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formacao; quais questdes considerar para a
superacdo dos desafios da avaliagdo toxicologica e
calculo de limites aceitaveis; e como alguns

limites abordem adequadamente softwares podem facilitar a andlise de risco.
as principais questoes, de acordo

OBJETIVOS
Garanta que a analise de risco,
avaliacdo toxicoldgica e calculo de

com boas praticas e critérios

localmente e internacionalmente " ~TM
aceitos. Genotox-1S
S\ .
& -
RESUMO % iS-Purge

Um conjunto de recomendacdes e etapas para avaliacao de risco, confirmacao e determinacao de limites aceitaveis
para N-nitrosaminas em medicamentos foi publicado pela Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria em 2021, no
ent3o "Guia sobre o Controle de Nitrosaminas em Insumos Farmacéuticos Ativos e Medicamentos"(Guia n° 50/2021
- versdo 1). Tematica repleta de desafios, até 0 momento, algumas vias de formacao e contaminacéo estdo sendo
propostas com base nas experiéncias anteriores, e muito conhecimento novo tem sido produzido, o que pressupde
a necessidade de uma avaliagdo abrangente segundo a experiéncia acumulada passada, bem como uso de novos
conhecimentos, ferramentas e entendimentos regulatorios em constante atualizacdo. Este ensaio resume algumas
das principais questdes envolvidas na analise de risco de formagdo/contaminag3o, avaliag&o toxicoldgica e calculo
de limites para N-nitrosaminas, além de algumas solugdes para superar desafios nesta tematica
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INTRODUCAO

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria publicou em 2021 o "Guia sobre o Controle de Nitrosaminas
em Insumos Farmacéuticos Ativos e Medicamentos"(Guia n° 50/2021 - versé&o 1), que reune um conjunto
de recomendacdes e etapas para avaliagdo de risco, confirmacao e determinacao de limites aceitaveis
para N-nitrosaminas em medicamentos.

Segundo a agéncia, trata-se de instrumento regulatdrio ndo normativo, de carater recomendatorio e
nao vinculante, sendo, portanto, possivel o uso de abordagens alternativas as proposicoes dispostas,
desde que compativeis com os requisitos relacionados ao caso concreto.

As recomendacdes locais e internacionais para analise e reducao do risco de exposicao a nitrosaminas
estao centralizadas em duas etapas, com comunicacao ao regulador ao final destas etapas a depender
os resultados. A primeira etapa é a analise do risco de presenca de nitrosaminas (neste caso, risco
tedrico ou potencial), e a segunda etapa, a confirmacao do risco (risco realistico).

Com uma orientacdo quanto a ordem de prioridades na analise de risco portfolio, consideram-se como
fatores dose maxima diaria, duracdo do tratamento, indicacdo terapéutica e populacdo de pacientes
tratados. Uma maior prioridade deve ser atribuida a produtos com alta dose maxima diaria, posologia
prolongada (uso cronico), indicagbes terapéuticas de menor risco (fora do escopo do ICH S9 ou sem
ativos per si com potencial mutagénico), medicamentos isentos de prescricao ou com indicagdes
pediatricas.

Recentemente, além de produtos sintéticos, a EMA (European Medicines Agency) incluiu critérios para
avaliacdo de produtos bioldgicos, sobretudo, aqueles com fragmentos sintéticos, embalados com
blisters contendo nitrocelulose ou nos quais ha emprego de agentes nitrosantes.

ASPECTOS A SEREM CONSIDERADOS E CRITERIOS DE AVALIAQKO
Etapa 1 - Analise de Risco (Risk Evaluation)

A primeira etapa esta focada na analise do risco potencial de presenca de nitrosaminas (traduzido
preferencialmente desta forma, para que nao seja confundida com uma avaliagcao de risco -
Toxicological Risk Assessment), por formagado ou contaminagao. Ou seja, a resposta desta etapa esta
voltada para definir se ha ou ndo risco de presenca de nitrosaminas, e adicionalmente, pode envolver
predicdes tedricas de formacdo e uso de knowledge-based para apontamento de estruturas de
possiveis nitrosaminas que podem auxiliar a etapa seguinte.

Até o momento, algumas vias de formacdo e contaminacdo estdo sendo propostas com base nas
experiéncias anteriores, e muito conhecimento novo tem sido produzido. Uma avaliacdo abrangente
para avaliar o risco da presenca de nitrosaminas deve contemplar desde a rota de sintese e vias de
degradacdo do farmaco (com avaliagcdo de potenciais condigbes de formacao nestas vias) as rotas de
matérias-primas que possam favorecer a formacdo de N-nitrosaminas e contaminacgao, deste modo,
cobrindo todo ciclo de fabricagdo com investigagbes tanto técnica como de Boas Praticas de
Fabricacao/Qualidade.

Um importante aspecto que vem sendo considerado na avaliacdo de relevancia de uma formacgao
tedrica é ndo apenas o tipo de amina disponivel quimicamente e o nivel de susceptibilidade, mas o pKa
da amina especifica e o quanto é favoravel a formacdo na condicdo e etapa especifica (ex: pH e
temperatura) em que ha contato com o agente nitrosante. Neste sentido, o nivel de conhecimento sobre
0 processo sintético e o auxilio do especialista em quimica organica sdo essenciais para analises



verdadeiramente robustas.

Risco de formacgao de nitrosaminas = Presenca de agente nitrosante ou oxidante + Amina
susceptivel/vulneravel (secundaria ou terciaria) ou sais quaternarios de amonio + Condicao e etapa
favoravel

Risco de contaminacao por nitrosaminas = Potenciais fontes de nitrosaminas ou contaminacao por
agentes susceptiveis a formacdo até a etapa de armazenamento do produto acabado em sua vida util.

Algumas questdes podem ser Gteis na analise do risco de presenca de nitrosaminas no IFA e no
produto acabado:

v Existe uma amina vulneravel na estrutura do IFA e das impurezas de processo conhecidas?

v' Existe risco de formacao de N-nitrosaminas no processo sintético, considerando a combinacao
de reagentes, solventes, catalisadores, materiais de partida, intermediarios formados,
impurezas e degradantes formados em etapas especificas? 0 carreamento é plausivel?

v’ Existe risco potencial de contaminacao (ex: materiais recuperados, como reagentes, solventes,
catalisadores, materiais de partida, intermediarios, impurezas e degradantes, equipamento etc.)
ou carreamento e interacdo de agentes inter-etapas? O carreamento é plausivel?

v" Existe risco de ocorréncia de nitrosamina durante a fabricacdo do produto acabado ou ao longo
do armazenamento na vida uatil do produto? A formulacdo (excipientes e suas impurezas), o
perfil de degradacao, ou tipo de embalagem sugere risco de formacao?

v Dado o panorama de possiveis causa-raiz, ha risco de presenca de nitrosaminas?

v" Quais agoes de mitigacao podem ser adotadas com foco em cada causa-raiz identificada? O
cenario de eliminacdo por mudanca em qualquer variavel do processo é plausivel e viavel?

Calculo do Fator de Purga em rotas sintéticas e estimativas de eliminacio
de N-nitrosaminas do processo produtivo

Conforme o Guia 50/2021 “caso tenha sido verificada a presenca de risco potencial de formacao de nitrosaminas
no processo sintético do IFA, levando em consideragdo os reagentes, solventes, catalisadores, materiais de
partida, intermediarios formados e outras impurezas, pode ser realizada uma avaliagdo pormenorizada de todo
o processo de obtencdo do farmaco no que tange as possibilidades de eliminagdo/purga da(s) nitrosamina(s)
potencialmente presente(s)".

0 software iS-Purge (Altox Ltda) (Figura 1) é voltado para o calculo do Fator de Purga’, Fator de Purga Requerido
e Razdo de Purga, tendo como resultado final uma decisdo quanto a necessidade de testes analiticos e caso haja
uma margem de aceitavel nos calculos, justifica a auséncia da necessidade de testes analiticos (Opgéo 4 do ICH
M7):



iS-Purge

Data input for the process

Impurity name Initial concentration (ppm) ? Acceptable limit (ppm) 2
N-nitrosamine compound 1000 0,001
Purge factor calculation

Stage Operation Reactivity Solubility Volatility lonisability n Scientific Rationale Purge Factor per Stage
Reaction ~ High - 100 ~ WModerate - 3 ~ Low -1 v High - 10 v y 3000
Drying ~ Moderate - 10 ~ Moderate - 3 ~ Low -1 v High - 10 v y 300
1 Washing ~ High - 100 ~ Moderate - 3 ~ Low -1 v High - 10 v y 3000
Purification ~ Moderate - 10 ~ Moderate - 3 ~ Moderate - 3 v High - 10 v 900

Total 2430000000000

Predicted Purge Factor = 2430000000000 (or 2.43E+12)

initial concentration

Required Purge Factor =
acceptable limit

= 1000000 (or 1E+6)

Purge Ratio = Predicted purge laclor _ 5430000 (or 2.43E+6)
required purge factor

Final result

Option 4 supported.

Provide purge ratio.

Figura 1. Tela do iS-Purge e calculo do Fator de Purga, Fator de Purga Requerido e Razdo de Purga.

Teasdale, Andrew & Elder, David & Chang, Sou-Jen & Wang, Sophie & Thompson, Richard & Benz, Nancy & Flores, Ignacio. (2013). Risk Assessment of Genotoxic
Impurities in New Chemical Entities: Strategies to Demonstrate Control. Organic Process Research & Development. 17. 221-230. 10.1021/0p300268u.



Etapa 2- Testes confirmatorios

Ferramentas classicas de analise de risco (aplicadas inclusive no contexto do gerenciamento de risco
de qualidade) podem ser extremamente Uteis para auxiliar na quantificacdo de risco, ponderando-se
em matriz os diferentes fatores de risco identificados, possibilitando a identificacao de prioridades
segundo a plausibilidade, relevancia e dano potencial.

0 report EMA/369136 propos que apds a analise do risco de formacdo deve ser conduzida a analise
confirmatoria, para a detecgcdo de N-nitrosaminas, e neste sentido, havendo detecgao, as medidas de
controle e mitigacao de riscos devem ser estabelecidas. De acordo com o Guia ANVISA, 50/2021, caso
seja identificado risco de presenca de nitrosaminas como resultado da Etapa 1, a empresa deve
prosseguir para a Etapa 2 e realizar os testes confirmatorios, a fim de confirmar ou refutar a presenca
de nitrosaminas no IFA ou produto acabado, a depender da origem do risco. Para isso, a empresa devera
utilizar métodos analiticos adequadamente sensiveis para a quantificacdo dessas impurezas.
Considera-se auséncia de nitrosaminas quando esta estiver abaixo de 10% do limite de ingestao
aceitavel, porém outras abordagens podem ser justificadas, ndo excedendo o limite de 30%. Casos com
excedentes demandam recolhimento, medidas de mitigacao e alteragdes pods-registro focadas na causa
raiz da formacao ou contaminacao.

Comentario do autor: classicamente, a experiéncia em avaliacao de risco nos aponta que pode n&o ser
uma estratégia efetiva fazer a interface entre “andlise de risco de presenca” de N-nitrosamina (ou
potencial de exposicao tedrica), e uma “confirmacdo do risco” por meio de analises (potencial de
exposicao real), sem confirmar previamente se a N-nitrosamina faz parte do grupo de “coorte de alta
preocupacao”ou trata-se de uma N-nitrosamina de menor preocupacao toxicologica, ou ainda, da
plausibilidade da impureza ocorrer no estagio final de obtencdo do IFA ou no produto acabado. As
estratégias de controle deveriam ser focadas no risco de uma N-nitrosamina potencialmente
mutagénica e/ou com potencial carcinogénico.

Antes da etapa de confirmacao de risco (etapa analitica), no entendimento da Altox, é considerado muito
importante avaliar o potencial de toxicidade das N-nitrosaminas potencialmente formadas e apontadas
no estudo teodrico, para se ter uma ideia do horizonte analitico a ser colocado como meta e com mais
elementos para o delineamento e priorizacao da etapa de confirmacao experimental. Algumas N-
nitrosaminas poderdo ser consideradas ndo-mutagénicas, e conforme ultimas discusstes da EMA
controladas como impurezas comuns (conforme critérios do ICH Q3A/B), enquanto que outras deverao
ser controladas em limites muito restritivos de acordo com a poténcia. A ordem dos fatores em
avaliacdo de risco é notavelmente alterador dos produtos, neste caso, podendo implicar no
recolhimento de um produto pelo uso direto do TTC de 18ng/dia para nitrosaminas novas como um
limite. No provavel cenario de haver pouco detalhamento das etapas sintéticas ou ocorréncia de varios
produtos com algum nivel de risco “de presenca”, o perfil toxicoldgico € essencial para apontar
prioridades e nivel de esforcos da etapa confirmatoria.



ESTRATEGIA DE AVALIAGCAO TOXICOLOGICA E CALCULO PARA A ATRIBUIGAO DE LIMITES
DE ACEITAGAO

A primeira investigacdo a se ter em mente apos a identificagdo de uma potencial N-nitrosamina em
um determinado IFA ou produto é se esta N-nitrosamina é de fato mutagénica ou carcinogénica. A
Figura 2 resume as implicacdes no calculo dos limites que podem ser produto da estrutura da N-
nitrosamina. Este é o nosso workflow sugerido para a avaliacdo toxicologica de N-nitrosaminas e
determinacao de limites aceitaveis.

Threshold of

Toxicological 18ng/day [
Concern(TTC) - !

Limit based on the ;

reliable SAR
. . analysis of
N-nitrosamine | fragments
structure (activation,
Nodataor inactivation,
insuficient data mitigation factors Compound-
Calculation of etc.) ) specific limit
compound-specific (whichever is
limit Limit based on the lov.{eror
structurally closest reliable)
Mutagenic with related N-
uknown carcinogenic nitrosamines by RAx
potential or kNN model
Database and ’
literature searches for P Linear Compound-
carcinogenicity and Mutagenic with extrapolation of specific
mutagenicity data known carcinogenic TDso for arisk acceptable
patency level of 1:100.000 intake
Non mutagenic Management as
and/or non- per ICHQ3A/B

carcinogenic

Figura 2. Workflow sugerido para a avaliacao toxicoldgica de N-nitrosaminas e determinacao de limites aceitaveis.

Modelos /n silico e Read-across (RAx)

Mais do que o mero uso automatizado de modelos /n silico, um profundo dominio de métodos de estudos de
Relagdo Estrutura-atividade (SAR) sera necessario, para avaliar a interferéncia dos grupamentos R1e R2 laterais
(e outros) da N-nitrosamina, com a verificacdao de grupamentos antenuadores, neutros ou de potenciagao da
resposta mutagénica e carcinogénica.

Conforme o racional proposto pela EMA, o uso de modelos de relacao estrutura-atividade (SAR) e Read-across
com analogos estruturais podem ser muito Gteis na avaliacdo toxicologica. Modelos com descritores estruturais
adequados para deteccdo destes padrdes e ferramentas de inspecdo visual podem ser bastante Uteis neste
contexto. Na figura abaixo, pelo Mapa de Probabilidade, é possivel identificar nas estruturas de nitrosaminas
grupamentos capazes de atenuar ou cessar (em verde) ou manter/potencializar a atividade mutagénica da
nitrosamina (em vermelho) (Figura 3).
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Figpra 3. Avaliacao de Nitrosaminas com o nosso software Genotox-iS. 0 mapa de probabilidade permite obter
indicativos que diferenciam nitrosaminas mutagenicas daquelas sem potencial mutagenico.

Algumas questdes serdo consideradas relevantes na avaliacdo toxicoldgica de perigo:

v" A nitrosamina possui dados prévios de toxicidade?

v' Ha dados de relacdo dose-resposta (ex: TDso) adequados e a extrapolacao linear da TDs, para um limite com
nivel risco carcinogénico de 1:100.000 sera considerada confiavel?

v A nitrosamina formada apresenta as caracteristicas estruturais sugestivas de poténcia e MOA (mecanismo de
acao) genotoxico e carcinogénico, ou ha fragmentos atenuadores?

v Em caso de insuficiéncia de dados, com base em estudos de Relacéo Estrutura-atividade (SAR) é possivel
determinar um limite aceitavel especifico para a nitrosamina?



ATRIBUIGAO DE LIMITES DE ACEITACAO

0 limite de aceitacdo dependera elementarmente das caraceristicas de perigo da N-nitrosamina (Figura
2). Na etapa de calculo do limite aceitavel para a N-nitrosamina, algumas questdes e diretrizes
regulatorias poderao nortear a avaliagao:

v

v

v

0 limite toxicologico pode ser calculado? Valores pragmaticos ou read-across podem ser
aplicados como alternativa?

0 nivel de formacgdo/contaminagao para a nitrosamina esta abaixo do limite considerado seguro?
Este limite é alcancavel tecnicamente?

Ha mais de uma N-nitrosamina? Os limites podem ser ajustados no caso pratico para manter o
risco de 1:100.000?

Em caso de formacao de mais de uma nitrosamina, o critério de decisdo deve ser baseado no
risco resultante ou a mera ocorréncia de 2 nitrosaminas é suficiente para descontinuar o
produto? (ha diferentes critérios propostos pela ANVISA, OMS, critério do ICH M7 e critério EMA)
Em casos de limites toxicologicos abaixo do limite técnico, o produto sera descontinuado ou uma
analise do risco-beneficio sera aplicada?

0 ajuste dos limites para posologias com duracdo menor que o periodo vital pode ser
determinado (less-than-lifetime)? (ha diferentes critérios propostos pela ANVISA, OMS, critério
do ICH M7 e critério EMA)



CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

A tematica de Avaliacdo e Controle de Nitrosaminas em Insumos Farmacéuticos Ativos e Medicamentos é
de fato desafiadora, e com ampla variacdo nos niveis de complexidade em cada caso e causa-raiz. Longe de esgotar
o tema, as respostas as questdes colocadas neste ensaio, junto as atuais diretrizes regulatorias, podem nortear
avaliagOes de seguranca robustas, mitigando riscos regulatorios. Certamente novas estratégias devem surgir e
serdo baseadas nas experiéncias sendo construidas para a resolugao dos principais desafios atuais.

Com um arsenal de ferramentas adequado; conhecimentos de Toxicologia e Avaliagao de Risco; e, pelas interfaces
de conhecimento, a unido de expertises de Toxicologia, Quimica Organica, Qualidade e Assuntos Regulatorios;
certamente ha como resultante maior chance de éxito regulatorio nestes desafios e produtos mais seguros.

Key points.

. Ha varios desafios na avaliacéo e controle de risco de N-nitrosaminas;

. As caracteristicas estruturais séo o ponto de partida para a avaliagdo toxicoldgica;

. 0 uso de ferramentas computacionais/softwares podera suportar e direcionar as avaliagdes de risco, racionalizar
experimentos e definir limites aceitaveis;

. Ha uma tendéncia em adotar os principios de Gerenciamento de Risco de Qualidade, para gerenciar de forma macro os

potenciais riscos de diferentes fontes.

Ensaio adaptado de “N-nitrosaminas: combinando a Analise de Risco de formag&o e a Avaliagdo de Risco Toxicoldgico”. Disponivel

em: https://altox.com.br/n-nitrosaminas-combinando-a-analise-de-risco-de-formacao-e-a-avaliacao-de-risco-toxicologico
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