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N-NITROSAMINES IN PHARMACEUTICALS: A CURRENT PROBLEM, AN OLD REALITY. The presence of N-nitrosamines
- potentially carcinogenic compounds — is being reported for more than 50 years in pharmaceutical products. However, it only gained

notorious prominence in 2018, when regulatory agencies became aware of the presence of N-nitrosodimethylamine in angiotensin

II receptor antagonists, drugs that are known as sartans. It did not take long for N-nitrosamine impurities to be identified in other
medicines, alerting government agencies and pharmaceutical industries to evaluate and control these impurities in their products
to mitigate the risk. The sources of contamination can be numerous, including the use of contaminated raw material, formation in
the synthesis of active pharmaceutical ingredients or during storage, the water used in the process, and the packaging material. This
review article presents the timeline of the presence of N-nitrosamines in consuming products, toxicological aspects, legislation, and

analytical methods. It provides relevant information on possible sources of contamination in the production and storage process that

may explain the presence of these compounds considered a cohort of concern in pharmaceuticals.
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INTRODUCAO

O conhecimento da presenca de N-nitrosaminas em produtos
de consumo humano € de longa data e tem preocupado cientistas
ao redor do mundo por décadas por suas propriedades mutagénicas,
genotdxicas e potencialmente carcinogénicas observadas em uma
variedade de animais de laboratdrio, incluindo primatas.' A Agéncia
Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC) classifica boa
parte das N-nitrosaminas como provdveis agentes carcindgenos para
humanos.>*

A possivel contamina¢do de alimentos, medicamentos e
cosméticos por N-nitrosaminas parecia estar sob controle, uma vez
que as principais fontes de contaminagdo eram majoritariamente
conhecidas e, tanto as industrias alimenticias, farmacéuticas,
como as cosméticas ja haviam implementado a¢des para mitigar
a contaminagdo de seus produtos. Algumas das adaptacdes dos
processos de fabricagdo incluem a substitui¢do de compostos
nitrosdveis por andlogos mais seguros e evitar o uso concomitante
de agentes nitrosantes.

Mais recentemente, ou mais precisamente em 2018, um episédio,
a nivel mundial, revelou uma falha no controle de impurezas na
inddstria farmacéutica que resultou na presenca de compostos
potencialmente téxicos. N-nitrosaminas foram detectadas como
impurezas em varios medicamentos, incluindo os antagonistas
de receptor de angiotensina II, conhecidas como “sartanas”, que
sdo amplamente empregados para tratar a pressdo arterial e no
hipoglicemiante metformina indicado para o tratamento de diabetes
mellitus tipo 2. Conforme classificagdo do Guia ICH M7° sobre
“Avaliagd@o e controle de impurezas reativas a0 DNA em produtos
farmacé@uticos com o objetivo de limitar o risco carcinogénico” as

N-nitrosaminas sdo consideradas “Grupo de Preocupacdo” (cohort of

concern). No Brasil, alguns medicamentos chegaram a ser recolhidos
ou tiveram sua fabricacdo suspensa pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria (ANVISA). Atualmente, a Agéncia recomenda
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que as empresas farmacéuticas revisem os processos de sintese e
controlem os insumos quanto a presenga de N-nitrosaminas. Essas
acdes da ANVISA estdo alinhadas com agéncias internacionais, como
a Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA, European Medicines
Agency) e a Agéncia de Medicamentos e Alimentos dos Estados
Unidos da América (FDA, Food and Drug Administration).

Nesse cendrio, ainda existem muitos questionamentos em
relacdo as fontes ou processos que contribuem para a presenga
de N-nitrosaminas em medicamentos. Devem ser consideradas
de extrema importancia investigagdes em todos 0s processos
unitdrios, desde o insumo farmacéutico ativo, solventes, excipientes,
embalagem, e at€ mesmo uma possivel formacéo durante a estocagem.

A presente revisdo tem como objetivo trazer informacdes
relevantes sobre a origem e presenca de N-nitrosaminas em
medicamentos, assim como os limites aceitdveis, aspectos de
legislagdo e métodos analiticos.

HISTORICO

As N-nitrosaminas s30 compostos N-nitrosos que apresentam
um grupo funcional nitroso ligado a um 4dtomo de nitrogénio. A
constatagdo da formacao e/ou contaminacido de medicamentos por
N-nitrosaminas data da segunda metade do século passado: em 1972,
Lijinsky et al.® relataram a possivel formacdo de N-nitrosaminas
in vivo pela ingestdo de alimentos ricos em nitrito (agente nitrosante)
com insumos farmacéuticos ativos (IFA) contendo aminas tercidrias
em suas estruturas. Ainda, os autores investigaram a formagado
in vitro de N-nitrosaminas em medicamentos. Para tanto, incubaram
vérios IFA com nitrito de s6dio em condicdes fisioldgicas (37 °C,
pH de 3,5 a 5,5) e determinaram a concentracio de N-nitrosaminas
no meio reacional. Dentre os IFA avaliados, a aminofenazona e a
oxitetraciclina foram as mais reativas, produzindo 73% e 65% de
N-nitrosodimetilamina (NDMA), respectivamente.

Lijinsky’ aprofundou seus estudos sobre as reagdes de
nitrosagdo de IFA, usando o 4cido nitroso em vez do nitrito de
sédio e concentragdes menores dos IFA (de 0,25 mg mL"! a
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40 mg mL"') no meio reacional do que no trabalho anterior (de
20 mg mL"' a 160 mg mL"). Os IFA avaliados foram aminofenazona,
clorfeniramina, metapirileno, clorpromazina, dextropropoxifeno,
tolazamida, quinacrina, lucantona, ciclizina, dissulfiram e metadona,
sendo que, assim como observado anteriormente, a aminofenazona foi
aque gerou o maior percentual de NDMA (cerca de 40%, Tabela 1S).”
Embora a concentragdo observada de N-nitrosaminas formadas a
partir de IFA ter sido pequena, os autores enfatizaram sobre o risco
uma vez que muitos destes medicamentos sio consumidos de forma
cronica pela maioria dos pacientes, podendo gerar N-nitrosaminas
pela ingestdo concomitante de alimentos ricos em nitritos e, em casos
graves, levar ao desenvolvimento de cincer no estdmago.>’

Essa descoberta criou um alerta e uma preocupacao inédita quanto
ao risco decorrente da nitrosagdo de medicamentos in vivo. LaBar
e Sander® confirmaram essa hip6tese quando verificaram a presenga
de NDMA na urina de ratos que receberam por via oral o analgésico
amidopirina e nitrito e estimaram em 30% a extensio da nitrosacio
in vivo. Alguns anos mais tarde, Eisenbrand e colaboradores (1979)°
identificaram a presenca de NDMA em 68 medicamentos contendo
aminofenazona e notaram que 50% das amostras analisadas
apresentaram concentragdes de NDMA entre 1-10 mg kg, 40%
entre 11-50 mg kg™!, 7% entre 51-100 mg kg™ e 1,5% na concentragio
de 370 mg kg' de NDMA. A andlise de medicamentos anti-
histaminicos contendo difenidramina, doxilamina e metapirileno
também revelou a presengca de NDMA e N-nitrosodietilamina
(NDEA)!° em concentragdes de 0,22 a 3,6 ugkg'e0,35a2,7 pgkg,
respectivamente.

Em 1981, a presenca de NDMA e NDEA também foi detectada
em formulacdes de medicamentos contendo aminofenazona,
oxitetraciclina, e dissulfiram." De 37 amostras de medicamentos
contendo aminofenazona, NDMA foi detectada em niveis variando
de 1 a 900 pg kg'!, e em nove medicamentos que continham
oxitetraciclina na formulag@o, foi detectado NDMA em concentragdes
de até 7 ug kg'. Os medicamentos contendo dissulfiram apresentaram
teores de NDEA em concentra¢des na faixa de 94 a 980 ug kg™

Em adicdo a contaminagio inerente do medicamento por
N-nitrosaminas, o paciente também pode ser exposto a essas
substancias apés a reagdo de nitrosagdo do IFA in vivo. Foi reportado
um aumento na concentracio de NDMA e N-nitrosopiperidina (NPIP)
na urina de voluntérios tratados com oxitetraciclina'? ou piperazina,'
respectivamente. No caso da piperazina, a excre¢cao de NPIP na urina
de cinco voluntarios que receberam uma dieta normal foi de 9,2 a
80,1 pg em 24 h. No entanto, quando a dieta foi suplementada com
250 mg de nitrato, o teor de NPIP excretado em 24 h foi de 25,7 a
163,7 pg, confirmando a hipétese da nitrosagdo in vivo.'*

Em 1984, Sakai et al."® avaliaram a formagao de N-nitrosaminas
em medicamentos em condicdes fisioldgicas utilizando o nitrito
como agente nitrosante. Os IFA na concentragdo de 10 mmol L
foram incubados com nitrito (40 mmol L) em pH 3,0 a 27 °C por
1 e 4 horas. Em 24 dos 28 medicamentos avaliados, foi identificada
a presenca de NDMA, NDEA, N-nitrosodipropilamina (NDPA),
N-nitrosoeptametilenoimina (NHPI), N-nitrosoexametilenoimina
(NHXI), N-nitroso-N’-metilpiperazina (NMP), N-nitrosopiperidina
(NPIP) e N-nitrosopirrolidina (NPYR). Os autores também
verificaram que o 4cido ascérbico, na concentracdo de 40 mmol L,
inibe a formagdo de N-nitrosaminas nos meios avaliados em 88
a 100%. O 4cido ascérbico, a-tocoferol, polifenois, entre outros,
sdo reconhecidos como scavengers de nitrito e, consequentemente,
inibidores da reacé@o de nitrosagéo.!®

Um ano depois, Akintonwa!” avaliou IFA que contém aminas
secunddrias (cloroquina, primaquina e fenacetina) e tercidrias
(clorpromazina, metadona) em sua estrutura e apresentou possiveis
mecanismos de formagdo de N-nitrosaminas no trato gastrointestinal
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humano. O autor reportou que a ingestio de medicamentos contendo
esses IFA podia levar a formagdo de N-nitrosaminas in vivo,
considerando como agente nitrosante o anidrido nitroso formado a
partir de nitritos e nitratos presentes na dieta (4gua, produtos cirneos
curados, peixe curado e vegetais). A flora bacteriana do trato intestinal
e bexiga podem reduzir o nitrato a nitrito, sendo mediado pela nitrato-
redutase. Finalmente, o nitrito € protonado formando 4cido nitroso e
anidrido nitroso (Equagdes 1 a 3).

NO, + H* 5 HNO, (1
2HNO, = N,0, + H,0 )
R,NH + N,O, - R,N — NO + HNO, 3)

Nesse cendrio, o anidrido nitroso atua como espécie nitrosante e
areacdo com a amina leva a formagao da N-nitrosamina. A metadona
leva a formagdo de NDMA, e a clorpromazina e cloroquina levam a
formagdo de NDEA. As aminas tercidrias podem ser biotransformadas
em aminas secunddrias por reacdes de fase I (oxidacdo, hidrdlise
e reducdo), geralmente envolvendo monooxigenases, NADPH e
oxigénio. Ademais, as aminas tercidrias podem sofrer reacdes de
conjugacdo mediadas pela glutationa-S-transferase durante a fase I1
do sistema de metabolizagdo. Apds serem previamente metabolizadas
a aminas secunddrias, essas moléculas podem ser nitrosadas pelo
anidrido nitroso no organismo levando a formagao das N-nitrosaminas
correspondentes.

No entanto, outros componentes da formulagdo de medicamentos
podem ser responsdveis pela geragdo de N-nitrosaminas. Dawson e
Lawrence'® reportaram em 1987 a contaminag¢do de medicamentos
comercializados no Canadd por N-nitrosaminas. Dos 34 medicamentos
analisados, 21 estavam contaminados com NDMA e NDEA em con-
centragdes de até 12 ug kg! e 0,6 ng kg™, respectivamente. Na maioria
dos casos, os IFA dos medicamentos nao continham em sua estrutura os
precursores para justificar a presenca das N-nitrosaminas determinadas.
De acordo com os autores, € provavel que as N-nitrosaminas tenham
sido formadas a partir dos excipientes e, também, possam ter sido carre-
adas pela dgua e/ou de solventes usados no processo de fabricacdo. Os
medicamentos avaliados nesse estudo continham os IFA amitriptilina,
cloranfenicol, clorpromazina, dimenidrinato, eritromicina, imipramina,
promazina, propoxifeno, trimipramina e tetraciclina.

Ja em 1994, Atawodi e Spiegelhalder! verificaram que
preparagdes medicinais com plantas tropicais de origem nigeriana
continham niveis variados de aminas primdrias e secunddrias e,
em menor concentragio, também nitratos e nitritos. Diante da
descoberta e, uma vez que o uso generalizado de preparagdes de
plantas medicinais para fins terapéuticos e profildticos poderia expor
a populag@o a compostos N-nitrosos formados endogenamente, os
mesmos autores, no ano seguinte, investigaram a possivel formacao de
N-nitrosaminas volateis expondo as prepara¢des medicinais em uma
solugdo que simula as condigdes gastricas.”” A NDMA foi formada
em 31% das amostras testadas, com concentragdes que variaram de
7,1 pgkg'a57,5 ugkg!, enquanto a presenga de NDEA foi observada
em apenas em 7% das formulagdes avaliadas em niveis de 23,3 ug kg™
a 26,6 ug kg! (Tabela 2S).

Em meados de 2002, no Japdo, 12 pessoas apresentaram lesdes
hepaticas graves que foram associadas ao consumo de suplementos
dietéticos de ervas chinesas nos quais foram detectadas a presenga
da substancia sintética N-nitrosofenfluramina. A fenfluramina era
prescrita para tratamento de obesidade, mas foi suspensa do uso
clinico por causar complicagdes cardiacas. Embora nio tenha sido
explicada a presenga da N-nitrosofenfluramina, os pesquisadores
sugeriram que ela tinha sido adicionada pelos fabricantes para
aumentar o efeito de perda de peso ou para mascarar a presenca de
fenfluramina.”!
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Mais recentemente, em julho de 2018, a possivel contaminagio
de medicamentos por N-nitrosaminas voltou a ser uma preocupagio
de sadde publica quando a EMA foi notificada de que o fabricante
Zhejiang Huahai Pharmaceutical havia detectado NDMA em seu
IFA valsartana. Essa notificagdo ocasionou o recolhimento deste
medicamento nos paises membros da Unido Europeia. Em sequéncia,
vérios estudos confirmaram que a presenga de N-nitrosaminas nao
estava limitada aos medicamentos contendo o IFA valsartana, mas
também foram identificadas em outros IFA da classe das “sartanas”,
como a losartana e a ibersartana.?

Em janeiro de 2019, o Hetero Labs, localizado na India,
informou as autoridades da Unido Europeia e a Direcio Europeia
para a Qualidade dos Medicamentos e Cuidados de Satde (EDQM,
European Directorate for the Quality of Medicines & HealthCare)
que havia identificado a impureza NDMA em alguns dos seus
lotes do IFA pioglitazona, usado em medicamentos destinados ao
tratamento da diabetes. O laboratdrio observou que 15 dos 161 lotes
de pioglitazona apresentavam niveis de NDMA entre 0,65 mg kg
e 1,5 mg kg! (limite de quantificagdo do método de 0,63 mg kg™).
Embora essas concentragdes estivessem abaixo do limite provisério
aceitavel de 1,9 mg kg (em “sartanas”) e nenhum recolhimento
dos medicamentos no mercado fosse necessario, a presenga de uma
N-nitrosamina em um IFA ndo pertencente a classes das “sartanas”
foi um alerta importante do ponto de vista regulatério.®

Apbs esses episddios, N-nitrosaminas foram detectadas em
niveis preocupantes em medicamentos contendo IFA pertencentes
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tanto a classe das “sartanas” quanto em outros medicamentos, o que
desencadeou o recolhimento de centenas de lotes de medicamentos
do mercado em nivel mundial.?* Dentre as N-nitrosaminas detectadas,
destacam-se a NDMA, NDEA, N-nitroso-diisopropilamina (DIPNA),
etilisopropil-nitrosamina (EIPNA), dcido N-nitroso-N-metil-4-
aminobutirico (NMBA), N-nitroso-N’-metilpiperazina (MNP)
e metilfelinnitrosamina (NMPA). As estruturas quimicas dessas
N-nitrosaminas e algumas de suas propriedades fisico-quimicas estdo
apresentadas na Tabela 1.7

S6 nos Estados Unidos, mais de 1.400 lotes de produtos foram
recolhidos do mercado nos tltimos dois anos devido a presenca de
N-nitrosaminas acima de seu limite didrio aceitavel. Incluem-se
nessa lista, medicamentos contendo os IFA valsartana, irbesartana,
losartana, metformina, ranitidina e nizatidina (Figura 1).

Nos tltimos anos, diversos IFA foram sendo alvos de estudo por
serem considerados possiveis precursores da NDMA, dentre eles:
aminopiramina, amitriptilina, azitromicina, cloreto de benzalconio,
carbinozamina, cloranfenicol, clorfenamina, clorpromazina,
clorprotixeno, clortetraciclina, citalopram, claritromicina,
clomipramina, dimenidrinato, diltiazem, difenidramina, doxepina,
doxilamina, erotrimicina, escitalopram, imipramina, meropenem,
metformina, metapirileno, mifepristona, minocilina, nizatidina,
oleandomicina, oxitetraciclina, piramidon, promazina, propoxifeno,
quinupristina, ranitidina, roxitromicina, espiramicina, sumatriptano,
trimipramina, tetraciclina, tramadol e venlafaxina.?®

Em julho de 2019, a FDA e a EMA verificaram a presenga de

Tabela 1. Estrutura quimica e propriedades fisico-quimicas das principais N-nitrosaminas encontradas em medicamentos

Nome — Sindnimo CAS
(Abreviagdo) Férmula Molecular

Pressdo de vapor,

Estrutura quimica mm de Hg LogP

Nome IUPAC (inglés) Massa molar (g mol') (Temperatura, °C)
N-nitrosodimetilamina 62-75-9 [

(NDMA) C,H,N,O N (0] 2,7 (20 °C) -0,57
N,N-dimethylnitrous amide 74,08 N

N-nitrosodietilamina 55-18-5

(NDEA) C,H,,N,O O. N 0,86 (20 °C) 0,48
N,N-diethylnitrous amide 102,14 N~

N-nitrosomorfolina 59-89-2 0/\

(NMOR) C,HN,O K/ N .O 0,036 (20 °C) -0,44
4-Nitrosomorpholine 116,12 N7

N-nitrosodiisopropilamina 601-77-4 Y

(DIPNA) C¢H,,N,O N. N’/O 0,6 (25°C) 1,38
N,N-di(propaN-2-yl)nitrous amide 130,19 \(

Etilisopropil-nitrosamina 16339-04-1 \

(EIPNA) C,H,,N,O N. N//O 1,0 (25°C) 0,77
N-Ethyl-N-nitroso-2-propanamine 116,16 Y

N-nitrosodibutilamina 924-16-3 Os N

(NDBA) CH{N,O | 0,05 (25 °C) 2,63
N,N-dibutylnitrous amide 158,14 SN

Acido N-nitroso-N-metil-4-aminobutirico 61445-55-4 | 0

(NMBA) C,H N0, O« N NR 0,4
4-[Methyl(nitroso)amino Jbutanoic acid 146,14 N \/\)]\O

N-nitroso-N’-metilpiperazina 16339-07-4 ~N /\

(MNP) C,H,N,0 K/N e NR 0,2
1-Methyl-4-nitrosopiperazine 129,16 “N”

Metilfenilnitrosamina 614-00-6

(NMPA) C,HN,O N NR 1,49
N-methyl-N-phenylnitrous amide 136,15 'il o

NR: Nao reportado. a: valor calculado.
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Figura 1. Estruturas quimicas de insumos farmacéuticos ativos (IFA) em medicamentos que apresentaram N-nitrosaminas

NDMA nos medicamentos ranitidina e nizatidina. Estes farmacos
sdo inibidores dos receptores de H, e sdo amplamente utilizados no
tratamento de acidez estomacal e ulceras gastricas.?’*

As agdes regulatérias adotadas frente a estas descobertas variaram
ao redor do mundo. Como medidas mais conservadoras, agéncias
governamentais da Suica (Swiss Medic) e do Canadd (Health Canada)
decidiram recolher e/ou suspender todos os medicamentos a base
de ranitidina disponiveis no mercado até que fossem realizadas
as andlises quanto a presenca de NDMA nestes lotes.”** A EMA
iniciou uma investigacdio para avaliar se os pacientes que fazem
uso de ranitidina corriam algum risco devido a presenca de NDMA
nesses medicamentos.* Em contrapartida, a FDA solicitou apenas o
recolhimento dos lotes que apresentaram concentragdes de NDMA
acima dos niveis considerados aceitaveis.

Muitas empresas iniciaram recolhimentos voluntérios de seus
produtos de ranitidina como medidas preventivas.* Os laboratérios
do Departamento de Saide da Austrdlia (TGA, Therapeutic Goods
Administration) avaliaram um total de 135 lotes de medicamentos
contendo ranitidina comercializados no pais.*® Foram analisadas
diferentes dosagens em diversas formas farmacéuticas, como
comprimidos, ampolas, xaropes e comprimidos efervescentes. As

A

amostras de comprimidos, incluindo comprimidos efervescentes,
foram as que apresentaram maiores concentragdes de NDMA
em relagdo a quantidade de IFA presente, em concentragdes
< 0,1 mg kg' a 14 mg kg'. No caso do xarope, os resultados
ficaram entre 1,0 mg kg' e 3,2 mg kg'!'. J4 para as ampolas, as
concentragdes foram menores, com resultados menores que 0,1
mg kg' a 0,3 mg kg!. Todos os medicamentos que apresentaram
contaminac¢do com NDMA superiores a 0,3 mg kg™ foram retirados
do mercado.

Em dezembro de 2019, a FDA tomou conhecimento de que alguns
lotes de medicamentos contendo metformina apresentaram NDMA,
todavia, em concentragdes inferiores as preconizadas para seu
recolhimento.* No inicio de 2020, a NDMA foi encontrada em alguns
lotes de metformina comercializados na Europa.”> Como medida
preventiva, a EMA solicitou que todos os fabricantes realizassem o
controle de qualidade de seus medicamentos quanto a presenca de
N-nitrosaminas antes de serem disponibilizados no mercado.

Em meados de 2020, a FDA iniciou uma investigacao a respeito
da presenca de 1-metil-4-nitrosopiperazina (MNP) e 1-ciclopentil-
4-nitrosopiperazina (CPNP) em amostras comercializadas dos
antibidticos rifampicina e rifapentina, respectivamente (Esquema 1).

Rifapentina

Py
B O\\N/NQ

CPNP

Esquema 1. Estruturas quimicas da rifampicina e 1-metil-4-nitrosopiperazina (MPN) (A) e rifapentina e 1-ciclopentil-4-nitrosopiperazina (CPNP) (B)
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Esses medicamentos sdo utilizados para o tratamento da
tuberculose e a rifampicina também € indicada para o tratamento
de infecgdes bacterianas graves. Foram analisadas amostras de
medicamentos contendo rifampicina de 11 diferentes empresas de
vérios lotes (totalizando 38 amostras). As concentragdes de MPN
variaram de 0,80 a 3,47 mg kg'. Ainda foram analisados trés lotes
de medicamentos contendo rifapentina de uma mesma empresa e as
concentracdes de CPNP variaram de 8,10 a 14,18 mg kg'.%

As autoridades regulatdrias da Unido Europeia também realiza-
ram uma avaliagio de alguns lotes de rifampicina comercializados
na Europa. De acordo com a EMA, o risco para os pacientes de ndo
tomarem esse medicamento supera qualquer risco potencial rela-
cionado a MNP, e a agéncia orientou que os profissionais de saide
deveriam, portanto, continuar a prescrever rifampicina normalmente
de acordo com a informagio do produto.*®

Recentemente foi detectada a presenca da N-nitroso-vareniclina
(NNV) como impureza acima dos niveis aceitdveis em um
medicamento antitabagismo contendo o tartarato de vareniclina
produzido pela Pfizer. Houve um recall e pausa global na distribuigio
do medicamento a partir de junho de 2021.%7 Segundo a FDA, a
impureza na vareniclina recolhida fornece um risco acima dos
aceitdveis para os pacientes.’” Outras agéncias, como a EMA e a
TGA, além da FDA, estdo sugerindo que os profissionais da satide
recomendem outras op¢des de tratamento disponiveis para os
pacientes que fazem uso desse medicamento.

FONTES DE N-NITROSAMINAS NOS MEDICAMENTOS

Cientistas ao redor do mundo tem evidenciado esforgos para
investigar e explicar a presenga de N-nitrosaminas em medicamentos e
identificar as possiveis fontes dessa contaminacdo. De um modo geral,
nitrito de sédio e aminas secunddrias ou tercidrias sdo percursores
chave para a geragdo de N-nitrosaminas.®’3® Esses precursores
ou mesmo N-nitrosaminas podem estar presentes em solventes,
reagentes, catalisadores, 4gua, matérias primas, embalagens e outros,
assim como também podem ser formadas durante o processo de
fabricagdo do medicamento ou mesmo durante o armazenamento.*

Agua

A NDMA tem sido encontrada em dguas com um subproduto de
processos industriais e como contaminante de alguns agrotéxicos,
como o bromacil, 2,4-D, dicamba e mecoprop.** Os processos
industriais que mais contribuem para a liberagio de N-nitrosaminas
em seus efluentes s@o os de curtimento de couro, fabricagdo de
borrachas, processamento de alimentos, cosméticos e corantes. A
NDMA pode ser também formada nas estacdes de tratamento de
esgoto a partir de reagdes de alquilaminas com nitratos e/ou nitritos.*

A NDMA pode ser formada no processo de desinfec¢do de
dguas com monocloroamina (NH,Cl), dicloroamina (NHCI,) ou
hipoclorito.*'*? O mecanismo de formag&o de N-nitrosaminas a partir
de cloroaminas ainda ndo foi totalmente elucidado, mas existem
evidéncias que a diminuic¢do de dicloroaminas no processo reduz a
formagdo de N-nitrosaminas.*

Uma das fontes de aminas em 4guas superficiais e, mais
especificamente, a dimetilamina, € proveniente do setor agropecudrio.
Dimetilamina tem sido encontrada em fezes de bovinos,* que uma
vez depositadas em solos podem lixiviar para a dgua superficial.
Outras fontes de aminas nitrosdveis sdo compostos que tem um
grupo -CH,-arila na estrutura (e.g., furfuril), compostos tais quais
tém sido identificados com alto potencial de formacio de NDMA.
Nesse grupo se inclui o IFA ranitidina. Outros 20 farmacos
foram identificados como compostos precursores da formagdo
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de N-nitrosaminas: amitriptilina, azitromicina, carbinoxamida,
clorfenamina, claritromicina, DEET, diltiazem, difenidramina,
doxilamina, eritromicina, escitalopram, lidocaina, metformina,
nizatadina, ranitidina, roxitromicina, sumatriptan, tetraciclina,
tramadol, e venlafaxina.*® A contaminac¢do de dguas superficiais
por esses IFA pode ocorrer pelo langamento de efluentes de esgoto
doméstico ou industrial nos quais os processos de tratamento nio
tenham sido capazes de remover de forma eficiente esses IFA.

A NDMA também pode ser um subproduto formado a partir do
uso de colunas anidnicas ou de polimeros de amonio quaterndrio
como coagulantes nos processos de tratamento de dgua.**** Em
adigdo, processos de ozonizacdo também podem contribuir para a
geracdo de N-nitrosaminas. Durante a ozonizacio, dimetilaminas
ou amonia na presenca de brometo podem formar oxidantes bromo-
nitrogenados. Eles podem reagir com dimetilaminas, levando a
formacdo de dimetilhidrazinas, que na presenca de ozonio podem
levar a formagdo de N-nitrosaminas.*’

A remediagdo e mitigacdo de N-nitrosaminas em dgua pode
ser alcangada pela destruicdo das N-nitrosaminas presentes (e.g.,
radiacdo UV, UV/ozonio, ozonio/peréxido de hidrogénio, UV/
peroxodisulfato),”>° remogido fisica (e.g., filtracdo sob materiais
adsorventes), ou por medidas de prevengdo da sua formag@o.*
Indubitavelmente, ndo existe uma estratégia inica ou melhor solucdo
global, porque a presenca de precursores da formagdo de N-nitrosaminas
varia em funcdo das condi¢es ambientais e dos dejetos.

As diretrizes para qualidade de dgua da Organizacdo Mundial
da Saide (OMS) definem um limite mdximo de NDMA em dgua
potével de 0,1 ug L1.3° No entanto, vale ressaltar que alguns paises
estabelecem seus proprios limites seguros. Por exemplo, o Ministério
da Saide da Alemanha (BGA, Bundesgesundsheitsamt) estabelece um
valor maximo de 0,01 pg L' de NDMA na dgua potével, equivalente
auma ordem de magnitude menor do que o recomendado pela OMS.

Excipientes

Os nitratos e nitritos podem ser encontrados em muitos
excipientes usados em medicamentos em niveis de partes por milhdo
(ppm). Glicolato de amido sddico, croscarmelose sddica, amido
pré-gelatinizado, povidona, crospovidona e lactose sd3o exemplos de
excipientes que podem conter niveis residuais de nitrato e/ou nitrito.!
Compostos farmacéuticos contendo nitrogénio t€ém o potencial de
formar compostos N-nitrosos provenientes das interagdes farmaco-
excipientes durante o processo de producdo e/ou durante o tempo de
prateleira (validade do medicamento).”! De acordo com a EMA, até
o segundo semestre de 2020, ndo havia relatos sobre a formacao de
N-nitrosaminas em medicamentos atribuidos a este tipo de interagao.
O orgdo ressalta, porém, que essa fonte de contaminagdo potencial
ainda ndo poderia ser descartada.”

Em 2021, foram recebidos pela FDA relatérios adicionais
onde constam a presenga de N-nitrosaminas formadas em diversos
medicamentos pela nitrosagdo do IFA. Tais N-nitrosaminas sdo
identificadas como impurezas de N-nitrosaminas relacionadas ao
IFA e denominadas de NDSRI (nitrosamine drug substance-related
impurities). As NDSRI podem ser formadas durante o processo de
fabricacdo do medicamento ou durante a vida de prateleira do produto.
A principal fonte deste tipo de impureza tem sido atribuida a presenca
de nitrito nos excipientes. A FDA recomenda que os fabricantes
verifiquem a presenca de N-nitrosaminas, incluindo os NDSRI,
usando estratégias de mitigagdo segundo orientacoes desta Agéncia.>

Solventes, reagentes e catalisadores

Solventes empregados na sintese de IFA podem ser uma fonte
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importante da contaminagdo de medicamentos por N-nitrosaminas.
Foi constatado que alguns solventes com grupos funcionais amida em
suas estruturas podem sofrer degradagao sob certas condi¢des e formar
aminas secunddrias. Um exemplo € o uso de N,N-dimetilformamida
(DMF) que pode sofrer hidrélise ou degradacgio térmica e formar a
dimetilamina, que por sua vez reage com nitrito de sédio em meio
dcido, levando a formagdo de NDMA (Esquema 2).%

Do mesmo modo, a N-metilpirrolidona também pode sofrer
hidrdlise ou degradacgdo térmica, formando o dcido aminobutirico
que pode ser nitrosado e levar a formag¢do da NMBA (Esquema 3).

Outros solventes que podem formar aminas secunddrias por rotas
similares apresentadas nos Esquemas 2 e 3 sdo a N, N-dimetilacetamida
e N,N-dietilacetamida.??

Em alguns casos, a geracdo de N-nitrosaminas pode ocorrer
durante a prépria produgdo do solvente, quando se faz uso de aminas
como reagentes. Um exemplo € a dimetilacetamida produzida em
escala industrial pela reacdo da dimetilamina com 4cido acético,
anidrido acético ou ésteres do acetato, que podem conter impurezas
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de dimetilamina.? A trietilamina também é amplamente empregada
na sintese de IFA. Esse solvente pode apresentar impurezas como a
dimetilamina e/ou N-nitrosaminas. Existem vdrios relatos na literatura
sobre contaminacdes de solventes com NDMA e NDEA 5%

Aminas secunddrias e tercidrias também tém sido detectadas em
tolueno, o-xileno e diclorometano® e a FDA identificou que esses
solventes tinham sido contaminados durante a transferéncia entre
recipientes de armazenamento.

Algumas rotas adicionais que contribuem na formagdo de
N-nitrosaminas estdo apresentadas no Esquema 4.

Uma outra possivel fonte de contaminag¢@o € durante a recuperacao
de solventes, reagentes e catalisadores. Alguns processos de recuperagdo
de solventes usam reagentes para decomposi¢do de outros, como o caso
do emprego de 4cido nitroso para destrui¢do de azidas residuais.*

Sintese dos insumos farmacéuticos ativos

A avaliagdo do processo da sintese como contribuinte da formagao

H+
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Esquema 2. Degradagdo da dimetilformamida (DMF) formando N-nitrosodimetilamina (NDMA)
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Esquema 4. Solventes que podem levar a formagdo de N-nitrosaminas (adaptado)*®
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de N-nitrosaminas teve inicio com as “sartanas”, mais especificamente
a valsartana e com foco na formacao do anel tetrazol.’>" A valsartana
é produzida por diferentes laboratérios que empregam rotas sintéticas
distintas. Na rota de sintese do IFA desenvolvido pela Novartis,*
empresa detentora da patente da valsartana, a formagdo do anel
tetrazol (Esquema 5) € obtida pela reac@o do intermedidrio nitrilo (1)
com a azida de tributilestanho (2). Por sua vez, o éster contendo o anel
tetrazol (3) € hidrolisado levando a formagdo da valsartana.®*! Essa
rota sintética € semelhante as adotadas pelo laboratério Dr. Reddys
e a abordagem adotada por Wang et al.®?

Uma vez expirada a patente, em 2011, vdrias empresas usaram o
processo de sintese original e, no intuito de aumentar o rendimento
da reagdo, realizaram modificagdes como a substitui¢do da azida
de tributilestanho por azida de s6dio. A rota proposta pela empresa
Zhejiang Huahai (Esquema 5), descreve a utilizag@o de nitrito de
sédio (NaNO,) e dimetilformamida (DMF) para a remocdo do
excesso de azida de s6dio no meio reacional. Segundo Buschmann
e Holzgrabe, a estabilidade limitada da dimetilformamida pode
ter resultado em tragos de dimetilamina e, consequentemente, a
formagdo de NDMA, NDEA, e NMBA, nos lotes de IFA fabricados
por esta rota.®

A constatagdo de que a formagdo de N-nitrosaminas em
medicamentos pode ocorrer durante a sintese fez com que as empresas
revisassem as rotas empregadas visando identificar as possiveis fontes.
No caso do medicamento pioglitazona que apresentou a presenca de
NDMA, a empresa farmacéutica destacou como possivel fonte o uso
de nitrito de sédio e dcido bromidrico em uma primeira etapa, e DMF
e dcido cloridrico em uma etapa posterior na sintese do IFA. O nitrito
de sodio € usado na diazotag@o nitrosativa de um derivado da anilina.
No entanto, ainda existem poucos estudos reportados na literatura
que tratam sobre rotas sintéticas e formagdo de N-nitrosaminas o
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que de fato € esperado, uma vez que as empresas de modo geral ndo
divulgam seus estudos.

Embalagens

A importancia de considerar a embalagem em processos de
contaminacdo de produtos por N-nitrosaminas ja foi evidenciada em
alimentos. A partir de estudos de migragao, foi constatado que redes
de elastdmeros usados em presuntos processados podem liberar aminas
nitrosdveis que contaminam o alimento com diferentes N-nitrosaminas,
entre essas a NDMA e NDBA. %% Borrachas sintéticas ou naturais
também podem ser fontes de contaminacio e tem uma ampla aplicagio
em uma infinidade de produtos, tais como bexigas,* luvas,* e bicos
de mamadeira.®® Trabalhos cientificos tém reportado a presenga de
um nidmero bastante variado de N-nitrosaminas nesses materiais. A
formagao de N-nitrosaminas em borrachas € consequéncia da reagio
de aceleradores de vulcanizacdo, como 2-mercaptobenzotiazélio,
ditiocarbamatos e tiuram com 6xidos de nitrogénio (NOx).%%

Em 2019, foi reportada a possivel contaminac@o de medicamentos
por NDMA e NDEA tendo como fonte a embalagem.*® A hipdtese
¢ que as N-nitrosaminas tenham sido formadas durante a impressio
dos blisters pela reagdo da nitrocelulose da embalagem com aminas
(dimetilamina e dietilamina) da tinta de impressdo. Cabe destacar
que a nitrocelulose tem uma ampla aplicacdo em tintas liquidas
para rotogravura e flexografia. A transferéncia das N-nitrosaminas
para o produto poderia ocorrer durante o selamento do blister,
que € realizado sob aquecimento. Ainda durante o aquecimento, a
nitrocelulose pode sofrer decomposi¢do liberando 6xidos nitrosos
que sdo potentes agentes nitrosantes.

Ainda ndo se tem um cendrio claro como as embalagens podem
contribuir na formagdo de N-nitrosaminas em medicamentos, e
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Esquema 5. Fonte de N-nitrosaminas na valsartana: Rota sintética da valsartana pela Novartis e Zhejiang Huahai Pharmaceuticals
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investigacdes sdo necessdrias para melhor entendimento e extensio
da contaminagao.

Armazenamento

As condigdes de armazenamento desempenham um papel critico
na estabilidade do IFA no medicamento. Apesar de ndo existirem
muitos estudos que comprovem que a presenca de N-nitrosaminas
em medicamentos seja decorrente da degradag@o do IFA no produto,
algumas empresas indicam que a presenga de NDMA na ranitidina
seja oriunda da degradacdo do IFA mesmo na auséncia de agentes
nitrosantes, como o nitrito.

Estudos recentes de degradacio forgada e estabilidade acelerada
realizados por Abe et al.” demonstraram que umidade relativa
e temperatura elevadas, além da presenca de luz e oxigénio,
desencadeiam uma degradacio rdpida da ranitidina levando a
formagdo de NDMA. King et al.”' comprovaram essa hipétese
utilizando cloridrato de ranitidina isotopicamente marcado em dois
pontos estratégicos da molécula (Esquema 6).

A fim de elucidar se a formacdo de NDMA ocorre por um
mecanismo intermolecular ou intramolecular, os autores avaliaram
amostras expostas a condi¢des de estresse contendo apenas os grupos
funcionais isotopicamente marcados e amostras contendo uma mistura
1:1 de moléculas isotopicamente marcadas com moléculas nao
marcadas. A identificac@o dos quatro isétopos da NDMA (Esquema 7)
no meio reacional indicou que o processo de degradacio ocorre por
via intermolecular. Além disso, os autores provaram que a degradacio
prossegue sem a participacdo de qualquer outro reagente adicional.
Os autores também demonstraram que a NDMA ndo € proveniente ou
introduzida no processo de sintese, uma vez que ela ndo € detectada
em lotes recém preparados de medicamentos contendo a ranitidina.”

OCORRENCIA RECENTE DE N-NITROSAMINAS EM
MEDICAMENTOS

Embora a possivel contaminagdo de medicamentos por
N-nitrosaminas seja conhecida ha décadas, foi em 2018 que o
assunto passou a ser intensamente discutido e investigado. A FDA
tomou conhecimento de que a valsartana produzido pela Zheijiang
Huahai Pharmaceutical Co. Ltd estava contaminada por NDMA, o
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que motivou a andlise de medicamentos de outros fabricantes de
antagonistas de receptor de angiotensina II. Nessas andlises foram
identificadas contaminagdes de outros medicamentos por NDMA
e, também, por NDEA, resultando no recall voluntirio de um lote
de irbesartana e sete lotes de medicamentos contendo irbesartana
associada a hidroclorotiazida.

No ano de 2020, aproximadamente 25% dos recalls de
medicamentos realizados pela FDA foram devido a presenca das
N-nitrosaminas, sendo os medicamentos contendo os IFA losartana e
metformina aqueles com maior nimero de lotes retirados do mercado
(Figura 2).7

Desde entdo, a FDA vem analisando diversos medicamentos
quanto a presenca de N-nitrosaminas contendo os IFA metformina,”
valsartana,’ ranitidina,’”® nizatadina,” rifampicina, e rifampina.’® As
concentracdes de NDMA, NDEA, MNP, e CPNP estdo apresentados
na Figura 3, com destaque para os valores de NDMA no IFA
valsartana (0,125 ug mg! IFA). Nessa figura estdo sumarizados os
resultados das andlises de medicamentos oriundos de 43 empresas
farmacéuticas e totalizando 200 amostras.

ASPECTOS TOXICOLOGICOS

Os aspectos toxicoldgicos das N-nitrosaminas foram intensiva-
mente investigados na década de 1950 e impulsionados pela desco-
berta dos cientistas britdnicos Magee e Barnes. Os pesquisadores
realizaram estudos em roedores e reportaram, em 1954, que existe
uma associacao entre danos hepdticos e a exposi¢do a NDMA.2”” Dois
anos mais tarde, os mesmos pesquisadores confirmaram a inducdo
de tumores hepdticos em ratos que receberam uma dieta contendo
50 mg kg!' de NDMA por um periodo menor do que um ano.'

Durante o periodo de 1957 a 1962, na Noruega, foi observado que
animais alimentados com racéo de peixe, a qual tinha sido adicionada
de elevadas concentracdes de nitrito, apresentaram desordens
hepdticas e cancer. Andlises da racdo revelaram que a mesma estava
contaminada com NDMA.” A constatacé@o de que as N-nitrosaminas
poderiam ser formadas pela reagdo de aminas e nitrito levou a
hipétese de que esses compostos potencialmente carcinogénicos
poderiam estar presentes em uma variedade de produtos, incluindo
alimentos e bebidas, o que foi confirmado ao longo dos anos. Foram
determinadas N-nitrosaminas na cerveja,”% produtos cdrneos,>$!8¢
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Figura 2. Recall de medicamentos pela Food and Drug Administration em 2020
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produtos licteos,* 3 peixes e frutos do mar,?847 cereais,* 6leos,*
entre outros.

Além de serem substancias carcinogénicas, as N-nitrosaminas
exercem ag¢do teratogénica e mutagénica em animais de laboratodrio.
Os efeitos carcinogénicos de N-nitrosaminas ja foram notados em
mais de 40 espécies de animais, inclusive primatas.'-

A TARC, na sua classificacdo de agentes carcinogénicos,
considera as N-nitrosaminas como pertencentes ao Grupo 2A
(substancias para as quais hd suficiente evidéncia de efeito
carcinogénico em muitas espécies de animais e, ainda, tém sido
demonstradas similaridades no seu metabolismo entre humanos e
roedores) ou ao Grupo 2B (substancias para as quais ha suficiente
evidéncia de efeito carcinogénico em algumas espécies de animais).
Embora nio existam evidéncias diretas da incidéncia de cancer em
humanos como resultado da exposi¢ao as N-nitrosaminas, presume-se
que o homem também seja sensivel a a¢do toxica desses compostos.
Portanto, a IARC estabelece que as N-nitrosaminas devem ser
consideradas como agentes carcinogénicos a humanos.* A indugio
de tumores pode ocorrer em diferentes 6rgaos (e.g., figado, pulmaio,
rins, bexiga, pancreas, esdfago e lingua), dependendo da estrutura
quimica do composto N-nitroso, da dose, da via de exposi¢do e da
espécie animal, o que dificulta a extrapolacio de dados obtidos em
animais de laboratdrio para o homem.* No entanto, ndo hd evidéncias
de tumores na pele, cérebro, célon ou 0ss0s.* As N-nitrosaminas
volateis tem o maior potencial carcinogénico, incluindo a NDMA.

Outro ponto relevante acerca dos efeitos carcinogénicos das
N-nitrosaminas estd relacionado a frequéncia e a dose. Doses peque-
nas e repetidas levam a maiores riscos de desenvolvimento de tumores
quando comparadas a doses tinicas e de elevada concentra¢do.’® Esta
situacdo € relevante para um cendrio de exposi¢do cronica como pela
ingestdo de alimentos ou medicamentos terapéuticos para tratamento
de doencas cronicas.

As N-nitrosaminas requerem ativa¢do metabdlica para formarem
diferentes fons diazonio e desempenharem sua agdo carcinogénica. A
primeira etapa abarca uma hidroxilag¢@o do carbono a do grupo alqui-
la, catalisada por uma monooxigenase de fungio mista do citocromo
P450, principalmente o CYP2E1 e sua isoforma CYP2A6. Nessa
etapa ocorre a formagao de um aldeido ou cetona e uma N-nitrosamina
primdria que pode tautomerizar para um alquildiazoidréxido e levar
a formagdo de um fon diazénio. fons alquildiazénios sdo percursores
de fons carbénio, que reagem diretamente com DNA formando adutos
estdveis com os d4tomos de nitrogénio e oxigénio de guanina, citosina
e timina. A estrutura do fon diazonio formada depende da estrutura
quimica da N-nitrosamina®*? e o potencial mutagénico é dependente
da estabilidade do ion diazdnio.*?

Os adutos de DNA, por sua vez, dependem da natureza do
fon diazdnio formado. Os adutos sdo reparados por diferentes
mecanismos de reparo celular. O alto potencial mutagénico e
carcinogé€nico de algumas N-nitrosaminas voldteis estd associado
a o hidroxilacdo. Alquil-nitrosaminas que apresentam um menor
ndmero de hidrogénios alfas disponiveis apresentam menor potencial
mutagénico.?? Alguns substituintes também podem reduzir ou mesmo
eliminar o potencial mutagénico e carcinogénico de N-nitrosaminas,
como grupos ramificados, volumosos ou ndo metabolizdveis no
carbono o, ou préximo a ele, inibindo a ativagdo metabdlica.*

ATRIBUICAO DE LIMITES DE ACEITACAO E RISCO
CARCINOGENICO PARA N-NITROSAMINAS EM
MEDICAMENTOS

O Guia harmonizado do ICH M7(R 1)’ descreve consideragdes de
gerenciamento do risco a seguranga e a qualidade no estabelecimento
de niveis de impurezas reativas de DNA (mutagénicas), as quais se
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esperam que apresentem riscos carcinogénicos despreziveis. O Guia
é um documento orientativo para novas substiancias medicamentosas
e novos medicamentos durante seu desenvolvimento clinico,
e petigdes de registro e submissdes pds-registro de produtos
comercializados.

Em relagdo a compostos quimicos que ainda nio foram avaliados
e que apresentam um risco desprezivel de carcinogenicidade ou
outros efeitos téxicos, tem sido empregado o conceito do “Limiar
de Preocupacdo Toxicolégica” (TTC, Threshold of Toxicological
Concern) para definir uma ingestdo aceitdvel em um cendrio
conservador. O TTC envolve uma extrapolac@o linear simples
a partir da dose que fornece uma incidéncia de tumor de 50%
(TDs,) na espécie mais sensivel e local mais sensivel da indugdo
do tumor, a um nivel de probabilidade de 1:100.000. Considerando
esse procedimento para o estabelecimento de limites aceitdveis de
impurezas mutagénicas em medicamentos, € possivel justificar uma
ingestdo aceitdvel (Al, Acceptable Intake) de 1,5 pg/pessoa/dia. Essa
abordagem pode ser usada para impurezas mutagénicas presentes em
medicamentos para tratamento ao longo da vida (>10 anos) e quando
ndo houver dados disponiveis de carcinogenicidade.

As N-nitrosaminas por serem agentes genotoxicos carcinogénicos
pertencem ao grupo denominado “Grupo de Preocupacao” (Cohort
of Concern) e por se tratarem de impurezas mais potentes que a
maioria de compostos mutagénicos, o cdlculo do limite baseado no
conceito TTC nio deve ser aplicado.” Nesse caso, o cdlculo da Al
deve ser feito para cada N-nitrosamina de forma individual - levando
em consideragdo estudos de carcinogenicidade em animais -, ou de
relacdo estrutura-atividade (SAR, Structure Activity Relationship),
conforme procedimentos descritos no Guia ICH M7(R1).

Os valores da Al para as principais N-nitrosaminas identificadas
em medicamentos, considerando exposi¢des por toda a vida (>70
anos) estdo apresentadas na Tabela 2, sendo estes estabelecidos em
base a TDs,em roedores. A partir dos valores da Al e conhecendo-se
a Dose Médxima Didria (DMD) do IFA pode ser calculado o limite
didrio aceitdvel.

Tabela 2. Limites de aceitagdo (IA, ingestdo aceitdvel) para algumas
N-nitrosaminas quando presente de forma individual em um medicamento

N-nitrosamina IA (ng/dia)
NDMA® 96,0
NDEA* 26,5
EIPNA® 26,5
DIPNA® 96,0
NMBA® 96,0
MeNP? 26,5
NDBAP 26,5
NMPA? 343
NMOR® 127,0
NNV® 37,0
NDPA® 26,5

a: Estabelecido a partir do TDj, de estudos de carcinogenicidade; b: estabe-
lecido a partir da relagdo estrutura atividade (SAR).

Quando o medicamento contém mais de uma N-nitrosamina como
impureza existem duas alternativas para definir o limite da soma das
N-nitrosaminas: (1) a soma de todas as N-nitrosaminas presentes
no produto ndo deve ultrapassar o limite de aceitagdo referente a
N-nitrosamina mais potente presente, e (2) os limites individuais de
cada N-nitrosamina sdo ajustados para assegurar que o risco total da
exposicdo ndo ultrapasse o risco negligencidvel (o risco final ndo deve
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exceder a razdo de 1:100.000 que foi definido no Guia ICH M7(R1)
como risco aceitavel de cancer).

No caso de N-nitrosaminas as quais ainda nfo tem limites
estabelecidos, mas que existem dados de carcinogenicidade
disponiveis, devera ser adotado o limite com base no TDy,. Se ndo
existirem TDs, disponiveis apontam-se duas opgdes: (1) derivagio
do limite a partir da comparacdo do SAR com N-nitrosaminas
conhecidas, e (2) limite a partir do TTC especifico para a classe das
N-nitrosaminas (18 ng/pessoa/dia).

No caso de medicamentos, deve ser considerado também que nem
todos s@o de uso crdnico, ou seja, ndo necessitam ser administrados
diariamente ao longo da vida. Cabe destacar que as avaliagdes de risco
de cancer sdo baseadas nas exposi¢des ao longo da vida conforme
descrito anteriormente na explicagcdo do conceito TTC e assumem
que o risco de cancer aumenta em funcio da dose cumulativa. Sendo
assim, o risco de cancer de uma baixa dose continua por toda a vida
seria equivalente ao risco de cancer associado a uma dose equivalente
em um periodo de menor de exposi¢do.*

Para a avaliag@o de risco de medicamentos contendo impurezas
mutagénicas administrados em um tempo menor do que a vida
toda, pode ser considerado um outro procedimento para avaliagido
da ingestdo didria, o qual € baseado no conceito denominado less
than lifetime (LTL), e que considera uma exposi¢do menor que a
vida toda. Os valores de exposi¢do ao longo da vida podem ser
convertidos em LTL, considerando a frequéncia da ingestdo, a dose
do IFA e usando o valor de TTC. Por exemplo, considerando o valor
de TTC de 1,5 pg dia™! (exposi¢do >10 anos) por um periodo de
25.550 dias, calcula-se uma dose aceitdvel cumulativa de 38,3 mg.
Esse procedimento pode levar a uma ingestdo didria maior da
impureza mutagénica do que se fosse usado o procedimento TTC
para uma exposicdo durante a vida toda e, ainda sim, manter niveis
de risco comparaveis.

ASPECTOS DE LEGISLACAO
Food and Drug Administration

Visto que n@o havia limites aceitdveis para a presencga de
impurezas de N-nitrosaminas em medicamentos, a FDA adotou
limites aceitdveis provisdrios para subsidiar o monitoramento de
medicamentos da familia das “sartanas” (Tabela 3). Os valores
adotados foram baseados na metodologia proposta pelo ICH M7
[RD)?

A FDA também recomendou que para medicamentos com
uma DMD inferior a 880 mg/dia, o limite para N-nitrosaminas
totais de 0,03 ppm € aceitdvel uma vez que a Al de 26,5 ng/dia ndo
seria excedida. No caso de medicamentos com DMD superior a
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880 mg dia’!, este valor precisa ser ajustado conforme recomendagio
da ICH M7 (R1) de modo que Al recomendada ndo seja ultrapassada.

A fim de mitigar a presenga N-nitrosaminas em medicamentos,
a FDA determinou que os fabricantes facam uma avaliacido de
risco dividida em trés etapas.’® A primeira etapa consiste em
determinar o risco de formagao/presenga de N-nitrosaminas no IFA,
produtos comercializados e produtos com aplicagdes aprovadas e
pendentes. A segunda etapa consiste na confirmagdo da presenga
das N-nitrosaminas nos produtos e deve ser realizada somente se
for detectado risco na primeira etapa. A terceira e Ultima etapa
consiste no envio a FDA das alteragdes implementadas para a
prevencio ou redugio da presenca de N-nitrosaminas nos produtos.
Para essa avaliacdo, a agéncia exige o uso de métodos analiticos
com limites de quantificacio menores ou iguais a 0,03 ppm ou que
sejam capazes de quantificar as N-nitrosaminas considerando uma
Al de 26,5 ng/dia.

European Medicines Agency

A EMA iniciou as suas investigacdes relacionadas a presencga
de N-nitrosaminas em medicamentos em julho de 2018 e constatou
impurezas em medicamentos da familia das “sartanas”, resultando
em diversos recalls.”® Desde entdo, a EMA vem se aprofundando
no assunto e lancando diversos guias e informativos em relagdo a
presencga de impurezas em medicamentos. A cronologia das agdes
estd apresentada de forma resumida no Esquema 8.

Na Unido Europeia, a EMA estabeleceu limites provisorios
para NDMA e NDEA em agosto de 2019, os quais s3o mesmos
adotados pela FDA. No entanto, a potencial contaminagao por outras
N-nitrosaminas (i.e., NMBA, DIPNA e EIPNA) levou o Grupo
de Trabalho de Seguranca (SWP, Safety Working Party) a avaliar
criticamente os dados toxicoldgicos experimentais disponiveis sobre
essas N-nitrosaminas na literatura. Apesar de existirem dados para a
NMBA e DIPNA, o SWP considerou que os estudos ndo permitiam
o estabelecimento de uma TDjy,robusta devido ao tamanho amostral
insuficiente. Em relagdo a EIPNA, ndo foram encontrados dados na
literatura. Dessa forma, o SWP apenas pdde concluir que a NMBA
e DIPNA sdo potentes carcindgenos em ratos e decidiu por utilizar
a SAR para estimar o Al

Baseando-se na metodologia proposta pelo ICH M7 para
correlacionar a estrutura das N-nitrosaminas, o SWP realizou um
estudo de SAR e concluiu que os dados disponiveis para NDMA e
NDEA poderiam ser utilizados para derivar uma Al para a NMBA,
DIPNA e EIPNA. O estudo SAR levou a correlacido entre NDMA
e NMBA e NDEA e DIPNA/EIPNA devido a similaridade na
estrutura e formacao de fons alquildiazonicos por biotransformagao
via alfa-hidroxilagdo.”

Tabela 3. Limites aceitdveis provisérios para NDMA, NDEA e NMBA nas sartanas

- DMD NDMA NDEA NMBA
(mg dia') Al (ng dia™) Limite (ppm) Al (ng dia™) Limite (ppm) Al (ng dia™) Limite (ppm)
Valsartana 320 96 0,30 26,5 0,083 96 0,30
Losartana 100 96 0,96 26,5 0,27 96 0,96¢
Irbesartana 300 96 0,32 26,5 0,088 96 0,32
Azilsartana 80 96 1,20 26,5 0,33 96 1,2
Olmesartana 40 96 2,40 26,5 0,66 96 2,4
Eprosartana 800 96 0,12 26,5 0,033 96 0,12
Candesartana 32 96 3,0 26,5 0,83 96 3,0
Telmisartana 80 96 1,2 26,5 0,33 96 1,2

DMD: dose méaxima didria; Al: ingestdo aceitavel.
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Uma outra abordagem que o SWP propde para definir limites para a utilizagdo do TTC especifico da classe de 18 ng/dia. Esse TTC foi
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pelos autores)
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é considerado conservador, sendo suficientemente protetor para ser
usado para qualquer N-nitrosamina. Diante disso, o SWP considera
apropriado usar este TTC especifico de classe para N-nitrosaminas
sem dados toxicoldgicos disponiveis como uma abordagem padrdo.

Em setembro de 2019, o comité de medicamentos humanos
(CHMP, Committee for Medicinal Products for Human Use) daEMA,
publicou o documento EMA/189634/2019 requerendo uma avaliacdo
de risco sobre da presenca de N-nitrosaminas em medicamentos
humanos contendo insumos ativos quimicamente sintetizados.
Caso as N-nitrosaminas fossem detectadas, os titulares de registro
dos medicamentos deveriam informar as autoridades para que as
acdes regulatdrias apropriadas pudessem ser tomadas. Em julho de
2020, este 6rgao regulador emitiu o documento EMA/369136/2020,
ampliando o escopo do procedimento de avaliacdo de risco e
incluindo todos os medicamentos para uso humano autorizados
na Unido Europeia e Reino Unido. Por fim, em 22 de fevereiro de
2021, a EMA detalhou a abordagem para a avaliagdo de risco no
documento EMA/425645/2020. Dessa forma, produtos medicinais
bioldgicos também fariam parte desta avaliacio, além dos j4 citados
IFA quimicamente sintetizados. O guia contém 3 passos para os
fabricantes de medicamentos avaliarem o risco da presenca de
impurezas de N-nitrosaminas:

Passo 1: Para os fabricantes de medicamentos baseados em
IFA sintéticos, realizar uma avaliagdo de risco para a presenga de
impurezas de N-nitrosaminas de acordo com a Perguntas e Respostas
(Q&A, Questions and Answers) 7 do Artigo 5(3) até 31 de marco de
2021. Ja para aqueles que utilizam produtos medicinais bioldgicos,
a avaliac@o deveria ser feita até 01 de julho de 2021.

Passo 2: Caso o risco de contaminagdo seja identificado, os
fabricantes devem confirmar ou refutar a presenga de impurezas de
N-nitrosaminas de acordo com Q&A 8 e 9 do Artigo 5(3). A partir
do resultado das andlises, cada fabricante pode se enquadrar em um
dos quatro cendrios:

Cendrio a: no caso em que o total da N-nitrosamina detectada
¢é superior a Al estabelecida pelos principios da ICH M7 (R1) ou
a soma do total detectado € superior a Al da N-nitrosamina mais
potente, uma avaliagdo adicional de relatores devera ser realizada e
passard para o Passo 3.

Cendrio b: caso o total da N-nitrosamina detectada estiver entre
10% e 100% da Al estabelecida pelos principios da ICH M7 (R1)
ou a soma do total detectado estiver entre 10% e 100% da Al da
N-nitrosamina mais potente, deverd seguir para o Passo 3.

Cendrio c: caso o total da N-nitrosamina detectada estiver abaixo
de 10% da Al estabelecida pelos principios da ICH M7 (R1) ou a
soma do total detectado estiver abaixo de 10% da Al da N-nitrosamina
mais potente, o caso € arquivado.

Cendrio d: caso uma nova N-nitrosamina ndo considerada no
Artigo 5(3) seja detectada, deve-se avaliar a quantidade e estabelecer
a Al de acordo com ICH M7 (R1).

Passo 3: Caso a contaminag@o seja confirmada, o fabricante
que utilizar IFA sintético tem até 26 de setembro de 2022 para
implementar um programa de reducdo de risco e submeté-lo ao
orgdo competente. Em contrapartida, aqueles que utilizam produtos
medicinais biolégicos tém até 01 de julho de 2023.

Em 30 de abril de 2020, a EMA publicou o documento
EMA/231394/2020 que suspendia o uso de medicamentos a base de
ranitidina na Unido Europeia devido a presenca de NDMA. Em 17 de
setembro de 2020, foi publicado uma avaliagio de risco em relacdo ao
consumo de medicamento a base de ranitidina (EMA/599846/2020),
e o CHMP considerou que a relagdio risco-beneficio nio era
favordvel, mantendo a suspensdo. Em 24 de novembro de 2020, a
EMA confirmou a suspensao de todos os medicamentos a base de
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ranitidina em toda a Unido Europeia (EMA/666097/2020). Com
o tempo, outros IFA também chamaram a atencdo da EMA e, em
outubro de 2020, a agéncia recomendou que todos os fabricantes
de medicamento que contém metformina testassem seus produtos
para a presenga de N-nitrosaminas, enquanto, em fevereiro de 2021,
o mesmo foi recomendado para os fabricantes de medicamentos
contendo rifampicina.

Em 08 de abril de 2021, a EMA definiu o grupo de especialistas
com a responsabilidade de supervisionar a implantagdo do Artigo
5(3) referente ao parecer do CHMP em relagdo as impurezas
de N-nitrosaminas em medicamentos e fornecer atualizacdes de
progresso as Autoridades da Rede Reguladora de Medicamentos
da Europa. O grupo € composto por 16 membros e 6 suplentes que
trabalham em parceria com agéncias internacionais e associagdes de
inddstrias farmacéuticas para minimizar a presenga de N-nitrosaminas
em medicamentos. Por fim, o guia EMA/409815/2020 Rev.6% com
perguntas e respostas relacionadas a presenca de N-nitrosaminas
foi atualizado em 14 de outubro de 2021 e apresenta as principais
evidéncias cientificas até o0 momento.

QOutras agéncias internacionais

O governo australiano, por intermédio da Administragdo de Boas
Praticas Terapéuticas (TGA, Therapeutic Goods Administration),
instaurou um periodo de transicdo entre 13 de setembro de 2019
e 13 de setembro de 2021 no qual os fabricantes de “sartanas”
deveriam tomar medidas para mitigar a presenga de N-nitrosaminas
nos medicamentos, implementando testes analiticos rigorosos.
Durante esse periodo, os fabricantes deveriam informar o governo
caso encontrassem N-nitrosaminas em seus produtos e, se necessario,
realizar mudancas no processo produtivo. Essas mudancgas
deveriam ser apresentadas como uma solicitacdo de ‘categoria 3’
sob a se¢@o 9D (3) da Lei de Bens Terapéuticos de 1989. O TGA
ainda reitera que todos os medicamentos dentre os quais os niveis
de N-nitrosaminas estejam acima dos aceitdveis (i.e., 0S mesmos
adotados pela EMA e FDA) ndo devem ser liberados para venda
e/ou devem ser recolhidos.

A Agéncia Canadense de Saude, Health Canada, recomendou o
recolhimento de diversos lotes de medicamentos com o IFA valsartana
em 2018 devido a presenca de NDMA. Dois anos depois, em 30 de
novembro de 2020, a Health Canada publicou uma lista atualizada de
medicamentos aos quais se tem conhecimento da presencga de impurezas
de N-nitrosaminas. Os medicamentos citados sdo as “sartanas”, a
metformina, a nizatidina, a pioglitazona, a ranitidina, a rifampicina,
a rifapentina e o rifadim IV, dos quais a ranitidina, a nizatidina, a
metformina e a “sartanas” tiveram lotes recolhidos no pais.

Na Croacia, no ano de 2019, medicamentos contendo o IFA
ranitidina foram recolhidas do mercado por medidas preventivas.”

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

A ANVISA, alinhada com agéncias internacionais como a
FDA e a EMA, vem desde julho de 2018 acompanhando a presenga
de N-nitrosaminas em medicamentos da classe das “sartanas”
e reportando niveis considerados inaceitdveis delas. Em 17 de
maio de 2018, a agéncia publicou a RDC 283/2019'% que dispde
sobre investigagdo, controle, e eliminacdo de N-nitrosaminas
potencialmente carcinogénicas em antagonistas de receptor de
angiotensina II. A RDC 283/2019 estabelece que todas as empresas
fabricantes, importadoras e fracionadoras de insumos farmacéuticos,
assim como empresas fabricantes e importadoras de medicamentos,
e farmdcias de manipulag¢do devem avaliar a presenca de impurezas
de N-nitrosaminas (e.g., NDEA, NDMA, DIPNA, NMBA e EIPNA)
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em seus produtos de acordo com metodologia validada nos termos da
RDC 166/2017'"! ou Guia Q2 do ICH (2005). A RDC 283/2019 ainda
apresenta prazos para as etapas de avaliacdo de risco de presenca de
impurezas de N-nitrosaminas. Uma vez constatado o risco da presenca
de impurezas, as empresas devem qualificar e quantificar (adotando,
preferencialmente, metodologias da EMA, FDA ou Health Canada)
as impurezas em até 60, 120 ou 180 dias para o risco de formagao de
NDMA e NDEA; DIPNA, NDMA e EIPNA; e outras N-nitrosaminas,
respectivamente. Caso as empresas observem impurezas acima do
limite provisério estabelecido — os mesmos adotados pelo FDA e
pela EMA — estas devem notificar a ANVISA em até 48 h e recolher
os medicamentos distribuidos. Desde entdo, a RDC 283 sofreu
pequenas alteracdes sobre a legislagdo de pds-registro as quais foram
publicadas na Resolugdo RDC N° 500, de 27 de maio de 2021.1%
Em 22 de abril de 2021, a ANVISA publicou a RDC 494/2021'%
que altera o tempo limite para que ndo sejam observadas quaisquer
N-nitrosaminas (<0,03 ppm) em IFA da classe dos antagonistas do
receptor de angiotensina II para 31 de dezembro de 2021.

Em agosto de 2019, apds a detec¢do de NDMA em medicamentos
contendo ranitidina, a ANVISA suspendeu a importacdo, uso, e
comercializagdo do insumo farmacéutico ranitidina por meio da
RE 3.259/2020.'* Foram realizados, também, 255 recolhimentos
voluntdrios de medicamentos comercializados no Brasil até
22 de janeiro de 2020, além da interdi¢do de varios lotes de
medicamentos devido a falta de dados disponiveis sobre a presenga de
N-nitrosaminas. Além da ranitidina, a ANVISA também suspendeu 14
processos de fabrica¢do, importacdo, distribui¢do e comercializagao
de medicamentos contendo losartana, valsartana e irbesartana.

Noinicio de 2020, a ANVISA divulgou a NOTA INFORMATIVA
N° 1/2020 com o assunto “Anvisa recomenda controle de
N-nitrosaminas por parte dos fabricantes de medicamentos”. Neste
documento a Agéncia traz recomendacdes acerca do controle da
presenga de impurezas de N-nitrosaminas, de acordo com a RDC
55/2005, RDC 283/2019, RDC 301/2019 e o Guia da ICH M7 (R1).
Ademais, o documento traz informagdes sobre os efeitos toxicold-
gicos das N-nitrosaminas e recomendagdes para que os pacientes
continuem o tratamento normalmente.

Em setembro de 2020, a ANVISA langou o “Programa Especial
de Monitoramento de Nitrosaminas em Medicamentos” com foco
nas investigacdes sobre a presenca de impurezas de N-nitrosaminas
em IFA e medicamentos, com especial atengdo para a classe das
“sartanas”. Segundo a Agéncia, no programa participam a Geréncia
de Laboratorios de Sadde Piablica (GELAS), Geréncia-Geral de
Medicamentos e Produtos Biolégicos (GGMED), Geréncia de
Inspecao e Fiscalizacdo de Medicamentos e Insumos Farmacéuticos
(GIMES/GGFIS), e Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Satude (INCQS) da Fiocruz, visando monitorar os limites de
N-nitrosaminas em medicamentos utilizando métodos adequados
e respeitando os limites estabelecidos. O programa € dividido em
duas etapas, sendo que na primeira as empresas interessadas poderdo
enviar voluntariamente amostras de seus medicamentos e dos IFA
losartana e valsartana ao INCQS. Na segunda etapa, com duragdo
prevista até junho de 2021, a ANVISA espera analisar 460 amostras de
nove IFA diferentes (losartana, valsartana, irbesartana, candesartana,
telmisartana, olmessartana, ranitidina, metformina e pioglitazona).
O resultado das andlises serd compartilhado com os detentores dos
produtos para que possam ser adotadas medidas de redugdo de
impurezas de N-nitrosaminas, se necessario.

Em julho de 2021, a ANVISA disponibilizou o “Guia sobre
o Controle de Nitrosaminas em Insumos Farmacéuticos Ativos e
Medicamentos” (Guia n° 50/2021 — versdo I1)'® no qual estd expresso
o entendimento da Agéncia sobre as praticas aconselhdveis em relacéo
a procedimentos, rotinas e métodos apontados como adequados ao
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cumprimento de requisitos técnicos ou administrativos requeridos
pelos marcos legislativos ou regulatério da Agéncia. O Guia possui
cardter recomendatdrio e ndo vinculante, portanto abordagens
alternativas podem ser empregadas somente se compativeis com
os requisitos elencados ao caso concreto. A ANVISA definiu
o periodo de 13/07/2021 a 13/09/2021 para recebimento de
contribuicdes que serdo avaliadas e poderdo subsidiar a revisio
do Guia, consequentemente podendo ser publicada uma versio
atualizada. A versdo 1 do documento descreve recomendagdes em
relagd@o ao controle de N-nitrosaminas em todos os IFA sintetizados
quimicamente e medicamentos destinados a uso humano que os
contenham, assim como produtos bioldgicos, quando aplicavel.

METODOS ANALITICOS

Para fins analiticos, as N-nitrosaminas tém sido divididas em
substancias voldteis e ndo-voldateis.!® As N-nitrosaminas volateis
compreendem compostos apolares, de baixa massa molar, com alta
pressdo de vapor e que possam ser removidos da matriz por destilagdo
(e.g., NDMA, NDEA, NMEA, NPIP, NPYR).!%" J4 as N-nitrosaminas
ndo-voldteis apresentam baixa pressdo de vapor e incluem as
N-nitrosaminas de cadeia longa como dialquilnitrosaminas,
nitrosopeptideos e nitrosoaminodcidos.

Na década de 80, com a identificagdo de NDMA em produtos
alimenticios e bebidas, as pesquisas foram majoritariamente
direcionadas para a determinag@o de N-nitrosaminas volateis.!%6108-117
De modo geral, o preparo de amostras consistia na extra¢do das
N-nitrosaminas da matriz (alimento) por vdcuo,''>!® arraste de
vapor,'' ou éleo mineral e destilacdo,'?*!?! e quantificagdo por
cromatografia a gds com detector de quimioluminescéncia, conhecido
como TEA (Thermal Energy Analyzer).”>'** Esse detector tem a
vantagem de ser seletivo para o grupo N-N=O e até hoje € usado
em alguns laboratérios.®! Por outro lado, a seletividade desse
detector ndo permite aplicaciio abrangente e sendo assim muitos
laboratérios optaram por empregar o espectrometro de massas
associado a cromatografia a gas. O desenvolvimento de métodos
para a determinagdo de N-nitrosaminas ndo voldteis sofreu um
atraso devido a necessidade do emprego da cromatografia liquida
para a separacio e da dificuldade da associag¢@o deste equipamento
ao detector TEA ou mesmo ao espectrometro de massas. Alguns
trabalhos empregam a derivatizacdo pds-coluna, no qual € gerado
nitrito por fotdlise e seguida da reagdo de Gries para formagdo de um
azo composto que absorve na regifio do UV-Vis e permite o emprego
de um detector UV/Vis ou de arranjo de fotodiodos (DAD, photodiode
array detector).!%122124

Como o aprimoramento das interfaces de ionizagdo por eletro-
nebulizagdo (ESI, Electrospray ionization) e a ioniza¢do quimica a
pressdo atmosférica (APCI, Atmospheric-pressure chemical ioni-
zation) se abriu a possibilidade da determinacdo de N-nitrosaminas
voldteis e ndo-voldteis simultaneamente por cromatografia liquida,
o que certamente € uma grande vantagem. A fonte APCI tem sido a
mais recomendada uma vez que sofre menor supressao ionica quando
comparada com a fonte de ESL.'»

Na ultima década, verifica-se um aumento consideravel de
artigos publicados na literatura cientifica visando a determinagéo
de N-nitrosaminas em niveis de concentragcdo de ppt a ppb por
cromatografia liquida associada a espectrometria de massas
sequencial (LC-MS/MS) nos mais variados tipos de amostras
(4gua,'® alimentos, cosméticos,'*'?? produtos de higiene pessoal,'*
medicamentos®). Embora a instrumentagdo esteja disponivel para
viabilizar a separag¢do e quantificagdo, o grande desafio ainda € o
preparo de amostras, uma vez que o efeito matriz pode vir a prejudicar
a determinagdo dos analitos em concentracdes tracos.
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No preparo de amostras, visando a eliminacéo de interferentes
da matriz e concentrag¢do dos analitos, diversos procedimentos
tem sido estudados e recomendados, entre esses a destilagdo a
vdcuo!'*!"8 ou Gleo mineral,'?! extragdo por solvente (LLE, liquid-
liquid extraction), extragdo em fase sélida (SPE, solid phase
extraction),”"* micro-extracao em fase sélida (SPME, solid phase
microextraction),®"*! micro-extracdo liquido-liquido dispersiva
(DLLME, dispersive liquid-liquid microextraction),' dispersdo da
matriz em fase sélida (MSPD, matrix solid phase dispersion)'?>!3
e, mais recentemente, o procedimento QuEChERS'* proposto por
Anastasides e colaboradores'? e adaptado por Abedi e Talebpour.'*
Para a SPE tem sido usados diferentes fases sorventes e o carvao
ativado tem mostrado vantagens frente a sorventes de fase reversa
que tém sido menos eficientes.!*” Para a extracdo com solventes na
extracdo de N-nitrosaminas t€ém sido empegados diclorometano,
metanol ou acetona.

No entanto, especial atencdo deve ser dada ao pH e a possivel
fotdlise ao realizar-se andlises de amostras contendo NDMA., 1381
A possivel formagdo de N-nitrosaminas durante o procedimento de
preparo de amostras deve ser inibida, o que pode ser alcangado pela
adigdo de 4cido sulfAmico, 4cido ascérbico e tocoferol.”!

Devido aos baixos niveis em que as N-nitrosaminas ocorrem
nos IFA e medicamentos, as agéncias governamentais e cientistas
ao redor do mundo tém se movimentado para o desenvolvimento
de métodos analiticos para a sua quantificagdo. Os laboratérios
oficiais de controle de medicamentos (OMCL, Official Medicines
Control Laboratories) da Rede Europeia Geral de OMCL (General
European OMCL Network, GEON) desenvolveram e validaram
métodos para a quantificacdo das principais N-nitrosaminas em
“sartanas”, ranitidina e metformina. Para tanto, sdo recomendados
métodos cromatogrificos, incluindo a cromatografia liquida e a
gds. Os métodos de cromatografia liquida utilizam colunas de fase
reversa C8, C18 e HSS T3, enquanto os de cromatografia gasosa sao
realizados com colunas RTX 624. Um resumo desses métodos estd
apresentado na Tabela 3S. A ionizacdo das moléculas na interface do
cromatoégrafo liquido geralmente emprega a ionizagdo APCIL.

Diversos outros métodos cromatogréficos para a determinagio
de N-nitrosaminas em medicamentos estdo disponiveis na literatura,
como pode ser observado na reviséo feita por Parr e Joseph.?* A FDA
recomenda o uso de cromatografia liquida acoplada ao espectrometro
de massas de alta resolu¢do para a quantificacio de NDMA em
ranitidina devido as baixas temperaturas empregadas no método;
altas temperaturas podem ocasionar a formagdo de NDMA durante
o procedimento de andlise.”* A ANVISA recomenda que os métodos
utilizados para a quantificac@o das N-nitrosaminas sigam as diretrizes
da RDC 166/2017,'%! e que as empresas deem preferéncia para os
métodos publicados pela EMA, pela FDA e pela Health Canada.'®

CONCLUSOES

Desde a descoberta da presenga N-nitrosodimetilamina em ragio
animal, na década de 1950, associada a comprovacio cientifica
do potencial téxico e carcinogenicidade das N-nitrosaminas em
mamiferos, extensas pesquisas tém sido realizadas para entender
a formacdo e ocorréncia destes contaminantes nos mais diversos
produtos de consumo, visando mitigar o risco. Nas décadas de 80 e 90,
os estudos foram focados na determinagio de N-nitrosaminas volateis
em alimentos, uma vez que se tinha disponivel, na época, técnicas
analiticas que permitissem a sua identificacdo e quantificagdo nestas
amostras, principalmente produtos carneos. Muitas pesquisas foram
realizadas para entender a presenca e formagdo de N-nitrosaminas
em alimentos e bebidas. A identificagdo de precursores de nitrosagio
e agentes nitrosantes, assim como inibidores e catalisadores da
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formacgdo de N-nitrosaminas, possibilitou que as industrias de
alimentos adaptassem seus processos para reduzir a contaminacéo
dos produtos. Ndo menos importante foi a descoberta da migracéo de
N-nitrosaminas de embalagens para alimentos, levando a investigagdo
da presenga de N-nitrosaminas em diferentes materiais de embalagens
e a identificagdo da presenca de N-nitrosaminas em chupetas e bicos
de mamadeiras. Sem duvida, a drea de seguranca do alimento tem
recebido destaque com o maior nimero de artigos publicados sobre
N-nitrosaminas na literatura.

Nao obstante, a industria de cosméticos passou por processo
similar quando foram identificadas N-nitrosaminas em cosméticos
e produtos de higiene pessoal, sendo neste caso o principal foco
as N-nitrosaminas ndo voldteis (e.g. N-nitrosodietanolamina), que
requerem técnicas baseadas na cromatografia liquida. Os esforgos e
acOes tomadas pelas industrias de alimentos e de cosméticos foram
bem-sucedidos, considerando que as concentra¢des de N-nitrosaminas
em diversos produtos nas décadas de 80 e 90 eram na ordem de mg
kg e atualmente se situam em pg kg™'. Uma revisdo sobre a presenca
de N-nitrosaminas em cosméticos foi publicada pelo préprio grupo
de pesquisa.'®

A presenca de N-nitrosaminas em medicamentos, embora ja tenha
sido reportada por autores nas décadas de 70 e 80, ganhou apenas
destaque notério em 2018 quando foram detectadas em medicamentos
da familia das “sartanas”. As fontes de contaminacio podem ser
indmeras, incluindo o emprego de matéria-prima contaminada,
formacdo na sintese do IFA, dgua usada no processo, material de
embalagem e formacdo durante a estocagem. Fica evidente que
qualquer produto farmacéutico pode conter impurezas da familia das
N-nitrosaminas e que ha necessidade de que essas impurezas sejam
controladas de forma rotineira. O processo envolvido na producio
de medicamentos nio segue uma rota tnica e, sendo assim, a via de
contaminacdo nio pode ser generalizada. Sem duvida, a inddstria
farmacéutica necessita implementar acdes no sentido de rastrear as
possiveis vias de contaminagdo e controlar os seus processos para
minimizar a presenga destes compostos nos medicamentos acabados.
Para tanto, ainda existe uma caréncia de métodos analiticos robustos e
acessiveis que permitam determinar as N-nitrosaminas volateis e ndo-
voldteis em medicamentos, na qual se tem a presenga de excipientes e
IFA em altas concentragdes. A presenga de N-nitrosaminas pode ser
impraticdvel por razdes tecnoldgicas, e nesse sentido, € imprescindivel
que as agéncias reguladoras realizem avalia¢Ges de risco e definam
valores méaximos tolerdveis de N-nitrosaminas nos medicamentos
para nortear as acdes das industrias.

MATERIAL SUPLEMENTAR

O Material Suplementar apresenta trés tabelas (1S, 2S e 3S) e €
de acesso livre a partir do website da revista Quimica Nova (http://
quimicanova.sbq.org.br/).
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