste Ames). Os modelos de QSAR devem obrigatoriamente seguir 0s principios gerais
de validacdo estabelecidos pela Organizacdo para Cooperacdo e Desenvolvimento
Econdmico (OECD), conforme descrito a seguir (OECD, 2004; GAUDIO, A. C. &
ZANDONADE, E., 2001; ARROIO A. et al., 2010):

1) Utilizar uma propriedade bioldgica definida;

2) Utilizar algoritmo ndo ambiguos;

3) Possuir um dominio de aplicabilidade definido;

4) Apresentar medidas adequadas de robustez e previsibilidade;

5) Possibilitar uma interpretacdo mecanistica, se possivel.

Conforme descrito no Quadro 4 e Figura 11, a auséncia de alertas estruturais pelas
duas metodologias complementares (rule-based expert e statistical-based expert) é
suficiente para concluir que a impureza ndo possui potencial mutagénico, e portanto,
nenhum teste adicional precisa ser recomendado. Caso necessario, o resultado de
qualquer analise computacional pode ser revisado com base na experiéncia de
especialistas. Pois, especialistas poderdo fornecer suportes e justificativas adicionais
sobre alguma predicdo para apoiar a concluséo final. Por outro lado, quando a impureza

apresentar resultado positivo de predicdo para mutagenicidade (Classe 3, Quadro 4),
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medidas de controle adequadas devem ser aplicadas utilizando um ensaio experimental

in vitro para avaliacdo de mutagenicidade Ames da impureza (ICH, 2017).

Impurezanéo
mutagénica

( Classe5 I

ﬁ{ Predi¢bes negativas

Alerta estrutural

Predicées

Impurezas

Produto de
degradacao

Carcindgenos

mutagénicos Classe 1

conhecidos

Mutagéncios
com potencial
carcinogénico
desconhecido

Figura 5. Fluxograma para avaliacdo toxicologica de impurezas com potencial

mutagénico desconhecido.

Segundo o guia OECD n° 471, o teste Ames de mutacdo reversa bacteriana é
capaz de detectar a reversdo de mutagdes, devido a restauracdo de capacidade da
bactéria de sintetizar a histidina (um aminoacido essencial). O teste utiliza pelo menos
quatro cepas: cepas de Salmonella typhimurium (TA1535; TA1537 ou TA97a ou TA97,;
TA98; e TAL00) e uma cepa de Escherichia coli (WP2) ou S. typhimurium (TA102).
Entdo uma impureza sera classificada como Ames positivo se apresentar resultado
positivo em pelo menos um dos experimentos com as cepas padrdo. E uma impureza
pode ser classificada como Ames negativo se apresentar resultados negativos em todos
0s experimentos realizados com as cepas padrdo. Um ensaio de mutagenicidade Ames
negativo, conduzido adequadamente, anularia qualquer potencial mutagénico associado
a impureza investigada (Classe 3), e nenhuma outra avaliacdo de genotoxicidade seria
recomendada. Nesse caso, a impureza poderia ser considerada ndo mutagénica (Classe
5, Quadro 4) (ICH, 2017).

Caso o0 resultado do teste de mutagenicidade seja positivo, realiza-se uma
avaliacdo de risco adicional e/ou medidas de controle (Classe 2, Quadro 4). Por
exemplo, quando os niveis da impureza ndo podem ser controlados em um limite

aceitavel apropriado, recomenda-se que a impureza seja testada em um ensaio de
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mutacdo genética utilizando modelos animais (in vivo), que irdo embasar e apoiar a

definicdo de limites aceitaveis de exposi¢do da impureza investigada (ICH, 2017).

3. Conclusao

As N-nitrosaminas fazem parte de uma lista de substdncias monitoradas
internacionalmente por causa do seu potencial mutagénico e carcinogénico. No entanto,
0 tempo e os niveis de exposicdo sdo importantes para a avaliagdo do risco de
desenvolvimento de um cancer. E essencial a avaliagio e monitoramento dessas
substancias nos Insumos Farmacéuticos Ativos e medicamentos, adotando estratégias de
controle capazes de mapear todas as etapas do processo de fabricacdo de um
medicamento. E necessario atencdo aos intermediarios do processo, materiais de
embalagem e Boas Praticas de Fabricacdo, para garantir que o paciente ndo seja exposto

a niveis acima do permitido ao utilizar um medicamento.
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