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RESUMO

KRABBE, M. C. Nitrosaminas em medicamentos: passado, presente e futuro —
um olhar regulatério. 2022 n° 1323-22. Trabalho de Conclusdo de Curso de
Farmacia-Bioquimica — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de Sao
Paulo, S&o Paulo, 2023.

Palavras-chave: nitrosaminas, ANVISA, regulamentagao, impurezas, ICH M7

As nitrosaminas sdo um grupo de compostos potencialmente carcinogénicos
presentes como impurezas em farmacos. Discussdes sobre nitrosaminas em
medicamentos tém ganhado destaque no cenario mundial desde 2018, quando a
agéncia reguladora americana FDA determinou o recolhimento de lotes do
medicamento valsartana devido a presenca de um tipo de nitrosamina. Desde entao,
embasados em conhecimentos constantemente atualizados acerca do tema, esforgos
regulatérios tém movimentado o setor farmacéutico em prol do estabelecimento de
melhor controle dessas impurezas.

O presente trabalho tem como objetivo reunir os aspectos histéricos
relacionados ao assunto, estabelecer o status regulatério atual e, entao, analisar o
cenario para identificacao de desafios e possiveis tendéncias futuras sobre o controle
de nitrosaminas em medicamentos. Como base para busca e analise, foram utilizados
guias regulatorios das agéncias ANVISA, EMA e FDA, além de bibliografia relacionada
as principais observacgdes e descobertas do setor regulado e a agdes relevantes de
agéncias reguladoras.

Desde o primeiro recolhimento de lotes contaminados em 2018, mudangas no
cenario regulatério tém acontecido acompanhando as novas descobertas. Frente a
complexidade do tema, derivada principalmente das diversas possiveis fontes de
contaminagado por nitrosaminas, o setor regulado precisa superar diversos desafios
nao apenas na analise de risco tedrica, mas também durante a realizacdo de testes
confirmatorios. Nesse contexto, se faz importante a atuagdo conjunta das agéncias
reguladoras a fim de que as diretrizes sejam constantemente atualizadas, e através

desses esforgos, haja continuidade na promogao de saude e seguranga a populagao.



ABSTRACT

Nitrosamines are a group of potentially carcinogenic compounds present as
impurities in drugs. Discussions about nitrosamines in medicines have gained
prominence on the world stage since 2018, when the American regulatory agency FDA
determined the recall of batches of the drug valsartan due to the presence of a type of
nitrosamine. Since then, based on constantly updated knowledge on the subiject,
regulatory efforts have moved the pharmaceutical sector in favor of establishing better
control of these impurities.

The present work aims to bring together the historical aspects related to the
subject, establish the current regulatory status and then, analyze the scenario to
identify challenges and possible future trends on the control of nitrosamines in
medicines. As a basis for the search and analysis, regulatory guidelines from ANVISA,
EMA and FDA were used, as well as bibliography related to the main observations and
findings of the regulated sector and relevant actions by regulatory agencies.

Since the first recall of contaminated batches in 2018, changes in the regulatory
scenario have taken place in line with new discoveries. Faced with the complexity of
the subject, mainly derived from the various possible sources of contamination by
nitrosamines, the regulated sector needs to overcome several challenges, not only in
the theoretical risk analysis, but also during the performance of confirmatory tests. In
this context, it is important for the regulatory agencies to work together so that the
guidelines are constantly updated, and through these efforts, there is continuity in the
promotion of health and safety to the population.



1. INTRODUGAO

Na Resolugao da Diretoria Colegiada (RDC) n° 53 de 2015, a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define impureza como “qualquer componente
presente no insumo farmacéutico ou no produto terminado que ndo seja o insumo
farmacéutico ativo nem o(s) excipiente(s)”. As nitrosaminas (ou N-nitrosaminas) sao
impurezas nao restritas apenas a medicamentos e insumos farmacéuticos, mas que
também podem ser encontradas em alimentos e até mesmo na agua; além disso,
estdo presentes na fumacga provinda da queima do tabaco (BARTSCH &
MONTESANO, 1984). Estes compostos sao moléculas de esqueleto R2N-N=0O e
podem ser obtidos por uma série de reagdes quimicas (PATAI, 1982), sendo mais
comum sua obtengdo a partir de aminas na presenga de um agente nitrosante — por

exemplo, nitrito de s6dio em meio acido (Esquema 1):

Esquema 1 — Formagao de uma impureza nitrosamina.
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Fonte: Adaptado de FDA, 2021.

Impurezas dessa classe podem apresentar elevadas mutagenicidade e
carcinogenicidade e, nessa condigao, estariam diretamente relacionadas ao aumento
no risco de desenvolvimento de cancer na populagéo (FDA, 2020). O guia M7(R2) do
ICH (do inglés International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use) define diretrizes para avaliacao de impurezas DNA-
reativas (mutagénicas) em produtos farmacéuticos, e determina que compostos com
o grupamento quimico N-nitroso fazem parte da chamada “coorte de preocupacgao”
por terem potencial altamente mutagénico (TEASDALE et al., 2022). Isso implica que,
para nitrosaminas cujos dados de carcinogenicidade ndo s&o conhecidos, o valor
padrao de 1,5 ug/dia para o TTC (threshold of toxicological concern, que corresponde
ao nivel de exposi¢ao humana a determinada substancia que € considerado de risco

toxicologico insignificante) ndo é aplicavel. Isso ocorre porque a poténcia mutagénica



de nitrosaminas pode superar a dos demais compostos mutagénicos (EFSA & WHO,
2016).

Embora a toxicidade de nitrosaminas seja conhecida ha décadas (MAGEE &
BARNES, 1956), a descoberta dessas impurezas em medicamentos tem causado
grande preocupagao por representar risco significativo para a saude publica, uma vez
que podem estar presentes em medicamentos de uso crbnico e/ou em altas
quantidades. Por essa raz&do, a deteccdo e prevengdo de nitrosaminas em
medicamentos € uma questao critica para a seguranga dos pacientes e para a saude
publica em geral.

Apesar de os niveis de nitrosaminas em medicamentos, quando presentes,
serem comparaveis ou até inferiores aos presentes em alimentos (SONG & HU, 1988),
€ importante ressaltar o carater de uso dos primeiros. Medicamentos s&o utilizados
para tratamento de doencas e, portanto, seu uso nao € opcional para aqueles que o
fazem. Alimentos em seus diversos tipos, no entanto, sdo consumidos conforme
escolha pessoal. Dessa forma, se faz necessario que agéncias reguladoras garantam
aos usuarios de medicamentos o maximo nivel de seguranga. Sendo possivel
estabelecer um controle adequado para as impurezas nitrosaminas, € papel ativo
dessas agéncias que haja superagéao do beneficio sobre o risco (ICH E6(R2), 2016),
garantindo mitigacao de riscos evitaveis.

Alguns mecanismos de agao foram propostos para explicar o elevado potencial
carcinogénico desses compostos (AGLIO et al., 2022). Uma das principais vias de
mutagenicidade € a de oxidagao in vivo de nitrosaminas pelas enzimas do citocromo
P450, que gera agentes alquilantes de alta reatividade e afinidade pelo DNA levando
a danos genéticos e mutacdes possivelmente causadoras de tumores (OMS, 2010).
Para essa via, um possivel agente alquilante obtido é o ion diazénio (BEARD &
SWAGER, 2021), cujo mecanismo de formagao a partir de uma nitrosamina esta
ilustrado no Esquema 2. Estudos descritos pela IARC (/nternational Agency for
Research on Cancer) sugerem que o tipo de cancer, bem como o local no qual a
doenca pode se desenvolver, dependem da ativagao diferenciada desses compostos
no figado e da prépria estrutura da nitrosamina em si (OMS, 2010). Outros estudos
demonstraram haver relagao entre ingestdo de alimentos conhecidos pela presenca
dessas impurezas — como carnes curadas, bacon, e cervejas — e 0 aumento de risco
de desenvolvimento de cancer e outras doencas graves, como Alzheimer (LI &
HECHT, 2022; MONTE, 2009).



Esquema 2 — Formagéao do ion diazdnio a partir de uma nitrosamina.
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Fonte: Adaptado de BEARD & SWAGER, 2021.

Em 2018, o assunto “nitrosaminas em medicamentos” ganhou destaque a partir
do recolhimento de lotes de medicamentos com o principio ativo valsartana pela
agéncia de saude americana FDA (Food and Drug Administration) devido a
identificacdo de contaminacao pela impureza N-nitroso-dimethylamine (NDMA) pelo
fabricante do IFA (insumo farmacéutico ativo), Zhejiang Huahai Pharmaceutical Co.
Ltd. A partir de entdo, outros farmacos nao pertencentes a classe das “sartanas”
também passaram a ser investigados, como a ranitidina e a metformina, e os principais
fatores de risco para formacéao de nitrosaminas comegaram a ser identificados.

No Brasil, apenas em 2019, foram inspecionados 111 produtos de 30 industrias
farmacéuticas diferentes. A partir disso, 31 acdes sanitarias foram realizadas; entre
elas, suspensodes, interdigdes e recolhimentos de medicamentos (ANVISA, 2022).
Ainda em 2019, a ANVISA publicou no DOU (Diario Oficial da Unido) a RDC n°
283/2019, que dispbe sobre investigagdo, controle e eliminagdo de nitrosaminas
potencialmente carcinogénicas em antagonistas de receptor de angiotensina Il
(ANVISA, 2019).

Em agosto de 2020, a agéncia europeia EMA (European Medines Agency)
publicou o guia n° EMA/409815/2020 com uma abordagem estilo “Perguntas e
Respostas” contendo orientagdes para o setor regulado relacionadas ao tema de
nitrosaminas em medicamentos. Este guia é constantemente atualizado e, até a data
de finalizagao desta monografia, encontra-se em seu 15° versionamento.

No mesmo ano, a ANVISA lancou o “Programa Especial de Monitoramento de
Nitrosaminas em Medicamentos”, com o objetivo de aprofundamento das
investigacdes relacionadas a presencga de nitrosaminas em IFAs. Em linha com os
conhecimentos da época, amostras de medicamentos e dos proprios insumos
isolados losartana e valsartana foram analisados pelo Instituto Nacional de Controle
de Qualidade em Saude (INCQS). As observagbdes foram publicadas em painel

interativo pela agéncia. No ano seguinte, a ANVISA publicou a primeira versao do guia



n°® 50/2021, o qual orienta sobre o controle de nitrosaminas em IFAs e medicamentos
e atualmente encontra-se em sua segunda verséo.

Apos extensos estudos, investigagoes, e contribui¢des do setor regulado, da
academia e de outras agéncias reguladoras, em abril de 2022 a ANVISA publicou a
RDC n° 677/2022, a qual dispde sobre analise de risco e controle de nitrosaminas
potencialmente carcinogénicas em IFAs e medicamentos de uso humano, vigente a
partir de junho do mesmo ano. Assim, de forma mais abrangente que a RDC anterior
e em convergéncia com os conhecimentos atuais sobre causas raiz da contaminagao
de medicamentos por nitrosaminas, passou a ser preconizada avaliacdo de risco
individual quanto a presenga dessas impurezas em cada medicamento.

Nesse tipo de analise, deve ocorrer investigagao teorica e tomada de decisao,
se aplicavel, considerando aspectos essenciais dos 3 principais componentes do

produto acabado: o IFA, os excipientes e o material de embalagem (ANVISA, 2022).

2. OBJETIVO

Acerca do assunto “nitrosaminas em medicamentos”, essa monografia propde
como obijetivos: (i) evidenciar os aspectos historicos e regulatérios ja conhecidos
sobre o tema, (ii) estabelecer o cenario atual, e (iii) prospectar possiveis tendéncias
regulatérias a partir da observagdo da conduta técnica adotada por agéncias
sanitarias, bem como através da identificacdo de eventuais dificuldades no esquema

atual de controle dessas substancias.

3. METODOLOGIA

A presente monografia consiste em uma pesquisa bibliografica acerca do tema
“nitrosaminas em medicamentos”. Foram considerados como fonte para averiguagéo:
artigos cientificos, normas sanitarias (RDCs e oficios), guias regulatorios e noticias
que tratam de aspectos historicos, atuais ou acerca de perspectivas sobre o objeto

deste trabalho.



Assim, realizou-se um levantamento de fatos relacionados ao tema e
estabeleceu-se através da observacdo de agdes de agéncias sanitarias —
principalmente FDA, EMA e ANVISA - o status regulatério atual acerca do controle de
nitrosaminas em medicamentos.

Pretendeu-se, também, tecer uma analise da situagdo atual e da perspectiva
futura do assunto, levando em consideracdo quais sdo os principais desafios
encontrados — tanto pelo setor regulado como pelo 6rgao regulador — frente a

regulamentacao vigente sobre o tema.

4. DISCUSSAO

4.1 Analise de risco

Conforme ja apresentado, em 2022 a ANVISA publicou a RDC 677/2022, a qual
dispbe sobre analise de risco e controle de nitrosaminas potencialmente
carcinogénicas em IFAs e medicamentos de uso humano. A norma se aplica a
medicamentos e IFAs regularizados — ou seja, produtos do portfélio de industrias
farmacéuticas sem escopo de regularizacdo — e a novas peti¢cdes de registro e pds-
registro de medicamentos e IFAs.

De forma pratica, é possivel estabelecer trés etapas durante a analise de risco
quanto a presenca de nitrosaminas em medicamentos. Na primeira etapa deve ocorrer
a avaliacdo de risco tedrica, sendo seu resultado essencial para definicido se sera
necessario também seguir pelas préximas duas etapas. Para a etapa 2, devem ser
realizados testes confirmatorios. Finalmente, apds os resultados obtidos da etapa 2,
verifica-se a aplicabilidade de implementacdo de alteracbes pds-registro e/ou
controles adequados, o que corresponde a etapa 3.

Na etapa 1, alguns fatores centrais devem ser considerados: a rota de sintese
do IFA e seu processo produtivo, o processo produtivo do medicamento, além das
condicbes de armazenamento adotadas para ambos (embalagem e
acondicionamento). Além disso, € importante mencionar aspectos relacionados a
contaminagao cruzada entre processos, tanto durante a sintese do IFA como na
formulacédo do produto acabado. Assim, através da integracéo entre informagdes do

IFA, excipientes, processo de fabricagdo e embalagem (Figura 1), estabelece-se o
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real cenario quanto a possibilidade de nitrosaminas serem formadas e identificadas
(ANVISA, 2022).

Figura 1 — Aspectos importantes a serem considerados na avaliagao de risco.

Processo
Material de partida Solventes
Intermediarios

Avaliagao de risco
Degradagao
Rota de sintese

b B Exciplentes

Embalagem

Fonte: ANVISA, 2022.

O guia n°® EMA/409815/2020 descreve os principais fatores de risco ja
identificados para formacéao de nitrosaminas, sendo esse constantemente atualizado.
Esses fatores de risco sao relacionados ao processo produtivo do IFA, ao produto
acabado e a aspectos de boas praticas de fabricagao:

— Uso de sais e ésteres de nitrito ou outros agentes nitrosantes na presenca
de aminas secundarias ou terciarias na mesma ou em diferentes etapas do
processo;

— Formagao de nitrito por oxidagao de hidroxilamina ou liberagéo de nitrito de
precursores nitro-aromaticos na presenca de aminas secundarias ou
terciarias na mesma ou em diferentes etapas do processo;

— Uso de agua desinfetada (cloragéo, cloraminagao, ozonizagao) na presenca
de aminas secundarias ou terciarias na mesma ou em diferentes etapas do
processo;

— Oxidacdo de hidrazinas, hidrazidas e hidrazonas por hipoclorito, ar,
oxigénio, ozbénio e peroxidos durante o processo produtivo ou
armazenamento; uso de matérias-primas contaminadas no processo
produtivo do IFA;

— Uso de materiais reciclados ou recuperados contaminados;
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Uso de materiais de partidas e intermediarios contaminados fornecidos por
empresas que usam processos ou mateérias-primas que podem conter
nitrosaminas ou agentes nitrosantes residuais;

Carreamento de nitrosaminas geradas deliberadamente durante o processo
produtivo;

Reagdo de nitrogénio funcionalmente nitrosavel em IFAs ou suas
impurezas/degradantes com agentes nitrosantes presentes em
componentes do produto acabado durante formulagdo ou armazenamento;
Processos de degradacao de IFAs, incluindo aqueles induzidos pela prépria
reatividade inerente ou pela presenca de agentes nitrosantes exogenos;
Oxidagdo de hidrazina ou outros grupos funcionais contendo amina
presentes em IFAs ou suas impurezas/degradantes durante processo
produtivo/formulagdo ou armazenamento;

Uso de certos materiais de embalagem (ex.. componentes com
nitrocelulose);

Reacédo de lixiviagdo de aminas de resinas de troca anidnica de aménio
quaternario com agentes nitrosantes presentes na fase liquida;
Contaminacdo cruzada devido a diferentes processos ocorrerem
sucessivamente em uma mesma linha produtiva;

Carreamento de impurezas entre processos devido a erros relacionados ao
operador ou auséncia de instru¢des do processo produtivo;

Uso de materiais recuperados ou reciclados contaminados para os quais a
recuperacao € terceirizada por empresas sem conhecimento acerca do
material processado; processos de recuperacdo carreados em

equipamentos nao dedicados para isto.

Devido aos fatores de risco serem diversos e oriundos de multiplas fontes, é

plausivel que em determinados casos ndo seja possivel mitigar o risco de formagao

de nitrosaminas apenas durante avaliacdo teérica dos aspectos expostos. E

importante mencionar que, caso identificado risco, este deve ser notificado

imediatamente a ANVISA. Assim, inicia-se a etapa 2, na qual testes confirmatérios

sdo conduzidos com o objetivo de mitigar o risco apontado em avaliagao tedrica ou

verificar se esse de fato é real e possivel.
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Para a realizagdo da etapa 2, as principais técnicas analiticas recomendadas
para analise de nitrosaminas s&o as cromatografias liquida e gasosa, ambas
acopladas a espectrometria de massas (abreviadas como LC-MS e GC-MS,
respectivamente). Atualmente, as agéncias EMA, FDA e Health Canada dispdem de
meétodos analiticos ja desenvolvidos, validados e publicados, os quais sdo aplicaveis
para conducdo dos testes comprobatorios para algumas nitrosaminas em
determinadas matrizes. Apesar de a ANVISA dispor de diretrizes gerais sobre
meétodos analiticos publicadas no guia n° 50/2021, a Farmacopeia Brasileira ainda nao
descreve qualquer método analitico especifico até a data da finalizacdo desta
monografia.

Nesse cenario, € importante ressaltar que embora os métodos descritos sejam
identificativos, deve-se considerar que nitrosaminas possuem uma gama de estruturas
variadas. Como exemplo, parte delas pode ser derivada da prépria estrutura do IFA,
sendo essas chamadas de “API-like” ou NDSRIs (Nitrosamine drug substance-related
impurities). Dessa forma, o desenvolvimento de método deve ser adequado para cada
matriz, assim como para cada principio ativo. Além disso, € necessario que a
metodologia seja validada conforme as diretrizes da RDC 166/2017.

Os guias n° EMA/409815/2020 e n°® 50/2021 listam os limites seguros e
permitidos para N-nitrosaminas especificas ja conhecidas (quando presentes de forma
isolada) com base em dados toxicoldgicos (Tabela 1). Com relagao ao guia da EMA,
€ importante mencionar que a relagao das impurezas e seus limites fazem parte de

suas atualizacoes.

Tabela 1 — Limites diarios para N-nitrosaminas isoladas conhecidas.

N-nitrosamina TTC (ng/dia) Fonte
N-Nitrosodimethylamine 96,0 -
N-Nitrosodiethylamine 26,5 -

N-Nitrosoethylisopropylamine 26,5 -

N-Nitrosodiisopropylamine 26,5 -
N-Nitroso-N-methyl-4-

. : . 96,0 -
aminobutyric acid
1-Methyl-4-nitrosopiperazine 26,5 Rifampicina
N-Nitroso-di-n-butylamine 26,5 -
N-Nitroso-N-methylaniline 34,3 -
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N-Nitrosomorpholine 127 -

N-Nitrosovarenicline 37,0 Vareniclina
N-Nitrosodipropylamine 26,5 -
N-Nitrosomethylphenidate 1300 Metilfenidato
N-Nitrosopiperidine 1300 -
N-Nitrosorasagiline 18 Rasagilina

7-Nitroso-3-(trifluoromethyl)-
5,6,7,8-tetrahydro[1,2,4] 37 Sitaglitptina
triazolo- [4,3- a]pyrazine

N-Nitroso-1,2,3,6-

tetrahydropyridine 37 B
N-Nitrosonortriptyline 8 Amitriptilina, nortriptilina
N-Methyl-N- 8 _
nitrosophenethylamine
N-Nitrosodabigatran 18 Dabigatrana
4-(Methylnitrosoamino)-1-(3-

- 100 -
pyridinyl)-1-butanone
N-nitrosoduloxetine 100 Duloxetina
N-nitroso-fluoxetine 100 Fluoxetina
N-nitrosoparoxetine 1300 Paroxetina
N-nitroso-diphenylamine 78000 -
N-nitroso-mefenamic acid 78000 Acido mefenamico
N-nitroso-pyrrolidine 1700 -
N-nitroso-diethanolamine 1900 -

Fonte: Adaptado de EMA, 2023 e ANVISA, 2022.

A partir desses dados, € possivel calcular o limite maximo para cada
nitrosamina quando sua formagao for possivelmente identificada em determinado

produto acabado, considerando a dose diaria do farmaco (Equacao 1):

Equacao 1 — Calculo de limite maximo para uma impureza nitrosamina.

n
TTC (2

. . . m
Dose maxima diaria do farmaco (d—lfg)

Limite maximo (ppm) =

De forma geral, para impurezas nitrosaminas até entdo “desconhecidas”, ou
seja, ainda nao listadas no guia anteriormente referido, € utilizado o TTC de 18 ng/dia.

Este valor é derivado de uma base de dados sobre poténcia carcinogénica de 45
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nitrosaminas da empresa de toxicologia Lhasa Limited (Lhasa Limited, 2020). No guia
n° EMA/409815/2020 consta ainda um limite temporario de ingestao diaria aceitavel
de 178 ng/dia (nitrosaminas totais) que pode vir a ser aceito em casos em que haja
quantidades conhecidas de amina e agente nitrosante disponiveis.

Nos casos em que mais de uma impureza nitrosamina € identificada, € possivel
utilizar duas possiveis abordagens para definicdo dos limites, conforme descrito no
guia n° 50/2021 (ANVISA, 2022):

“Opgédo 1: a soma de todas as nitrosaminas presentes no produto néo
deve ultrapassar o limite de aceitagdo referente a nitrosamina mais
potente dentre as presentes.

Opcéo 2: os limites individuais de cada nitrosamina sao ajustados para
assegurar que o risco total da exposi¢cdo a elas néo ultrapasse o risco

negligenciavel.”

Sendo confirmada a presenca de impurezas nitrosaminas no IFA ou no
medicamento durante a condugdo dos testes confirmatérios, uma estratégia de
controle adequada para estes compostos deve ser implementada, o que corresponde
a etapa 3. Caso os resultados observados estejam dentro dos limites propostos, cabe
ao fabricante de IFA e/ou ao fabricante do medicamento seguir(em) conforme
orientado pela ANVISA:

“I - inclusao do teste critico de controle de nitrosaminas no medicamento;
Il - inclusdo do teste de controle de nitrosaminas no IFA com CADIFA;
ou

Il - inclusao do teste de controle de nitrosaminas no IFA sem CADIFA.”

Entretanto, caso impurezas nitrosaminas sejam identificadas acima dos limites
estabelecidos, € necessario que a empresa suspenda imediatamente a distribuicdo e
comercializacdo dos medicamentos ou IFAs envolvidos e apresente as informacdes
relevantes a ANVISA por meio de peticionamento em acordo com o artigo 12 da RDC
677/2022 (ANVISA, 2022).

Em relagdo aos produtos de portfélio sem escopo de regularizagao previsto

(pbs-registro), a ANVISA estabeleceu que é necessario o desenvolvimento de uma
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matriz de risco relacionada a presenca de nitrosaminas nos medicamentos com
registro concedido a cada empresa, classificando-os entre os niveis de risco “muito
alto”, “alto”, “médio”, “baixo” e “muito baixo”. Sugere-se categorizagdo a partir do

modelo abaixo (Tabela 2):

Tabela 2 — Sugestdo de matriz para categorizacdo de risco.

Duragao do tratamento
Dose maxima diaria
>1 ano 1a 12 meses <1 més
> 1000 mg Muito alto Alto Médio
100 a 1000 mg Alto Médio Baixo
<100 mg Médio Baixo Muito baixo

Fonte: Adaptado de ANVISA, 2022.

Em acordo com a RDC 677/2022, para os produtos classificados sob risco
“‘muito alto”, o prazo de transitoriedade para conducao da etapa 1 encerrou-se em
01/03/2023. Para os produtos classificados como risco “alto”, o prazo vale até
01/06/2023, enquanto para os demais produtos a adequagdo € necessaria até
02/06/2025. Entretanto, também foi estabelecido que a ANVISA pode solicitar
avaliacao de risco em momento anterior ao previsto, a depender do tipo da nitrosamina
e de critérios internos da agéncia. Os prazos relacionados as etapas 2 e 3 iniciam-se
imediatamente apds a identificacdo do risco, e contam com 36 meses adicionais para
aderéncia as diretrizes da norma e adequacao.

A partir dos paragrafos anteriores, € possivel observar a complexidade das
etapas de identificagdo, confirmacéo e gerenciamento do risco relacionado a presencga
de nitrosaminas em medicamentos. Neste cenario, diversos desafios tém sido
evidenciados por profissionais, empresas e O&rgaos reguladores diretamente

envolvidos nesse processo.

4.2 Principais desafios

A descoberta inicial de contaminagao de valsartana pela nitrosamina NDMA em
2018 é um bom exemplo de um dos principais desafios relacionados ao tema
nitrosaminas em medicamentos. A prépria natureza do trabalho investigativo, a partir

do qual ndo se sabe quais s&o os possiveis riscos a serem identificados ao longo do
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processo, acarreta a avaliacdo uma complexidade superior as dos demais tipos de
avaliagbes previstas na rotina de uma industria farmacéutica (como por exemplo
avaliacao de solventes residuais).

Paralelamente, os niveis encontrados para nitrosaminas em IFAs e
medicamentos sdo esperadamente baixos em relagdo a impurezas organicas
ordinarias. Desse modo, a complexidade de identificacdo e qualificacdo dessas
impurezas — com niveis que podem chegar a ppb (parts per billion) — em termos
analiticos é bastante dificultosa, se fazendo necessarios métodos ultrassensiveis
(MOSER et al., 2023).

Com o aumento expressivo na necessidade de realizagao desses testes a partir
das diretrizes da RDC 677/2022, surge também o desafio de aquisicdo de
equipamentos e investimento em tecnologia na mesma velocidade. De forma similar,
a partir do estabelecimento dos prazos ja abordados anteriormente, urge a
necessidade de que os testes sejam conduzidos a tempo.

Outro aspecto relevante com relagao as dificuldades analiticas encontradas
durante a etapa 2 é que os compéndios oficiais como o EDQM (European Directorate
for the Quality of Medicines & HealthCare) s6 dispdem de alguns padrbes de
referéncia para nitrosaminas, como N-nitroso-dibutylamine, N-nitrosodiethylamine, N-
nitroso-diisopropylamine e N-nitroso-dimethylamine. Enquanto isso, padrbes de
referéncias para novas impurezas nitrosaminas, como as NDSRIs, nao estéo
disponiveis no mercado, dificultando assim ndo apenas o processo de
desenvolvimento de métodos analiticos, mas a sua validagdao (ROSE, 2022).

Ainda em relacdo a metodologia analitica, a técnica empregada pode afetar o
valor encontrado, dificultando o estabelecimento do racional necessario para
conclusdo das etapas 2 e 3. Wichitnithad et al. (2023) comentaram sobre essa
possibilidade durante a realizagcao de testes confirmatérios em IFAs utilizando
diferentes equipamentos. Conforme relatado, considerando metodologias validadas,
niveis de NDMA em metformina e ranitidina nao foram detectados em equipamento
de LC-MS/MS, enquanto nas técnicas de HS-GS/MS e GC-MS foram observados
niveis residuais da impureza. A hipotese apresentada € que, devido a utilizagao de
condigdes cromatograficas de altas temperaturas nos equipamento de HS-GS/MS e
GC-MS, os insumos podem ter se convertido de forma imediata a impureza NDMA

durante a injecao da amostra (Esquema 3).
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Esquema 3 — Representagéo da degradacgéo de ranitidina e metformina a NDMA.
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Fonte: WICHITNITHAD et al., 2023.

De forma similar, Lee et al. (2021) reportaram que os niveis “artificiais” de
NDMA identificados em insumos como ranitidina, nizatidina e metformina podem
aumentar a depender do tempo e temperatura de incubagao e armazenamento das
amostras, o que corrobora com o que foi observado por Wichitnithad et al. Nesse
contexto, ha necessidade de que os profissionais e especialistas, bem como os 6rgaos
reguladores, estejam constantemente atualizados acerca das mais diversas
possibilidades de riscos relacionados — sejam eles reais ou ndo — a formagao de
nitrosaminas. Requer-se das partes envolvidas conhecimento detalhado sobre o IFA,
processos produtivos do medicamento, impurezas e conhecimento avangado em
multiplas areas da quimica. Mesmo assim, conforme evidenciado, a identificacéo de
causas raiz para riscos relacionados a presenga de nitrosaminas € um dos principais
“efeitos surpresa” do processo de avaliagdo, pois a cada nova observagao e estudo
de caso, novas tendéncias podem ser identificadas (MOSER et al., 2023).

Com relagdo aos limites de ingestao seguros, enquanto informagdes sobre
toxicidade para nitrosaminas mais comuns estdo disponiveis, o cenario ndo € o
mesmo para nitrosaminas mais complexas e NDSRIs, com algumas exceg¢oes
(SCHLINGEMANN et al., 2022). Dessa forma, recomenda-se calculo de limites para

essas nitrosaminas a partir de utilizagdo do TTC padrao de 18 ng/dia. Essa abordagem
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€ considerada conservadora, uma vez que nem todas as nitrosaminas -
principalmente as NDSRIs — terdo poténcia mutagénica similar a nitrosaminas de
estruturas menores, como a N-Nitrosodiethylamine (SCHLINGEMANN et al., 2022).
Alternativamente, permite-se justificativa de limites superiores a partir de estudos de
relacdo estrutura-atividade (SAR, do inglés structure-activity relationship) (EMA,
2020), o que também ¢ dificultoso para nitrosaminas mais complexas, uma vez que
dados para estruturas similares também n&o estariam amplamente disponiveis.
Trabalhos recentes tém movido esforgos quanto ao entendimento do que seria uma
molécula “similar o suficiente” a uma nitrosamina complexa para determinagao de uma
boa SAR e, portanto, estabelecimento adequado dos limites do composto em questao
(SCHLINGEMANN et al., 2022).

Quando possivelmente presentes, €& necessario identificar o potencial
mutagénico real da(s) impureza(s) nitrosamina(s) em questdo. Diferentemente de
outras impurezas mutagénicas, um resultado negativo no teste de Ames ainda n&o é
aceito para definir se uma nitrosamina apresenta ou nao mutagenicidade
(SCHLINGEMANN et al., 2022). Isso ocorre pois € necessaria uma etapa de
metabolizacdo in vivo para que uma nitrosamina se transforme no ion diazénio, e
como os procedimentos que mimetizam essa ativacdo ainda ndo sio robustos, ha
duvida razoavel com relagao ao resultado encontrado.

Com relacéao a alguns cenarios observados envolvendo recolhimento de lotes
de medicamentos como medida protetiva a populacdo, estabeleceu-se também a
importancia de avaliagdo de impacto quanto a este tipo de agado. O desafio consiste,
nesse sentido, em avaliar o quanto a retirada de medicamentos importantes do
mercado € benéfica quando ha deteccdo de riscos relacionados a presenga de
nitrosaminas.

Como exemplo, em 2020 foram notificadas a FDA nitrosaminas em lotes de
medicamentos contendo rifampicina e rifapentina, ambos utilizados no tratamento de
tuberculose e outras doencas infecciosas graves (FDA, 2020). Diante disso, a agéncia
americana determinou que nao iria se opor a permanéncia desses lotes no mercado,
mesmo que acima do limite tomado como ideal a época (0,16 ppm), considerando
temporariamente aceitavel os limites de 5 ppm para rifampicina e 20 ppm para
rifapentina (FDA, 2021). Tal posicionamento evidencia a necessidade de equilibrio
entre os riscos apontados pela industria farmacéutica — parte regulada — e as medidas
tomadas pelas agéncias reguladoras (MOSER et al., 2023).
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Por fim, um desafio bastante importante relacionado a presenca de nitritos em
excipientes tem sido notado. O risco reside na interagdo do nitrito oriundo de
excipientes, atuando como agente nitrosante, com aminas vulneraveis presentes no
IFA ou como impurezas/contaminantes de outras fontes, o que pode ocasionar na
formacdo de nitrosaminas. Além disso, observou-se que aldeidos — impurezas
frequentes de diversos excipientes — podem atuar como catalizadores da etapa de
nitrosacgao para a formacéao de nitrosaminas (HARMON, 2022). Entretanto, em termos
quantitativos, pouco se sabe sobre os niveis reais desses compostos em excipientes,
o0 que dificulta ndo apenas o processo de avaliacdo de risco, mas também sua
mitigacao (BOETZEL et al., 2022).

4.3 Perspectivas sobre o tema

Moser et al. (2023) evidenciaram uma perspectiva interessante com relagao ao
olhar regulatério e do mercado para os tipos de nitrosaminas identificados. Apds o
recolhimento de lotes de valsartana em 2018, as primeiras analises sequenciais
quanto ao risco de nitrosaminas para outros IFAs atentavam-se principalmente a
pequenas moléculas nitrosaminas, por conta do uso comum de aminas ou amidas na
rota sintese, que levavam a estruturas comuns a diversas rotas, como a propria
NDMA. Entretanto, ao longo da realizagdo das avaliagdes de risco e trabalhos
investigativos, novos recalls ndo param de ser anunciados e cada vez mais se busca
por moléculas complexas, como as NDSRIs (USP, 2022). Evidenciou-se que essas
sao formadas majoritariamente durante a formulagao, quando o IFA possui uma amina
secundaria na estrutura e ha tragos de nitritos em excipientes (IPEC, 2022), sendo
este ultimo apontado como principal causa raiz (BRAGA, 2022). Além disso, observou-
se a possibilidade de haver nitrito na agua utilizada ao longo do processo produtivo, o
que contribui para a formagao de NDSRIs.

Segundo Pathak & Rao (2023), cerca de 41,4% dos IFAs e 30,2% das
impurezas de IFAs listadas no GSRS (Global Substance Registration System, sistema
global de registro de substancias quimicas desenvolvido pela Organizagdo das
Nacdes Unidas), sdo potenciais precursores de nitrosaminas. Atualmente, sabe-se
que, em condigdes ideais, qualquer IFA contendo uma amina vulneravel e uma fonte

de agente nitrosante de forma combinada é um fator de risco para formagao de
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nitrosaminas (MOSER et al., 2023). Caso ndo sejam consideradas aminas terciarias
como precursores e apenas estruturas com amina secundaria reativa sejam levadas
em conta, a porcentagem muda para 14,7% e 12,8%, o que ainda é bastante
significativo (PATHAK & RAQ, 2023).

No passado, a retirada de lotes de medicamento do mercado foi apontada como
uma das solug¢des quando observado risco significativo de formagéo de nitrosaminas.
Entretanto, observou-se que, em analise risco x beneficio, a medida nao é adequada
em sua totalidade de casos. A duragao do tratamento, bem como a dosagem do
medicamento e o risco de desabastecimento para a populacdo sao fatores
importantes a serem avaliados nesse sentido. Assim, entendeu-se que a melhor
alternativa atual para uma grande maioria de cenarios é a otimizagdo do processo
produtivo — seja do IFA ou do medicamento — de modo a garantir, na origem, a
mitigagao dos riscos identificados (MOSER et al., 2023).

Nesse contexto, Akkaraju et al. (2023) determinaram as principais estratégias

de mitigacao de riscos para cada fonte de possivel contaminacgao (Tabela 3):

Tabela 3 — Estratégias de mitigacao de risco para cada possivel fonte de formagéo de nitrosaminas.

Fonte Estratégia(s) de mitigagao

- Testagem da agua potavel usada para fins farmacéuticos quanto
a presenca de aminas secundarias (como contaminantes) e
Agua nitrosaminas.

- Emprego de métodos especificos e sensiveis para qualificar e
quantificar nitrosaminas

- Quando possivel, evitar aminas secundarias, terciarias ou
quaternarias durante a sintese do IFA ou fabricagdo de
formulagdes.

Reagentes e solventes | - Ter cuidado quanto ao uso de solventes com amida, tais como
N,N-dimetilformamida, N,N-dimetila-cetamida e N-metil pirrolidona.
- Empregar agentes de “quenching” alternativos, ou seja, diferentes
dos nitritos para decomposigao de azida.

- Evitar e substituir, quando possivel, condigcbes de reagdo que
possam produzir nitrosaminas. Por exemplo, presenga de aminas
Reagbes quimicas secundarias e nitritos em condi¢des acidas.

- Otimizar e controlar consistentemente as sequéncias e condigbes
de reagdes de modo a evitar a formagao de nitrosaminas.
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- Quando possivel, evitar o uso de excipientes que sejam aminas

secundarias.

- Adigado de antioxidantes como acido ascérbico ou alfa-tocoferol

na formulacgao.

Fabricagéo do produto e | - Introdugéo de técnica de triagem (screening) de nitrosaminas
armazenamento durante o programa de estabilidade de produtos apontados com

risco utilizando métodos analiticos especificos e sensiveis.

- Utilizagdo de abordagens estatisticas como Design of

Experiments (DoE) para rastreio de formacgdo plausivel de

nitrosaminas durante a validagédo do processo.

Fonte: Adaptado de AKKARAJU et al., 2023.

De forma adicional, diante do risco relacionado a presenca de nitritos em
excipientes, orienta-se que esse fator também seja considerado durante o
planejamento de estratégias para mitigacao de risco de nitrosaminas. A partir disso,
algumas iniciativas de construgdo de bases de dados robustas relacionadas a
presenca de nitritos em excipientes comumente utilizados foram criadas, como a da
empresa Lhasa Limited. Essas ferramentas podem ser utilizadas como um
componente chave durante a avaliagao de risco de nitrosaminas, através das quais
Boetzel et al. (2022) estabeleceram importantes descobertas:

— O teor médio de nitrito e a variagao de lote para lote diferem entre os tipos

de excipientes.

— Para a maioria das formulagdes sélidas, a contribuicao de nitrito € dominada
pelos excipientes do tipo bulking agents, que contém os niveis mais baixos
e menos variaveis de nitrito.

— As diferengas no teor médio de nitrito em lotes de diferentes fornecedores
de excipientes indicam diferengcas nos materiais de origem ou no
processamento.

Conforme ja descrito, para classificar uma nitrosamina como impureza nao
mutagénica, atualmente o resultado negativo obtido em um teste de Ames nao ¢é
aceito, pois ha incertezas sobre a etapa de ativagdo enzimatica dos procedimentos
existentes. Nesse sentido, a industria tem trabalhado na otimizacao de ensaios in vitro,
desenvolvendo metodologias robustas que incluam a etapa de ativagdo enzimatica e
ainda realizado testes in vivo confirmatorios, como sequenciamento duplex, para
suportar a nao mutagenicidade de wuma nitrosamina quando possivel
(SCHLINGEMANN et al., 2022). Além disso, célculos robustos de fator de purga tem
sido aplicados para dar suporte as analises de risco, ainda que essa seja uma

abordagem considerada conservadora e ndo autossuficiente (USP, 2021).

22



Em paralelo, uma perspectiva interessante tem sido levantada sobre o atual
pertencimento de todas as nitrosaminas a coorte de preocupagédo do ICH M7(R2).
Sabe-se que as nitrosaminas carcinogénicas sao aquelas que, a partir de a-
hidroxilagao, sédo levadas a formacgao do ion diazdnio. Para isso, € necessario um
esqueleto estrutural especifico contendo um carbono alfa nitrosamina possivel de ser
oxidado, ou seja, contendo um substituinte com o grupo CH. Derivada dessa
observacgao que elucida um tipo especifico de “esqueleto estrutural” necessario para
ocorréncia de mutagenicidade elevada, Ponting & Foster (2023) pontuam que nem
todas as nitrosaminas deveriam fazer parte da coorte de preocupacgao, uma vez que

ha compostos da classe que n&o representam alto potencial carcinogénico (Figura 2).

Figura 2 — Representagéo das observagdes de Ponting & Foster (2023).
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Fonte: PONTING & FOSTER, 2023.

Nesse sentido, pode-se inferir limites superiores ao de 18 ng/dia para algumas
nitrosaminas, relacionando suas estruturas com outras ja conhecidas, ou ainda,
quando nao representarem risco mutagénico, as impurezas poderiam até mesmo
serem controladas sob os niveis de impurezas mutagénicas nao pertencentes a coorte
de preocupacgao ou como impurezas organicas ordinarias.

Além disso, apesar de atualmente todas as nitrosaminas serem pertencentes a
coorte de preocupagado, a compreensao do comportamento fisico-quimico desse
grupo de compostos nao é afetada por tal fato. Desse modo, a aplicabilidade das

opgdes de controle descritas no ICH M7(R2) para impurezas mutagénicas comuns
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tem sido defendida no ambito das nitrosaminas, a exemplo do proéprio calculo do fator
de purga ja mencionado (BURNS et al., 2020).

5. CONCLUSAO

As nitrosaminas sao impurezas potencialmente carcinogénicas de maxima
importancia no cenario regulatério atual. Possuem diversos fatores de risco para
serem formadas, o que é evidenciado por analises complexas e multidisciplinares
quanto a sua presenca nos mais diversos tipos de IFAs e produtos acabados.

Nesse cenario, diversos desafios durante o fluxo de analise de risco e
implementagdo de controles adequados tém sido observados. Dificuldades
relacionadas a identificagcao dos fatores de risco em diferentes etapas da producao do
IFA e/ou do medicamento, ao desenvolvimento de métodos analiticos — seja pela
necessidade de equipamentos especializados como na variedade e complexidade das
matrizes, ou ainda a determinacdo de limites que de fato correspondam a um risco
real, sdo exemplos dos desafios observados.

A partir disso, mudangas no cenario regulatério acompanham as novas
descobertas, e se faz importante a atuagao conjunta das agéncias reguladoras a fim
de que as diretrizes sejam constantemente atualizadas. Embora o dominio sobre o
tema tenha avangado ao longo dos ultimos anos, ainda ha muito a ser elucidado.

Para o cenario brasileiro, € necessario que o setor regulado se atente
continuamente as tendéncias internacionais, uma vez que essas afetardo as
perspectivas nacionais. Desse modo, € garantida a continuidade da seguranga dos

medicamentos consumidos pela populacéo.
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