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RESUMO

A administragao de medicamentos foi um marco na historia, permitindo que enfermidades
até entdo mortiferas se tornassem trataveis. A indistria farmacéutica ¢ um dos maiores setores da
economia global. No Brasil, segundo a ANVISA, a venda de medicamentos gera mais de 130
bilhdes de reais ao ano. Esse cendrio implica em uma producdo em larga escala para o consumo,
tornando essencial a rigorosa verificacao da qualidade e seguranca de medicamentos para garantir
que esses nao representem riscos a saude. Recentemente, estudos indicaram a formagao de N-
nitrosodimetilamina (NDMA), composto potencialmente toxico, em medicamentos com 0 insumo
farmacéutico ativo (IFA) de cloridrato de ranitidina. A proibi¢ao da comercializagao foi em escala
mundial, o episddio revelou a necessidade de um maior controle na produg@o. Considerando a
possibilidade de formagdo desses compostos com potencial carcinogénico, no presente trabalho,
foi realizado um estudo de degradacdo for¢ada do medicamento ranitidina, utilizada para
tratamentos de tlceras gastricas, para avaliacao dos produtos de degradacao gerados e da potencial
geracdo de NDMA. O medicamento foi submetido as condi¢des de estresse: termolise, hidrolise
acida, hidrolise basica, oxidag¢do e fotolise. O método empregado foi baseado no guia de
degradagdo da ANVISA, Resolucdo n®4/2015, para avaliar a geracao de nitrosaminas, em especial,
a NDMA. A andlise cromatografica foi feita por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
utilizando coluna C18 e fase movel composta por ACN:H2O com eluigdo gradiente e detecgao
realizada por detector por arranjo de diodos a 228 nm. Os ensaios de degradacgdo for¢ada levaram
a formagdo de sete produtos de degradag¢do (PDs) da ranitidina. Sob condi¢des mais extremas
(tempo prolongado e/ou maiores concentragdes dos agentes degradantes) observou-se a completa
degradag¢do do farmaco. Destes PDs formados, destacou-se a formacdo do composto toxico
NDMA, observado especificamente nas degradagdes hidroliticas sob aquecimento. A confirmagao
da identidade da NDMA foi realizada mediante a comparagdo com analise do padrao analitico do
NMDA, nas mesmas condi¢des de andlise. A identificacdo dos PDs da ranitidina foi efetuada
através da analise do perfil cromatografico e comparacao com cromatogramas da ranitidina e seus
subprodutos publicados na literatura. Assim, a degradacdo for¢ada da ranitidina demonstrou ser
eficiente e util para avaliar a potencial geracdo de produtos tdxicos a partir da degradagdo do

cloridrato de ranitidina.

Palavras-chave: Nitrosaminas, Degradacdo Forcada, NDMA, CLAE-DAD, Ranitidina.



ABSTRACT

The administration of medications was a turning point in history, allowing previously
deadly diseases to become treatable. The pharmaceutical industry is one of the largest sectors of
the global economy. According to ANVISA, the sale of medications generates more than 130
billion reais per year in Brazil. This scenario implies large-scale production for consumption,
making it essential to rigorously verify the quality and safety of medications to ensure that they do
not pose health risks. Recently, studies indicated the formation of N-nitrosodimethylamine
(NDMA), a potentially toxic compound, in medicines with the active pharmaceutical ingredient
(API) ranitidine hydrochloride. The ban on marketing was worldwide, and the episode revealed
the need for greater control over production. Considering the possibility of formation of these
compounds with carcinogenic potential, in the present study, a forced degradation study of the
drug ranitidine, used to treat gastric ulcers, was carried out to evaluate the degradation products
generated and the potential generation of NDMA. The drug was subjected to stress conditions:
thermolysis, acid hydrolysis, basic hydrolysis, oxidation, and photolysis. The method used was
based on the ANVISA degradation guide, Resolution No. 4/2015, to evaluate the generation of
nitrosamines, especially NDMA. Chromatographic analysis was performed by high-performance
liquid chromatography (HPLC), using a Cis column and mobile phase composed of ACN:H>O
with gradient elution and detection performed by a diode array detector at 228 nm. Forced
degradation tests led to the formation of seven ranitidine degradation products (DPs). Under more
extreme conditions (prolonged time and/or higher concentrations of degrading agents), complete
degradation of the drug was observed. Of these DPs formed, the formation of the toxic compound
NDMA stood out, observed specifically in hydrolytic degradations under heating. Confirmation of
the identity of NDMA was performed by comparison with analysis of the analytical standard of
NMDA, under the same analysis conditions. Ranitidine DPs were identified through
chromatographic profile analysis and comparison with the ranitidine chromatograms and
byproducts published in the literature. Thus, the forced degradation of ranitidine proved efficient
and valuable in evaluating the potential generation of toxic products from the degradation of

ranitidine hydrochloride.

Keywords: Nitrosamines, Forced Degradation, NDMA, HPLC-DAD, Ranitidine.
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1 INTRODUCAO

Desde a aurora da humanidade houve abundantes métodos para o tratamento de severas
doengas fisicas ou mesmo mentais. No contexto das sociedades primitivas, em que a religido era
o unico método de explicagdo do desconhecido, doencgas e suas respectivas curas eram oriundas
de forcas divinas, ndo relacionadas ao corpo (SILVA, 2014). Embasados em suas crengas, essas
culturas primitivas exploravam as paisagens botanicas que as cercavam, identificando e utilizando
plantas, fungos e até animais com propriedades medicinais como seus medicamentos. Acredita-se
que os primeiros registros do uso de plantas medicinais na cura provém do livro Pen Ts’ao, de
2800 a.C., no qual o imperador mitolégico “ShenNung” descrevia diversas plantas da China e
como poderiam ser utilizadas no tratamento de varias moléstias (ALMEIDA, 2011). A utilizagao
e vantagem das drogas de origem vegetal ¢ fato desde as mais antigas civilizagdes. Os Egipcios
eram um dos povos mais famosos pelos seus conhecimentos medicinais, sempre atrelados a sua
religido. Junto ao seu deus Imhotep (deus da cura) e sob sua protegdo, eles desenvolveram
férmulas, procedimentos cirdrgicos e registraram tudo em papiros, como o "Papiro de Ebers",
"Aqui comeca o livro da produc¢dao dos remédios para todas as partes do corpo humano..."
(ALMEIDA, 2011).

A historia dos primeiros medicamentos reflete a transicdo de curas naturais para
formulagdes mais refinadas, marcando o inicio da farmacologia como disciplina cientifica. Porém,
somente por volta do século XIX que foi proposto o primeiro tratado de toxicologia, junto a criagdo
dos primeiros laboratorios farmacéuticos, dando inicio @ moderna farmacologia (CRF/SP, 2024).
Na Franca e Alemanha, assente as pesquisas desenvolvidas, formou-se um conceito fundamental
em farmacologia, de que o organismo humano possuia receptores para as drogas, mesmo nao
compreendendo intrinsicamente os motivos (BITTENCOURT et al., 2013). Ao inicio do século
seguinte, o governo federal dos Estados Unidos desenvolveu a primeira agéncia de protecao ao
consumidor a FDA (Food and Drug Administration) com a fun¢do de regularizar o registro e
determinar os critérios de qualidade dos medicamentos comercializados a populagao
(BITTENCOURT et al., 2013). Na década de 1940 houve uma inser¢do massiva de novos
farmacos a populagdo, o que possibilitou a cura de enfermidades que até o0 momento eram fatais.
A produgao em escala industrial, a intensa propaganda e o avango nas pesquisas de novos farmacos
geraram uma nova crenc¢a da sociedade em relacdo aos poderes dos medicamentos.

Todavia, a popularizagdo dos novos medicamentos trouxe consigo a possibilidade de
reagdes adversas. Aliada a elevada automedicagdo — muitas vezes feita sem acompanhamento

médico profissional —, persiste uma falta de clareza quanto ao funcionamento e as contraindicagdes
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desses farmacos. Complementar a tais fatos, possiveis complicagdes na propria producdo
farmacéutica tornaram-se pauta. Alguns episédios de reagdes adversas fomentaram a
conscientizacdo da necessidade de quantificar e prevenir os efeitos indesejaveis provocados por
medicamentos.

No ano de 2018, um episddio a nivel mundial revelou uma falha no controle de impurezas
na industria farmacéutica, que resultou na presenga de compostos potencialmente toxicos, N-
nitrosaminas foram detectadas como impurezas em varios medicamentos (AGLIO et al., 2022). A
FDA inicialmente acreditava que a formagdo de nitrosaminas, no caso dos medicamentos da
familia dos sartanas, estava limitada ao processo de fabricagao da substancia ativa. No entanto, em
2019, a agéncia foi alertada sobre niveis elevados de N-nitrosodimetilamina (NDMA) na
ranitidina. Conforme novas andlises foram surgindo, ficou evidente que os niveis de NDMA na
substancia ativa e nos produtos farmacéuticos de ranitidina poderiam aumentar apos a fabricagao,
especialmente em temperaturas de armazenamento mais altas (FDA, 2019). Essa descoberta
levantou duvidas sobre o potencial de surgimento de NDMA durante o transporte ¢ preocupagdes
sobre o aumento de sua concentracao com o vencimento do prazo de validade dos medicamentos
(HARMON, 2023).

A estabilidade de produtos farmacéuticos pode ser influenciada por diversos fatores
ambientais, sendo essencial o controle e armazenamento adequado para assegurar a seguranga e
eficacia dos medicamentos. Para avaliar a estabilidade dos produtos farmacéuticos sdo realizados
diversos estudos de degradagdo, dentre eles os de degradag¢do forgada, os quais envolvem a
exposicao do Insumo Farmacéutico Ativo (IFA) e do produto finalizado a condi¢des de estresse.
Esses estudos t€ém como objetivo simular a formagao de produtos de degradacao (PD) que podem
ocorrer ao longo do ciclo de vida do medicamento, utilizando condi¢des controladas que incluem
fatores como temperatura elevada, luz, umidade, hidrdlise acida ou basica e oxidagdo. Por meio
desses testes, ¢ possivel obter evidéncias sobre como a qualidade do produto varia ao longo do
tempo sob a influéncia desses fatores, permitindo a determinagdao do prazo de validade as
condi¢des de armazenamento adequadas (ICH, 2003).

A realizacdo dos estudos de degradacao forgada deve seguir as diretrizes estabelecidas
pelos orgdos regulatérios competentes. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) ¢ o orgdo responsavel por regulamentar e supervisionar esses processos, garantindo
que os medicamentos comercializados atendam aos padrdes de qualidade, seguranca e eficacia

exigidos.
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1.1 Orgios reguladores da qualidade dos medicamentos

Os parametros de qualidade dos medicamentos no Brasil sdo estabelecidos pela Resolugao
RDC n°53, 04 de dezembro de 2015: notificagdo, identificagdo e qualificagdo de produtos de
degradagdo em medicamentos com substincias ativas sintéticas e semissintéticas, definida e
publicada pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) (BRASIL, 2015). As ultimas
atualizagdes da RDC n°53/2015 foram feitas no inicio do ano de 2025 pela RDC n°964. Além
dessas, outros documentos de referéncia como o guia publicado pelo ICH (International Council
for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use) também sao
utilizados para a qualificagdo de impurezas e produtos de degradagdo em medicamentos sintéticos
¢ o (ICH, 2003; BRASIL, 2015). No Ocidente, destacam-se importantes 6rgaos reguladores, como
a FDA (Food and Drug Administration), dos Estados Unidos, € a EMA (European Medicines
Agency), da Unido Europeia. Ambas sdo referéncias globais no controle de qualidade, seguranga e
eficacia de medicamentos, além de desempenharem um papel central no ambito do ICH. Juntas,
essas agéncias estabelecem padrdes rigorosos para aprovagdo de novos tratamentos e lideram
iniciativas de harmonizacdo regulatéria por meio do ICH, facilitando o desenvolvimento e a

padronizagdo de testes clinicos em escala internacional.

1.1.1 ANVISA

No Brasil, a ANVISA ¢ a autoridade responsavel pelo registro de medicamentos em todo
o territério. Conforme a Lei n° 5.991/1973, medicamento ¢ definido como qualquer produto
farmacéutico, tecnicamente desenvolvido ou elaborado, com finalidade profilatica, curativa,
paliativa ou diagnostica. Assim, qualquer produto que apresente alegagdes terapéuticas,
independentemente de sua origem (vegetal, animal, mineral ou sintética), ¢ classificado como
medicamento e deve ser registrado na ANVISA para que a fabricacdo e comercializagdo sejam
autorizadas (BRASIL, 2018).

De acordo com o artigo 12 da Lei n° 6.360/1976, produtos sujeitos ao registro como
medicamentos ndo podem ser industrializados, comercializados ou disponibilizados ao consumo
antes de obterem a devida autorizagdo junto a ANVISA. Para o registro e posterior comercializa¢ao
de um medicamento, ¢ imprescindivel que a Agéncia analise a documentagdo administrativa e
técnico-cientifica referente a qualidade, seguranga e eficacia do produto.

Destaca-se que a ANVISA ¢ considerada uma autoridade reguladora de referéncia, alinhada

as melhores praticas internacionais. Essa atuacao fortalece os padrdes regulatorios e garante que
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todos os medicamentos disponibilizados a populacdo e aos profissionais de saide atendam aos
critérios de qualidade, seguranga e eficacia, promovendo o uso terapéutico adequado e custo-

efetivo (ANVISA, 2018).

1.1.2 ICH

A necessidade por uma regulamentacgdo internacional foi reconhecida na década de 1980
pioneiramente pela Comunidade Europeia. Os Estados Unidos, Europa e Japdo comecaram a
discutir as possibilidades de harmonizacdo das normatizagdes dos pardmetros de qualidade dos
medicamentos, mas foi somente em uma conferéncia organizada pela Organizacdo Mundial de
Satde (OMS) em 1989 para Autoridades de Regulamentacdo de Medicamentos que os planos
comegaram a serem discutidos (BRANCH, 2005; ICH, 2003).

O ICH foi criado em 1990 como uma iniciativa conjunta entre autoridades reguladoras ¢ a
industria farmacéutica. Seu principal objetivo era harmonizar os requisitos técnicos para o registro
de medicamentos, promovendo a eficiéncia no desenvolvimento e na aprovagao de medicamentos
de alta qualidade, seguros e eficazes em ambito global. A ANVISA representa o Brasil no ICH e
participa de suas reunides e grupos de trabalhos (BRANCH, 2005).

O ICH desenvolve guias orientadores (guidelines) divididas em:

. Qualidade

. Seguranga
. Eficacia
. Multidisciplinaridade

Estes guias sdo elaborados em colaboracao das autoridades reguladoras de diferentes partes

do mundo junto as maiores industrias farmacéuticas.

1.2 Estabilidade dos medicamentos

A Farmacopeia Americana (USP, United States Pharmacopeia) descreve a estabilidade de
um medicamento como o intervalo de tempo durante o qual um produto mantém, dentro de limites
definidos, ao longo de todo o seu periodo de armazenamento e uso, as propriedades e
caracteristicas que possuia no momento de sua fabricacdo. A Tabela 1 descreve os tipos de
estabilidades avaliados e os fatores que influenciam a desestabilizagdo de um medicamento

(BHANGARE et al., 2022; USP, 2012).
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Tabela 1. Tipos de estabilidades com sua descrigdo e fatores principais definidos pela Farmacopeia Norte-americana

(USP, 2012).

Tipo de Estabilidade Descricao Fatores Principais

Capacidade do fArmaco em manter
sua identidade molecular e
Quimica conformagdo espacial. Envolve a Temperatura, umidade, luz e pH
resisténcia a rea¢des quimicas que
possam alterar sua estrutura.
Manutengao das propriedades fisicas

Fisica originais do farmaco, como Vibragdes, impactos, variagoes de
aparéncia, sabor, uniformidade, temperatura ¢ umidade
dissolucdo e suspensao.
Caracterizada pela possibilidade de
T decomposicao do farmaco, Derivados da substancia ativa e
Toxicologica S
resultando em produtos com excipientes.
toxicidade aumentada.
Refere-se a esterilidade ou resisténcia . \ .
. . Fatores similares a estabilidade
. C g ao crescimento bacteriano do produto R .
Microbioldgica A ~ toxicologica, como condig¢des de
farmacéutico. Envolve a prevengao
SN . armazenamento ¢ embalagem.
de contaminagdo microbiana.
Garante que as alteracdes fisicas,
quimicas, microbiologicas ou
A tecnoldgicas nao afetem a agado Modificagdes fisicas, quimicas,
Terapéutica

farmacologica do produto. Mantém a  microbioldgicas ou tecnoldgicas.
eficacia terapéutica ao longo do
tempo.
Fonte: Adaptado de (BHANGARE et al., 2022).

Os estudos de estabilidade quimica representam a base para garantir a eficacia e seguranga
dos medicamentos durante todo seu ciclo de vida. A degradagdo das propriedades quimicas pode
comprometer ndo apenas a atividade terapéutica do firmaco, mas também desencadear alteragdes
em suas demais caracteristicas essenciais. A maioria dos medicamentos consiste em pequenas
moléculas organicas, cuja estrutura e funcionalidade dependem de grupos funcionais especificos.
Esses grupos podem estar suscetiveis as reagdes quimicas, como oxidacao e hidrdlise, que podem
levar a degradagao do farmaco e, consequentemente, a perda de sua poténcia terapéutica e/ou levar
a geracdo de produtos de degradacdo. O conhecimento dessas reacdes permite orientar o
armazenamento adequado dos medicamentos, como o uso de frascos ambar para proteger contra a
luz ou a adi¢@o de antioxidantes nas formulagdes. Ademais, entender a estabilidade quimica de
medicamentos torna-se essencial em situagdes praticas, como o tempo de uso do medicamento, as
condigdes de armazenamento e a exposi¢ao a umidade e outras condigdes ambientais (SNAPE et

al., 2010).
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1.3 Ensaios de estabilidade de farmacos

No decorrer da fabricagao e ao longo do prazo de validade, os medicamentos estdo sujeitos
a reagdes quimicas que inevitavelmente alteram a estrutura do farmaco ou dos demais
componentes de formulagdo. Essas modificagdes resultam na geragdo de impurezas relacionadas.
Os produtos de degradagdo formados, assim como quaisquer outras impurezas presentes no
medicamento, devem ser rigorosamente investigados para garantir que suas concentragdes nao
excedam niveis que comprometam a eficacia ou a seguranga do uso do medicamento (COSTA et
al., 2018).

Devido a grande variabilidade climatica, foi necessario criar subdivisdes do planeta de
acordo com as diferentes especificacdes de temperatura e umidade, para possibilitar a
comercializacdo dos produtos em outras zonas climaticas. Para os ensaios de estabilidade de
farmacos realizados no Brasil, de zona climatica IV, as industrias farmacéuticas seguem a RE n°
1/2005 da ANVISA que define trés estudos:

v Estudo de Estabilidade Acelerada ou de Degradacdo Forgada: visa acelerar a
degradacdo quimica e/ou mudancas fisicas de um produto farmacéutico em condicdes
forcadas de armazenamento. Os dados obtidos, juntamente com aqueles derivados dos
estudos de longa duracdo, sdo usados para avaliar efeitos quimicos e fisicos prolongados em
condi¢des ndo aceleradas e para avaliar o impacto de curtas exposigdes a condigdes fora
daquelas estabelecidas no rotulo do produto, que podem ocorrer durante o transporte e
armazenagem.

v Estudo de Estabilidade de Longa Duragao: visa verificar as caracteristicas fisicas,
quimicas, biologicas e microbiologicas de um produto farmacéutico durante e,
opcionalmente, depois do prazo de validade esperado. Os resultados sdo usados para
estabelecer ou confirmar o prazo de validade e recomendar as condi¢des de armazenamento.
v Estudo de Estabilidade de Acompanhamento: visa verificar se o produto
farmacéutico mantém suas caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas, e microbioldgicas

conforme os resultados obtidos nos estudos de estabilidade de longa duragao.
1.3.1 Estudo de degradacgao forcada
O estudo de Estabilidade Acelerada ou de Degradacdo Forcada permite a geracdo de

produtos de degradagdo através da exposi¢ao do insumo farmacéutico ativo e produto acabado as

condi¢des mais severas que um farmaco pode encontrar durante sua fabrica¢do, armazenamento e
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uso (BRASIL, 2015). Trata-se de um elemento essencial no processo de desenvolvimento de
medicamentos, sendo reconhecido como uma ferramenta fundamental para a avaliagao preliminar
da estabilidade do produto. Isso € particularmente relevante quando as informagdes disponiveis
sobre os potenciais produtos de degradacdo de um insumo farmacéutico ativo ou de um produto
acabado sao limitadas (COSTA et al., 2018).

O perfil de degradacao ¢ um mapeamento completo das substancias que se formam quando
um farmaco ativo ou um medicamento ¢ submetido a condi¢des que aceleram sua decomposicao,
como altas temperaturas, pH extremos ou umidade elevada. Essas substancias, chamadas de
produtos de degradacdo, podem surgir em fun¢do do tempo de exposicao a essas condigdes
(BRASIL, 2015).

Tal estudo permite o desenvolvimento de métodos indicativos de estabilidade com
especificidade e seletividade adequada, bem como fornecer informagdes acerca das possiveis rotas

de degradagdo de um determinado produto (BRASIL, 2015).

1.4 Cloridrato de ranitidina

Popularmente conhecida pelo nome original comercial Zantac, a ranitidina foi
primeiramente desenvolvida pela Glaxo Holdings Ltd., empresa biofarmacéutica, e aprovada pela
FDA (Food and Drug Administration) para tratamento de curto prazo de uma condi¢do comundo
de tlceras gastricas (FDA, 2019). Em poucos anos de seu langamento, por volta de 1988, o Zantac
se tornou um dos primeiros medicamentos a ultrapassar US$ 1 bilhdo em vendas anuais. Em 1997,
com a expiracao da patente da Glaxo, tornou-se possivel a produgdo de versdes genéricas da droga
por empresas concorrentes (CBC NEWS, 2019).

Dotado de alta seletividade e rapido inicio de acdo, o cloridrato de ranitidina ¢ um
antagonista seletivo dos receptores histaminicos H2. Os receptores H2 sdo proteinas localizadas
principalmente nas células parietais do estomago, esses sdo ativados pela histamina, um
neurotransmissor que, ao se ligar aos receptores, estimulam a secrecdo do acido gastrico. O
medicamento age de forma competitiva e seletiva bloqueando os receptores H2, inibindo os efeitos
da histamina. Apresentando uma agao prolongada, uma tnica dose de 150 mg da ranitidina, é capaz
de suprimir eficazmente a secre¢dao acida do estdmago por até doze horas (BULA EMS, [s.d.]).
Estudos controlados por placebo demonstram a eficdcia da ranitidina 150 mg duas vezes ao dia no
aumento da taxa de cicatrizagdo de ulceras géstricas. A taxa de cicatrizagdo com ranitidina variou
de 59 a 76 % apos 3 a 4 semanas de tratamento, enquanto com placebo, a taxa de cicatrizagao foi

de 23 a 44 % (BROGDEN et al., 1982). Em outros ensaios de curto e longo prazo no tratamento
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de ulceras pépticas, e em pacientes tratados por periodos mais prolongados, a ranitidina na dose
de 100 a 150 mg duas vezes ao dia mostrou-se bem tolerada. Efeitos adversos, como erupcao
cutinea, dor de cabeca e tontura, foram reportados em um total de 3 % dos pacientes (BROGDEN

et al., 1982). A estrutura quimica da ranitidina estd apresentada na Figura 1.

Figura 1. Estrutura quimica do cloridrato de ranitidina.
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Fonte: Proprio autor.

Em 2018, a comunidade farmacéutica global foi confrontada com um grave problema de
controle de qualidade quando a deteccdo de N-nitrosaminas - impurezas potencialmente
carcinogénicas classificadas como "Grupo de Preocupagdo" (Cohort of Concern) - foi reportada
em medicamentos da classe das Sartanas (anti-hipertensivos) e, posteriormente, na Metformina
(hipoglicemiante) (AGLIO et al., 2022). Esse episodio revelou falhas criticas nos processos de
fabricagdo de substancias ativas, particularmente na formacao de nitrosaminas como subprodutos
de sintese. As investigagdes regulatorias subsequentes estabeleceram critérios rigorosos para
limites aceitdveis de nitrosaminas, considerando tanto a exposi¢do diaria toleravel quanto a dose
terapéutica maxima de cada medicamento. O escandalo levou a uma revisao ampla dos processos
farmacéuticos, resultando em 2019 na descoberta de N-nitrosodimetilamina (NDMA) em outros
farmacos, incluindo a nizatidina e, mais significativamente, em diversos lotes de ranitidina (FDA,
2019). Testes realizados pela agéncia norte-americana detectaram niveis varidveis, porém
inaceitaveis, de NDMA em formulagdes de ranitidina de diferentes fabricantes, culminando no
recall (recolhimento em massa) global desses medicamentos em setembro de 2019 (YOKOO et
al.,2021).

Através dos dados apresentados na Tabela 2, evidenciam-se caracteristicas relevantes sobre
o perfil de metabolizagcdo e excrecdo do cloridrato de ranitidina, aspectos que corroboram sua
importancia em estudos de degradacdo forcada e avaliagdo de produtos secundarios, como

nitrosaminas.
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Tabela 2. Porcentagem, forma de excrecdo e metabdlitos formados pela Ranitidina.

Forma inalterada (%) Metabélitos

desmetil

Ranitidina 69+ 6 N-6xido S-6xido .
ranitidina

Fonte: Adaptado de (QUINTAO, 2017).

Cerca de 70 % da ranitidina administrada € excretada de forma inalterada, conforme Tabela
2, o que reflete em uma alta estabilidade do farmaco no organismo, destacando sua dependéncia
do sistema renal para eliminagdo e sugerindo que, grande parte do farmaco, ¢ eliminada
diretamente pelo organismo sem transformac¢do, chegando ao ambiente, principalmente por meio
de esgoto e estagdes de tratamento de dguas. Em efluentes de varias ETEs (estagdo de tratamento
de esgoto) na Italia, a ranitidina foi encontrada em concentragdes com valores médios de
288,2 ng L' (QUINTAO, 2017). Tais concentragdes elevadas em 4guas residuais poderiam
explicar os importantes potenciais de formacdo de NDMA nessas aguas. A presenca de um
conjunto de aminas terciarias e quaternarias que atuam como precursores de NDMA (por exemplo,
agrotoxicos, produtos farmacéuticos e produtos de higiene pessoal) também poderia contribuir
para os rendimentos gerais de NDMA observados em aguas residuais (LE ROUX, 2012). Em torno
de 30 % do medicamento ¢ metabolizado, dando origem a alguns derivados como o N-6xido, um
metabolito que levanta preocupagdes quanto a formacdo de compostos téxicos, como as
nitrosaminas, durante ou apds seu metabolismo. Essas informagdes sdo essenciais para
compreender os mecanismos de formagdo de subprodutos toxicos, tanto in vivo quanto em
condi¢gdes simuladas de degradagdo, como em processos oxidativos avancados, refor¢ando o
interesse no estudo da ranitidina frente a sua potencial contribui¢do para a geragao de nitrosaminas

em diferentes contextos.

1.5 N-nitrosodimetilamina (NDMA)

Os compostos N-nitrosados, como a N-nitrosodimetilamina evidenciada na Figura 2, sdo
amplamente reconhecidos por suas propriedades teratogénicas, mutagénicas e carcinogénicas,

constituindo uma série ameaga a saude humana.

Figura 2. Estrutura quimica da N-nitrosodimetilamina.
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Embora a formacao das N-nitrosaminas seja de grande diversidade de estrutura, as mais
significativas, do ponto de vista de toxicologia alimentar, sdo as dialquilnitrosaminas, nitrosaminas
ciclicas e acilalquil-nitrosaminas (ou nitrosamidas), evidenciadas na Figura 3. A presenca de
nitrosaminas em alimentos pode ser encarada como um tipico problema ambiental, uma vez que
compostos amplamente utilizados tanto na industria alimenticia quanto na de fertilizantes e
agrotoxicos, como nitratos, nitritos e diferentes aminas, sdo empregados para a conservagao e
producao de diversos produtos. O nitrato, por exemplo, ¢ frequentemente adicionado em
combinagdo com o nitrito em alimentos, atuando como conservantes, ja que ele se reduz
gradualmente em nitrito funcionando como uma reserva desse composto (ANTON et al., 2001). A
principal preocupacdo relacionada a presenca de nitratos em alimentos e dgua potavel estd
associada a dois aspectos: efeitos toxicologicos, decorrentes do consumo excessivo de nitratos na
dieta; formacdo endégena de compostos N-nitrosados, como as nitrosaminas, que podem
ocorrer no organismo humano a partir da reagdo entre nitritos e aminas, especialmente em

condi¢des acidas, como no estomago.

Figura 3. Estruturas quimicas das N-nitrosaminas mais téxicas, do ponto de vista alimentar.
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Fonte: Proprio autor.

As nitrosaminas, frequentemente desconhecidas e em concentragdes de partes por bilhao,
vém, ao longo dos anos, exercendo sua acdo carcinogénica € mutagénica em diversas espécies
animais, incluindo o ser humano. A situacdo se agrava quando se constata que essa classe de
compostos esta presente em varias matrizes, podendo também ser formada de maneira enddgena
(in vivo) (SANCHES FILHO, 2002).

A formacao enddgena de compostos N-nitrosos inicia-se quando os nitratos sao reduzidos
a nitritos por microrganismos na cavidade oral. Esses nitritos, por sua vez, sdo transformados em
oxido nitrico no estdmago devido as condi¢des presentes. Em circunstincias especificas, como na
gastrite cronica, os nitritos podem ser oxidados no estdmago, originando agentes nitrosantes (como

N203 e N2Oy4), 0s quais podem reagir para formar compostos N-nitrosos. Os compostos N-nitrosos
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exogenos tém sido identificados em estudos clinicos como agentes causadores de tumores
(SANCHES FILHO, 2002).

Para a populagdo em geral, a principal via de exposi¢ao a NDMA ocorre por meio de sua
producao endogena. Fontes exdgenas de NDMA, as quais a populagdo pode estar exposta, incluem
alimentos, bebidas maltadas, agua, fumaca de cigarro e, em menor escala, produtos de borracha,
itens de higiene pessoal, cosméticos e agrotoxicos. Além da exposi¢do de inimeras pessoas por
meio do uso de medicamentos contaminados antes de seu recolhimento do mercado farmacéutico.

A NDMA ¢ gerada de forma enddgena por meio de dois processos principais: a nitrosagao
catalisada por acido, que ocorre principalmente no estdbmago, ¢ a nitrosacdo biologicamente
catalisada, que acontece em variados locais como a cavidade oral, intestino, figado, sangue e
bexiga. A velocidade da nitrosagdo acida depende do pKa dos precursores de aminas no estomago,
enquanto a nitrosacao biologicamente catalisada ¢ afetada pela concentracdo de aminoacidos que
competem pelo nitrito (HRUDEY er al., 2013). Acredita-se que a nitrosagdo sistémica
(biologicamente catalisada) seja a principal responsavel pela produ¢do endogena de NDMA,
superando a nitrosagdo 4cida, exceto em casos de ingestdo dietética muito elevada de precursores
de aminas e nitratos (HRUDEY et al., 2013).

A exposi¢do a NDMA tem sido associada a lesdes hepaticas graves, em estudos realizados
em animais, incluindo necrose hemorragica, fibrose e cirrose. Os estudos sugerem ainda que a
exposicao oral pode causar mortalidade fetal ou neonatal. Além disso, a NDMA ¢ reconhecida por
seu potencial carcinogénico, estando associada a um maior risco de cancer gastrico, hepatico, de
bexiga e prostata em humanos, além da indugdo de tumores no figado, pulmdes, rins e testiculos
em modelos animais.

A NDMA ¢ a dialquinitrosamina mais simples e um subproduto de diversas industrias,
sendo anteriormente utilizada na fabricacdo de produtos quimicos e borracha (CANADA, 1999).
Compostos N-nitrosos induzem cancer em diversas espécies animais, incluindo primatas, € os
tumores observados sao semelhantes aos humanos. Evidéncias experimentais e epidemioldgicas
indicam que esses compostos representam um risco para o desenvolvimento de canceres como os
de esdfago, estdbmago e nasofaringe em humanos (TRICKER; PREUSSMANN, 1991). Com base
nesses achados, a Agéncia Internacional para Pesquisa sobre Cancer (IARC, International Agency
for Research on Cancer) classificou a NDMA como "provavelmente carcinogé€nica para humanos"

(Grupo 2A), ressaltando que, para fins praticos, deve ser considerada carcinogénica para humanos.



25

1.6 Formagao de NDMA a partir do cloridrato de ranitidina

Analises realizadas pela agéncia de medicina europeia em lotes de ranitidina na UE (Unido
Europeia) detectaram niveis de NDMA que geram preocupacao. Os estudos in vitro indicaram que
a NDMA pode ser formada a partir da ranitidina em meio acido na presenga de nitrito, sugerindo
uma possivel via de formagao in vivo. Ademais, a NDMA pode ser gerada durante procedimentos
analiticos que empregam temperaturas elevadas. Resultados preliminares evidenciam a presenca
de NDMA em alguns lotes, com indicios de que a dimetilamina (DMA) liberada da ranitidina, ao
reagir com nitrito, pode produzir NDMA (EMA, 2020).

Outros diversos estudos tém sido publicados ao longo dos anos com o objetivo de elucidar
0s possiveis mecanismos predominantes para a formagao de NDMA no medicamento a base de
ranitidina. Até o momento, ndo ha um método definitivo que descreva como esse composto €
gerado, o que refor¢a a necessidade de uma avaliag@o critica desses estudos para uma melhor
compreensdo dos possiveis mecanismos de formacao envolvidos.

Um dos mais abrangentes estudos sobre a geragdo de NDMA foi conduzido por King et al.
(2020) Os autores demonstraram que a NDMA ¢ formada no IFA de ranitidina devido a uma reagao
de degradacao intermolecular que ocorre sem a participagdo de impurezas externas, Figura 4. Os
dados descartaram a possibilidade de uma reacao intramolecular e comprovaram que o grupo nitro
de uma molécula de ranitidina reage, em Ultima instancia, com o grupo dimetilamina (DMA) de

outra molécula de ranitidina. (KING ef al., 2020).

Figura 4. Mecanismo reacional proposto para a formacdo de NDMA a partir da reagdo intermolecular da Ranitidina.
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Fonte: Adaptado de (KING et al, 2020).

Por meio de uma andlise de dados de diferentes formulacdes de ranitidina produzidas entre
2010 e 2019, eles observaram um aumento gradual nos niveis d¢ NDMA ao longo do tempo de
exposicao as condi¢des de armazenamento. Apds estudos de estabilidade acelerada observaram
como tanto o aumento da temperatura quanto da umidade relativa (UR) aceleraram a taxa de

formacao de NDMA, os lotes foram armazenados por até 21 dias em temperaturas entre 50 e 80
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°C e UR entre 10 e 80 %. ANDMA nao havia sido detectada em lotes recém-fabricados, indicando
que ela ndo ¢ formada como uma impureza sintética durante o processo de fabricagdo nem
introduzida como contaminante (KING et al., 2020).

Segundo os pesquisadores, a taxa de formagao de NDMA na ranitidina estd diretamente
associada a sua morfologia cristalina. Os lotes analisados apresentaram variacdes significativas
nos resultados, sendo que os cristais colunares, formados quando a cristalizagdo ndo envolve uma
fase oleosa, exibiram a menor taxa de formacdo de NDMA. Essas diferengas sugerem que
variagcdes nas propriedades superficiais dos cristais podem facilitar a interagdo com a agua,
acelerando a degradacao e, consequentemente, a formacao de NDMA (KING et al., 2020). Mesmo
diante a abrangente pesquisa, nenhum mecanismo de reacdo foi possivel de ser proposto para
descrever como a DMA ou o ion nitrito poderiam ser clivados da ranitidina, nem como a formagao
da nova ligagdo N-NO ocorre para gerar a NDMA (HARMON, 2023).

Durante a produgdo de medicamentos, ¢ comum a geracdo de impurezas a partir dos
proprios IFAs, seja por degradacdo, reacdes secunddrias ou interacdes durante o processo de
fabricacdo. As principais agéncias reguladoras, como a Anvisa (Brasil), FDA (Estados Unidos) e
EMA (European Medicines Agency), catalogam e classificam essas impurezas com base em sua
toxicidade e limite de aceitagdo, garantindo a segurangca e¢ a qualidade dos farmacos
comercializados. A Farmacopeia Europeia (Ph. Eur.) e a Farmacopeia dos Estados Unidos (USP)
listam 11 impurezas potenciais (A-K) que podem ser formadas durante a sintese e o
armazenamento do cloridrato de ranitidina (YOKOO et al., 2021), suas estruturas quimicas estao
apresentadas na Figura 5. O estudo conduzido por King ef al. comprova que a formagdao de NDMA
ocorre por meio da degradacao entre as moléculas de ranitidina, ainda que o mecanismo exato
desse processo nao esteja completamente elucidado. Nesse contexto, a deteccdo de NDMA durante
a estocagem do farmaco sugere que outras impurezas também podem contribuir para a geracao

dessa nitrosamina.
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Figura 5. Estruturas quimicas do cloridrato de ranitidina e das impurezas A, B, C, D, E,F, G, H,I,Je K
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Fonte: Adaptado de (YOKOO et al., 2021).

O ensaio conduzido por Yokoo et al. demonstraram que a formagdo de NDMA nio esta
restrita apenas a molécula original de ranitidina, como também as suas impurezas potenciais
formadas durante o periodo de armazenamento. Estudos de degradacdo térmica for¢ada da
ranitidina e de suas impurezas intrinsecas (impurezas A-K) revelaram que, além da ranitidina, as
impurezas A, C, D, E, H e | produzem NDMA em taxas diferentes, tanto no estado solido quanto
no estado liquido oleoso, apresentando formagdes de até 100 vezes maior do que a ranitidina
cristalina (sob degradacdo a 110 °C por 1 hora) (YOKOO et al., 2021). Os autores sugerem que a
formagdo de NDMA ocorre devido a nitrosac¢ao de radicais de dimetilamina e/ou do grupo N,N-
dialquil-2-nitroeteno-1,1-diamina presentes nas estruturas quimicas das impurezas produtoras de
NDMA. No entanto, a impureza H, que ndo contém nenhum desses grupos, também demonstrou
a formacdo de NDMA (com menores taxas, em comparagdo as demais) apos um periodo especifico
de exposicao, com a nitrosamina sendo detectada somente apds 18 h e em sua méxima quantidade
ap6s 24h. Esse resultado indica que outros mecanismos, além da presenca desses grupos
funcionais, podem estar envolvidos na geragdo de NDMA e que sua formagao pode acontecer em
uma reagao mais lenta.(YOKOO et al., 2021).

Evidencia-se, a partir dessas pesquisas, a influéncia critica da temperatura nos processos
de degradacdo que levam a formacdo da N-nitrosodimetilamina em formula¢des farmacéuticas
contendo o cloridrato de ranitidina. Os estudos de degradacdo forcada permitem elucidar os

principais fatores envolvidos neste processo, tanto intrinsecos (como caracteristicas fisico-
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quimicas do farmaco e da formula¢ao) quanto extrinsecos (relacionados as condigdes ambientais).
Dentre os fatores externos, destacam-se as condigdes de armazenamento, com énfase na exposi¢ao
simultanea a umidade, oxigénio atmosférico e elevacao de temperatura.

Testes de estresse conduzidos com a ranitidina (RANI) em diferentes condigdes de
condicionamento, incluindo recipientes abertos, fechados e selados a vacuo, demonstraram
resultados significativos. Foi observado que as amostras armazenadas em embalagens
hermeticamente seladas a vacuo apresentaram menor formagao de NDMA quando comparadas as
mantidas em frascos simplesmente fechados ou expostos ao ambiente (ABE et al., 2020). Esses
achados, ilustrados na Figura 6, comprovam que a formagao da nitrosamina ocorre de forma mais
acentuada quando o farmaco esta sujeito a combinagdo de fatores considerados extremos, como

exposicao atmosférica (umidade e oxigénio) e condi¢des elevadas de temperatura.

Figura 6. Estudo de degradag@o for¢cada do pd reagente de ranitidina armazenado em frascos de vidro

hermeticamente fechados, tampados e expostos ao ambiente (abertos) a 60 °C/50 % de UR.
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Fonte: Adaptado de (ABE et al., 2020).

A exposicdo a atmosfera e a geragdo de nitrito proveniente da autodecomposi¢dao da
ranitidina podem ter contribuido para a formacdo de NDMA durante o armazenamento. Embora
nao esteja completamente elucidado como exatamente os produtos de decomposicao da ranitidina,
incluindo o nitrito, participam das reagdes quimicas que levam a formacao de NDMA, a deteccao
desta nitrosamina em comprimidos de ranitidina durante o armazenamento torna necessaria a
implementa¢do de medidas adicionais para controlar impurezas nitrosaminas relacionadas a
estabilidade (ABE et al. 2020).

Neste trabalho, aborda-se a aplicagdo de um estudo de degradagado forcada do cloridrato de
ranitidina, considerando os fortes indicios de contaminacdo associados aos seus produtos de
degradacdo, os quais apresentam alto potencial toxicologico para a saude. Em virtude da proibi¢ao

de comercializagdo de cloridrato de ranitidina no Brasil estabelecida pela Resolu¢ao-RE N° 3.259,
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de 26 de agosto de 2020, ndo foi possivel a aquisicdo do medicamento. No entanto, o cloreto de
ranitidina também apresentava uso veterinario e estava ainda disponivel para comercializagdo em
diferentes empresas especializadas. Assim, buscou-se investigar a formag¢ao de nitrosaminas a
partir de ensaios de degradagdo for¢ada do cloridrato de ranitidina 80 mg para uso canino,
empregando diferentes condi¢des de estresse, como meio acido, alcalino, irradiagdo UV, térmico
e oxidante. Os produtos da degradagdo forcada foram analisados empregando-se a técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a um detector com arranjo de diodos para

monitoramento da decomposicao da ranitidina e a potencial formagao de NDMA.
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2 OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho foi desenvolver uma metodologia para a avaliacdo da
geragdao de N-nitrosodimetilamina (NDMA) e de outros produtos de degradacao a partir de um
estudo de degradagdo forcada do cloridrato de ranitidina por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detec¢do por arranjo de diodos.

Para alcancar o objetivo principal desta proposta, as seguintes etapas foram realizadas:

v' Desenvolver um método de analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia para
identificar e quantificar a geracdo de nitrosaminas sem interferéncia de excipientes do
medicamento;

v" Realizar o estudo de degradagio forgada do cloridrato de ranitidina com base no Guia sobre
Estudos de Degradacao For¢ada em Medicamentos da ANVISA;

v Avaliar a geragdo de NDMA a partir de diferentes métodos de degradacdo forcada do

cloridrato de ranitidina.
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3 EXPERIMENTAL

3.1 Materiais, solventes e padroes

Os materiais, solventes e reagentes empregados para o estudo da degradagdo forcada do
medicamento a base de cloridrato de ranitidina foram: Ranivet 80 mg (200 mg por comprimido),
antiacido para cées e gatos (Coveli); acetonitrila grau cromatografico 99,9 % (Exodo Cientifica) e
metanol grau cromatografico 99,5 % (Exodo Cientifica); NDMA, padrio analitico 99,9 % de
pureza (Sigma-Aldrich). NaOH PA ACS micropérolas (Synth); HCl PA ACS 36 % (v/v) (Exodo
Cientifica); H2O2 PA 35% (ACS Reagent). Foram empregados equipamentos € materiais como:
estufa (Biopar, modelo SIS0BA, Porto Alegre, Brasil); tubo Falcon de 15 mL; balanga semi micro
com precisdo de 0,01 mg (Shimadzu, Kyoto, Japdo); agitador vortex (Kasvi, Pinhais, Brasil);
centrifuga digital (Kasvi, modelo 4000); dgua ultrapurificada com resistividade maior que 18,2
MQ cm em purificador MegaPurity modelo MEGA RO/UP (Rio de Janeiro, Brasil). Para a
preparacao da fase movel, foram utilizadas membranas de Nylon® (Millipore®, Millford, CT,
EUA) para filtracdo com porosidade de 0,22 pm e diametro de 45 mm; sistema de filtragdo de fase
movel; funil de placa sinterizada; bomba de vacuo (Prismatec, modelo 122 BCP, Itu, Brasil);

kitassato de 500 mL, e; banho ultrassom (Quimis, Diadema, Brasil).

3.2 Processamento do medicamento de cloridrato de ranitidina

O cloridrato de ranitidina utilizado neste trabalho foi obtido a partir do medicamento
veterinario RANIVET®. A principio, considerando que cada comprimido possui 80 mg de
Ranitidina e 200 mg de excipientes, cerca de 20 mg do medicamento (8 mg de ranitidina) foram
pesados em balanga analitica de 0,01 mg, ap6s serem macerados com pistilo em grau de dgata para
obten¢ao de um poé fino e homogéneo. A partir do produto completamente fragmentado, a devida
armazenagem e identificacdo, prepararam-se diferentes solucdes para inicio do estudo de
degradacao rapida.

Inicialmente, avaliou-se a solubilidade do comprimido. Cinco porgdes de 10 mg do
cloridrato de ranitidina foram pesadas individualmente e transferidas para tubos de ensaio. A cada
tubo, foi adicionado 1 mL de diferentes solventes: metanol, acetonitrila, agua, etanol e acetona. Os
tubos foram submetidos a agitacdo manual e, quando necessario, levados a um banho ultrassénico

por 5 minutos. Posteriormente, avaliou-se visualmente uma notavel dificuldade de solubilizacao
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do farmaco devido a presenca de diferentes excipientes no comprimido, um melhor desempenho

na solubiliza¢do do farmaco foi observado para a acetonitrila e metanol.

3.3 Desenvolvimento do método analitico por CLAE-DAD

O método analitico presente neste trabalho foi desenvolvido em um cromatégrafo a liquido
de alta eficiéncia da Waters®, modelo Alliance com sistema quaternario de bombeamento 2695,
equipado com detector por arranjo de diodos modelo 2998 PDA. O tratamento e processamento
dos dados de anélise foi realizado pelo software Empower3®, a partir das separacdes das amostras
sucedidas na coluna de ago inox Symmetry Cis Column, 100 A de porosidade, 5 pm de didmetro
de particula, de 150 mm x 4,6 mm (marca Waters). Esta coluna apresenta fase estacionaria
constituida de Cis quimicamente ligados monofuncionalmente em particulas de silica de base
desativada de alta pureza. Em relagdo a fase mével, foi composta pela mistura acetonitrila:agua
(ACN:H20) no método de eluigdo gradiente. Tanto a 4gua como a acetonitrila foram filtrados
separadamente e colocadas em banho ultrassonico por 15 minutos, para remo¢do de gases
dissolvidos, impedindo assim a formagao de bolhas no sistema cromatografico.

A analise foi realizada com detecgdo ultravioleta no comprimento de onda de 228 nm,
comprimento de onda de maxima absor¢cdo da NDMA, conforme confirmado em literatura
(MASADA et al., 2019). Além disso, a varredura espectral (210-400 nm) foi habilitada durante a
analise para confirmag¢do do pico da NDMA e da ranitidina.

Para o desenvolvimento do método de andlise, diferentes composicdes de fase movel
ACN:H20 foram testadas no modo isocratico e no modo gradiente, de forma obter uma boa

separacao para os picos da NDMA e da ranitidina, dentro de um tempo de analise adequado.

3.4 Preparo das solucdes para o estudo da degradacao forcada

As solugdes de hidroxido de sodio (NaOH), acido cloridrico (HCI) e peroxido de
hidrogénio (H20,) utilizadas nos experimentos foram preparadas conforme especificagdes
técnicas, garantindo precisdo na concentracao e volume final. A solu¢do de NaOH foi obtida pela
dissolugdo de hidroxido de sodio sélido em 4gua destilada. Para a solugdo de HCI utilizou-se de
acido cloridrico concentrado 36 % v/v e diluido quantitativamente em agua destilada. J4 a solugao
de peroxido de hidrogénio a 35% v/v foi preparada pela diluicdo do reagente H.O: concentrado.
Todas as solugdes foram preparadas utilizando vidrarias devidamente calibradas e seguindo as

normas de boas praticas laboratoriais.
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3.5 Estudo de degradacio for¢ada do cloridrato de ranitidina

Os ensaios presentes neste trabalho foram realizados com base no guia para estudos de
degradagdo forcada em medicamentos e para a notifica¢o, identificacdo e qualificagdo de produtos de

degradacao publicado e regulamentado pela ANVISA (ANVISA, 2015).

3.5.1 Degradagao induzida por acido

A principio, 20 mg do comprimido macerado (contendo aproximadamente 8 mg de
ranitidina) foram adicionados a béqueres previamente identificados, seguido da adi¢do de 10 mL
da solugdio de 4cido cloridrico em concentragdes de 0,5, 1,0 e 2,0 mol L em cada béquer
devidamente identificado e em triplicata. Uma barra magnética foi inserida nos sistemas para
agitacdo por 10 minutos. Apos esse periodo, transferiu-se as solugdes para tubos de ensaio
(também identificados) e deixados em repouso a temperatura ambiente por 12 h. O procedimento
foi repetido, alterando-se a condi¢do de repouso, na qual a solugdo foi mantida em uma estufa a
75 °C por 0,5 h. Apds a exposi¢ao da RANI ao meio acido, as amostras foram neutralizadas com
a adicdo gradual de aproximadamente 10 mL de solu¢do de hidroxido de sodio em cada béquer. A
concentragdo do hidroxido de soédio foi ajustada para corresponder as concentracdes de acido
cloridrico previamente utilizadas, visando alcan¢ar um pH final entre 5 e 8. As misturas foram
homogeneizadas manualmente e aliquotas de 1,0 mL de cada amostra foram transferidas para vials
apropriados para andlise cromatografica, apés filtragdo com filtros Chromafil XTRA em teflon

PTFE, didmetro de 25mm e poro 0,45 pm, acoplados em uma seringa de 1 mL.

3.5.2 Degradac¢ao induzida por base

A etapa realizada em meio acido foi replicada em condi¢des bésicas, ajustando-se os
reagentes e parametros experimentais. Amostras de 20 mg de comprimido macerado (~8 mg de
RANI) foram transferidas para béqueres contendo 10 mL da solucao de hidréxido de sodio a 0,5;
1,0 e 2,0 mol L. As solugdes foram, entdo, transferidas para tubos de ensaio identificados e
mantidas a temperatura ambiente por 12 h. O procedimento foi repetido utilizando condi¢des
térmicas controladas, mantendo as amostras em estufa a 75 °C por 0,5 h. Apds os tempos de

exposicao, a neutralizacdo foi conduzida com volumes correspondentes de solucdo de acido
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cloridrico a 2,0 mol L', previamente calculados para equilibrar o pH das solugdes. As misturas
foram homogeneizadas manualmente, e aliquotas de 1,0 mL de cada amostra foram filtradas e

transferidas para vials apropriados para analise cromatografica.

3.5.3 Degradagao induzida por peréxido de hidrogénio

A degradagao realizada com peréxido de hidrogénio foi conduzida utilizando diferentes
concentragdes do agente oxidante. 20 mg do farmaco macerado foram adicionados em béqueres
contendo solugdes de peroxido de hidrogénio em concentragdes de 3,0; 7,5 e 15,0 % (v/v). As
solugdes foram devidamente agitadas e transferidas para tubos de ensaio identificados e mantidas
a temperatura ambiente por periodos de 12 h. O mesmo procedimento foi realizado para outras
porcdes de 20 mg do farmaco, porém deixando as solugdes em repouso por 5 h. Apos os tempos
de incubacdo, aliquotas de 1,0 mL de cada solugdo foram retiradas, filtradas e transferidas para

frascos apropriados (vials), destinados a analise cromatografica.

3.5.4 Degradagdo térmica e fotolitica

Para avaliar a degradagdo térmica da RANI, foram pesados 10 mg do comprimido
macerado e adicionados em um vidro de reldgio e submetidos a estufa a 55 °C por um periodo de
72 horas. Apo6s esse intervalo, o material foi dissolvido em 10 mL de acetonitrila para posterior
analise. A degradacao da RANI por fotolise foi investigada com cerca de 20 mg de comprimido
macerados que foram adicionados a béqueres contendo 10 mL de acetonitrila, promovendo a
dissolucdo do farmaco. A solugdo foi deixada sob exposi¢do a luz ultravioleta por 24 h em uma
caixa escura produzida em laboratorio, empregando uma ladmpada UV com emissdo em
intensidade de 365 nm. Em seguida, aliquotas de 1,0 mL de cada solugdo foram filtradas e

transferidas para vials para uso no cromatografo a liquido.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Preparo das amostras de comprimidos Ranivet

Os estudos de degradagdo forgada do cloridrato de ranitidina foram conduzidos conforme
descrito na se¢do de Métodos, para tal, utilizou-se o medicamento Ranivet®, cujos comprimidos
continham cerca de 80 mg de ranitidina diluida e em torno de 200 mg de substancias inativas
(excipientes), como ligantes, desagregantes e outros aditivos (COVELI, s.d.). Em virtude da
composicao, a maceragdo dos comprimidos de ranitidina em pistilo de 4gata tornou-se primordial
para a andlise, pois ela garantiu uma distribuicdo homogénea do principio ativo no pd do
comprimido, facilitando sua dissolu¢do e gerando uma extracdo eficiente pelo solvente para a
solugdo. Sem essa etapa, o acesso a ranitidina poderia ndo ser completo uma vez que a matriz
solida e altamente compactada do comprimido ndo seria dissolvida pelos solventes testados. A
etapa seguinte consistiu na devida estocagem do p6é finamente dividido para, em sequéncia,
realizar a pesagem de 20 mg do produto macerado, o qual contém 8 mg do IFA.

Os ensaios de degradacdo forcada foram realizados diretamente no farmaco em po e,
quando necessario, apds dissolugdo em ACN, solvente selecionado devido a sua comprovada
eficiéncia de solubilizacdo em testes preliminares. As solugdes degradadas foram submetidas a
filtragdo com filtros inertes de seringa, garantindo a remog¢do de excipientes particulados. Os
resultados demonstraram eficdcia no processo de degradacdo, com formagdo de pico

cromatografico bem resolvido e com tempo de retencao repetitivel do pico da RANI.

4.2 Desenvolvimento do método de analise por CLAE-DAD

A cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector por arranjo de diodos ¢ amplamente
utilizada em andlises qualitativas e quantitativas de compostos em misturas complexas. A
combinacdo de CLAE-DAD possui a capacidade de medir a absor¢do de luz em diversas
frequéncias, possibilitando a obten¢do de espectros de absor¢do ao longo de todo o intervalo de
comprimentos de onda durante a eluicdo dos componentes separados (CHURMS, 2005). Essa
funcionalidade possibilita a identificagdo e a caracterizagdo detalhada dos compostos gerados
durante a degradacdo forgcada da ranitidina, permitindo a correlacdo entre os comprimentos de
onda de maxima absor¢do e os respectivos tempos de reten¢do. Para garantir que o equipamento

cromatografico entregasse os resultados esperados, com a devida separagdo e identificacdo dos
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compostos analisados, foi necessario realizar uma série de testes sistematicos, baseados em ajustes
e otimizagdes da composi¢ao da fase movel constituida de acetonitrila e 4gua.

Inicialmente, os solventes que demonstraram maior eficiéncia na solubilizagdo do
comprimido (ACN e metanol) foram testados como fase mével, em diferentes proporcdes, visando
avaliar seu impacto na retengdo e separacao dos analitos. Esses ajustes foram conduzidos até que
se alcangasse a condicdo mais eficiente para a separacdo do pico da ranitidina e do NDMA. A
amostra padrdo consistiu em uma mistura do padrio de NDMA a 25 pug mL™! e de solucio de
ranitidina a 25 ug mL!. A principio, a composi¢do da fase mével foi de 50 % de agua e 50 % de
metanol ou acetonitrila. As fragdes de cada solvente foram alteradas durantes diferentes testes para
melhorar a eficiéncia da separagdo. Concluiu-se apos eluigdes em diferentes composigdes de
metanol/acetonitrila e 4gua, que acetonitrila apresentou melhor eficiéncia para eluicdo dos picos,
resultando em picos mais finos e bem definidos para os dois compostos (Figura 7). A 4gua foi
selecionada como fase movel inicial devido a sua alta polaridade, essencial para promover
interagdes adequadas com compostos mais polares como a NDMA. Adicionalmente, a acetonitrila
um solvente polar aprético com forca eluotropica significativamente maior em comparacgao a agua
que desempenha um papel critico nas analises (KOWALSKA ef al., 2018). Sua menor polaridade
em comparagdo a agua, associada a baixa reatividade com grupos aminicos (como os presentes em
nitrosaminas), minimizou interferéncias quimicas durante as etapas de separagdo e detec¢ao. Além
disso, a acetonitrila apresenta menor viscosidade comparada ao metanol, permitindo uma vazao

da fase mdvel com menor pressdo de retorno.

Figura 7. Cromatogramas da elui¢do da mistura padrdo de RANI e NDMA, empregando fases moveis (a)
MeOH:H,0 (50:50, v/v) e (b) ACN:H,O (50:50, v/v); coluna Cis; vazdo da fase mével 1,0 mL min™!; detecgio DAD
a 228 nm; injecdo 10 pL.
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Fonte: Proprio autor.
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A coluna cromatografica também foi avaliada nos estudos preliminares de separacdo da
RANI e NDMA de acordo com as propriedades fisico-quimicas dos compostos em anélise,
sobretudo suas polaridades, ranitidina LogP 1,93 e NDMA LogP -0,57 (PUBCHEM, 2025). Esses
valores de coeficiente de particdo indicam que a ranitidina ¢ um composto moderadamente polar
enquanto a NDMA ¢ altamente polar. Assim, inicialmente utilizou-se de uma coluna HILIC
(hydrophilic interaction liquid chromatography) projetada para aumentar a reten¢ao de compostos
polares devido a sua fase estaciondria altamente polar. Contudo, ndo foi possivel alcangar a
separacao da RANI e da NDMA nessa coluna, uma vez que ambos os compostos eram eluidos

muito rapidamente no inicio do cromatograma, Figura 8.

Figura 8. Cromatograma da elui¢do da mistura padrdo de RANI e NDMA, empregando fase mével ACN:H,O
(50:50, v/v); coluna HILIC; vazdo da fase mével 1,0 mL min™'; detecdo DAD a 228 nm; inje¢do 10 uL da mistura.
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Fonte: Proprio autor.

Assim, utilizou-se uma coluna Cis, amplamente empregada em anélises de compostos
moderadamente polares devido a sua fase estaciondria apolar, que interage bem com analitos de
polaridades diversas. A coluna Cig promoveu melhor separacdo dos dois compostos (Figura 9),
contudo, verificou-se que a NDMA apresentou baixa reten¢do na fase estacionaria (tr 1,81 min),
indicando que a nitrosamina analisada estava eluindo préoximo ao tempo de volume morto (to) do
sistema cromatografico. Mesmo com maior porcentagem de 4agua e sua substitui¢do por uma
solug¢do aquosa de NH4HCOs3 a pH 6,00 (para controle do pH) na composi¢cdo da fase mével a
NDMA ndo ganhou retenc¢ao e o aumento da proporcao de dgua resultava em picos da RANI menos
eficientes, mais largos e assimétricos. Considerando que essa baixa retencdo da NDMA na fase

Cis poderia provocar co-eluicdo com picos advindos da degradagdo da RANI. Assim, buscou-se
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desenvolver um método de andlise com elui¢do por gradiente da fase movel, visando aumentar a

retengdo da NDMA e a eluicdo da RANI.

Figura 9. Cromatograma da elui¢@o da mistura padrdo de RANI e NDMA, empregando fase movel ACN:H,O

(30:70, v/v); coluna Cis; vazio da fase mével 1,0 mL min’!; detecgdo DAD a 228 nm; injegdo 10 pL da mistura.
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Fonte: Proprio autor.

4.2.1 Modo de elui¢do por gradiente

Diante das limitagcdes de separagdo observadas pelo método de analise no modo de eluicao
isocratico, optou-se por um método de elui¢do por gradiente, utilizando como componentes da fase
movel os solventes A (4gua) e C (acetonitrila). ApoOs varios testes, o seguinte perfil de programagao

foi definido como fase mdvel para separagdo da RANI e NDMA por CLAE-DAD, empregando

coluna Cis:
. Etapa inicial (0 a 6 min): Composicao isocratica 5:95 (C:A, v/v), visando a reten¢do
adequada do NDMA.

. Gradiente (6 a 10 min): Transicao de 5:95 para 100:0 (C:A), promovendo a eluicdo mais
rapida da RANI por aumento da forca eluotropica.
. Recondicionamento (10 a 12 min): Retorno a composicao inicial (5:95, C:A), garantindo
a estabilizacdo do sistema antes de uma nova inje¢ao da amostra.
Tal estratégia foi desenvolvida com o objetivo de maximizar a efici€éncia cromatografica
de separagdo da RANI e NDMA, proporcionando uma resolucdo adequada entre os picos,
impedindo co-elui¢des e assegurando a reprodutibilidade das analises. O reequilibrio da coluna

entre as corridas foi essencial para manter a estabilidade do método. Dessa forma, os analitos mais
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polares foram eluidos inicialmente com a fase aquosa, enquanto os menos polares foram
progressivamente separados a medida que a propor¢do de acetonitrila aumentava ao longo do

gradiente. A composi¢cdo gradiente para a separacdo da RANI e NDMA pode ser mais bem

visualizada na Tabela 3.

Tabela 3. Descricdo do método gradiente utilizado para analise cromatografica

Método gradiente

Tempo (min) Vazio (mL/min) AGUA (%) ACN (%)
0,0 — 6,0 1,0 95 5
6,0 —10,0 1,0 0 100
10,0 - 12,0 1,0 95 5

Fonte: Proprio autor.

Com a implementacdo da elui¢do por gradiente otimizada, observou-se um aumento na
distancia entre os picos da NDMA ¢ da RANI no cromatograma, bem como um significativo
aumento no tempo de retencdo dos analitos estudados. O sinal correspondente 8 NDMA dobrou,
com um tempo de retengdo de 3,62 minutos, enquanto o pico da RANI foi deslocado para um
tempo maior de 6,40 minutos, porém eluindo mais simétrico e eficiente. Essas melhorias
resultaram em uma andalise mais adequada dos compostos de interesse. A Figura 10 apresenta uma
comparagdo entre duas corridas com os padrdes no método de gradiente definido. A sobreposi¢ao

dos cromatogramas demonstra a excelente separagdo entre os compostos estudados.

Figura 10. Cromatograma da elui¢do das solugdes padrdo de RANI e NDMA, empregando fase mével ACN:H>O no

modo gradiente, conforme Tabela 3; coluna Cis; vazdo da fase movel 1,0 mL min™'; detecgdo DAD a 228 nm

(NDMA) e a 320 nm (RANI).
0.5
RANl.
04 NDMA 6,40 min
7 3,62 min

>
é 0.3 1
S
S
]
< 02
a

0.1+ u\\pf\

0.0 J - M

T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10

Tempo (min)

Fonte: Proprio autor.
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Apesar de, na CLAE-DAD, nao ser estritamente necessario saber previamente o
comprimento de onda de maxima absor¢ao (Amax) do composto estudado, durante a analise foi
possivel realizar uma varredura em multiplos comprimentos de onda, no caso entre 210 ¢ 400 nm.
Nao obstante, utilizando solugdes padrao de cada amostra foi possivel observar e determinar seus
respectivos Amax: 228,6 nm para a solugdo padrdo de NDMA e 320,0 nm para a solugdo padrao de
ranitidina (Figura 11). Os espectros de absor¢do de ambos os compostos podem ser visualizado na
Figura 11. O registro dos espectros de absor¢ao UV da RANI e NDMA foram essenciais para

posterior confirmagdo da identidade dos compostos nas amostras obtidas do estudo de degradacao.

Figura 11. Espectros de absor¢do UV das solugdes padrdo de (a) RANI e (b) NDMA a 25 ug L.
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Fonte: Proprio autor.
4.3 Estudo da degradacio for¢cada de comprimidos de Ranivet

Os estudos de degradacdo forcada do cloridrato de ranitidina nos comprimidos de Ranivet®
foram realizados perante as orientacdes do Guia n°® 4, versao 1, de 04 de dezembro de 2015 da
ANVISA (ANVISA, 2015). A variagdo nas concentracdes das solugdes de 4cido, base e peroxido
de hidrogénio foram realizadas a fim da avaliagdo da geragao de nitrosaminas em diferentes niveis
de concentracdo, observando assim, qual condi¢do se destacava como a mais significativa para a
geracdo dos produtos de degradagdo. Ademais, condigdes adicionais foram avaliadas como a
elevagdo da temperatura no estudo de degradagdo, visando determinar a sua influéncia na geracao
de PDs.

Inicialmente foi realizada a andlise da solu¢dao da amostra que foi submetida ao estudo de

degradagdo, registrando o pico da ranitidina em 6,3 min, Figura 12. Pode-se observar também que
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no cromatograma da amostra de Ranivet, o pico da ranitidina foi o Unico registrado, indicando que

nenhum subproduto existia no inicio dos estudos de degradacao.

Figura 12. Cromatograma da eluicdo de uma amostra diluida de Ranivet de 8 mg, empregando fase movel ACN:H,O
no modo gradiente; coluna Cis; vazio da fase mével 1,0 mL min’!; detecgio DAD 228 nm.
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Fonte: Proprio autor.

4.3.1 Termolise

O primeiro estudo de degradagdo realizado foi o da termolise, avaliagdo do efeito da
temperatura na geracdo de produtos de degradacdo da ranitidina. Na condi¢do de exposi¢do a
temperatura acima da ambiente, 55 °C, ndo foi observada a formagdo de produtos de degradacao
da ranitidina (Figura 13). A andlise do cromatograma indica que a degradagdo apenas por vias
térmicas foi ineficiente para a formacdo de PD na temperatura estudada. A molécula de ranitidina
manteve-se estavel durante as 72 h de aquecimento a 55 °C, demonstrando estabilidade a

temperaturas pouco superiores as condi¢des ambientais.
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Figura 13. Cromatograma da solucdo ap6s exposi¢ao de uma amostra de Ranivet 4 mg a 55 °C por 72 h. Condicdes

de analise, vide cromatograma da Fig. 11.
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Fonte: Proprio autor.

Esse comportamento estd em consonancia com os dados reportados por Yokoo et al.
(2021), os quais observaram que a formacdo de NDMA a partir da RANI s6 ocorreu em
temperaturas significativamente mais elevadas. Em seus estudos, nenhuma das impurezas
catalogadas (Figura 5), nem mesmo o cloridrato de ranitidina em sua forma intacta apresentou
degradacao relevante quando exposto a 50 °C. A detec¢do do pico associado a NDMA s¢6 foi
possivel apds exposi¢do a temperaturas superiores a 100 °C, mesmo que em um periodo inferior
de exposi¢do (1 h), reforgando a estabilidade térmica da molécula em condi¢des moderadas e sua

alta reatividade em condigoes extremas (YOKOO et al., 2021).

4.3.2 Degradacao a partir da radiacdo UV a 365 nm

A degradacao fotolitica por exposicdo a radiacdo UV a 365 nm da solug¢do da amostra de
Ranivet 8 mg em acetonitrila foi realizada por um periodo de 24 h. A radiacdo ultravioleta, na
presenca de oxigénio, promove a formacao de radicais livres, desencadeando reagdes de oxidacao
e/ou reducdo (ANVISA, 2015). O cromatograma da Figura 14 indica uma degradagao eficiente da
ranitidina, deixando apenas residuos da espécie ativa do Ranivet e gerando trés picos nos tempos
de retengdo de 1,4 min; 1,6 min e 9,6 min. Os produtos de degradagdo apresentaram intensidades

elevadas indicando a conversao quase total da ranitidina nessas espécies.
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Figura 14. Cromatograma da solucdo apds exposi¢do de uma amostra de Ranivet 8 mg diluida em acetonitrila a
radiacdo UV a 365 nm por 24 h a 25 °C. Condicdes de andlise, vide cromatograma da Fig. 11.
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Fonte: Proprio autor.

Este ensaio resultou em uma elevada forma¢ao do composto registrado em 1,6 min, cuja
geracdo foi favorecida pela clivagem de ligagdes quimicas induzida pela radiacdo UV, por meio
de reagoes de fotdlise. Além disso, foram identificados outros dois picos em menor proporgao, em
1,4 € 9,6 min. Outros estudos de degradacao forcada ndo apresentaram dados sobre a exposicao a
radiacdo UV ou entdo foi realizado em outras condi¢des totalmente distintas que inviabilizaram a
comparacdo deste resultado e, consequentemente, a identificagdo preliminar desses picos

(FLEMING; DONNELLY, 2018; YOKOO et al., 2021; SHAIKH et al., 2024).
4.3.3 Degradagao em meio basico

As solugdes obtidas apos o estudo de degradacdo dos comprimidos de Ranivet em meio
basico ap6s 12 h a temperatura ambiente (~25 °C), foram analisas por CLAE-DAD nas condig¢des
otimizadas de analise. Trés diferentes concentracoes de NaOH foram estudadas e os resultados
estao registrados na Figura 15. Como podem ser vistos nos cromatogramas houve o aparecimento
de pelo menos quatro picos registrados nos mesmos tempos de retencao de 1,4 min, 1,6 min, 1,9
min e 9,6 min com intensidades diferentes, porém sem um efeito significativo da concentragdo de
NaOH. Estes resultados indicam que a ranitidina sofreu hidrélise bésica, levando a formagao de
alguns PDs. E importante observar que trés dos picos gerados nas solu¢des de degradacio bésica
da ranitidina coincidem com o tempo de reten¢do dos picos gerados na degradacdo fotolitica por

UV a 365 nm.



Figura 15. Cromatogramas das solucdes obtidas apds degradacdo em meio basico de Ranivet 80 mg por 12 h a
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25 °C. Concentracio da solu¢do de NaOH (a) 0,5 mol L}, (b) 1,0 mol L' e (¢) 2,0 mol L!. Condig¢des de anélise,

vide cromatograma da Fig. 11.
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Fonte: Proprio autor.

Como as condi¢des de andlise se mantiveram constantes, o tempo de retencdo dos

compostos tendem a permanecer 0s mesmos nos cromatogramas. Assim, pelos cromatogramas da

Figura 15, pode-se afirmar que houve uma decomposi¢do quase total da ranitidina (tr 6,3 min) e

que nao houve formagao de NDMA (tr 3,6 min) nos niveis de deteccdo do equipamento. Os demais

picos registrados em 1,4 min; 1,6 min; 1,9 min e 9,6 min ndo puderam ter suas identidades

confirmadas pela CLAE-DAD. No entanto, conforme visto anteriormente, a ranitidina pode conter

impurezas conhecidas identificadas como A-K (Figura 5). Essas impurezas sdo provenientes da

decomposicdo e rearranjo da molécula de ranitidina e foram devidamente identificadas a partir de

analises cromatograficas combinadas a outras técnicas de identificagdo, bem como comparacao

com os padroes individuais dessas impurezas.
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Assim, comparando o cromatograma obtido nesse estudo com aqueles obtidos por outros
trabalhos que identificaram e confirmaram a identidade dos compostos e que empregaram
condig¢des de analise similares no modo de fase reversa da CLAE, isto ¢, empregando coluna Cis
e fase movel acetonitrila:agua, podemos inferir sobre a identidade dos picos. Analisando a ordem
de elui¢do das impurezas da ranitidina obtidas pelos autores MUNRO; WALKER (2001),
SHARMA et al. (2011); YOKOO et al. (2021) e GUERRIERI et al. (2007), empregando condigdes
cromatograficas similares, os picos em 1,4 min, 1,6 min, 1,9 min, 2,1 min ¢ 9,6 min podem ser
associados as impurezas F ({5-/(dimetilamino)metil]furan-2-il}metanol), G ((2E)-2-
(hidroxiimino)-N-metil-5,6-diidro-2H- 1,4-tiazin-3-amina), B (2-[({5-[(dimetilamino)metil]furan-
2-il}metil)sulfanil]etanamina) C ((Z)-N-{2-[({5-[(dimetilamino)metil ] furan-2-
il}metil)sulfinil]etil }-N"-metil-2-nitroeteno- 1, 1 -diamina) e A ((Z)-N,N-bis{2-[({5-
[(dimetilamino)metil]furan-2-il}metil)sulfanil]etil}- 2-nitroeteno- 1, I-diamina), respectivamente

(Figura 16).

Figura 16. Estruturas quimicas dos produtos de degradagio inferidos nos cromatogramas das solugdes degradadas de
Ranivet. (a) (Z)-N,N-bis{2-[({5-[(dimetilamino)metil |furan-2-il} metil)sulfanil]etil } -2-nitroeteno-1,1-diamina; (b) 2-
[({5-[(dimetilamino)metil|furan-2-il} metil)sulfanilJetanamina; (c) (Z)-N-{2-[({5-[(dimetilamino)metil furan-2-
il} metil)sulfinil]etil } -N'-metil-2-nitroeteno-1,1-diamina); (d) {5-[(dimetilamino)metil]furan-2-il} metanol); (e)

((2E)-2-(hidroxiimino)-N-metil-5,6-diidro-2H-1,4-tiazin-3-amina).
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Fonte: Proprio autor.

A presenga de produtos de degradacdo no tempo de 9,6 min indica um possivel rearranjo
da molécula de ranitidina durante o estudo de degradagdo gerando a impureza A, algo que ¢
comumente encontrado em outros estudos (MUNRO; WALKER, 2001; SHARMA ef al., 2011;
YOKOQO et al., 2021). Enquanto os PDs B, C, F e G indicam a decomposi¢cao da molécula da

ranitidina.
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4.3.4 Degradacdao em meio acido

Para as degradagdes realizadas em meio acido por um periodo de exposicao de 12 h nao
foram detectadas diferencas significativas entre os cromatogramas obtidos de diferentes
concentragdes de HCl para as amostras de Ranivet. A Figura 17 mostra um perfil cromatografico
bem similar de degradacdo para as trés concentragdes estudadas de HCI em que ndo se observam
picos referentes a RANI (6,3 min) e tdo pouco para a formagdo de NDMA (3,6 min). Sob essas
condig¢des de degradagao foi observado um pico intenso em 1,4 min, sugerindo que seja a impureza
F da ranitidina, o composto mais degradado do principio ativo que pode ser registrado pelo
detector DAD. Além disso, um novo composto foi observado ao final de ambas as corridas, por
volta dos 9,1 minutos, que pode ser a impureza A que possivelmente se protonou em meio acido
perdendo um pouco de retencdo na fase estaciondria e reduzindo seu tempo de retengdo. A
impureza F (1,4 min) apresentou um aumento marcante na intensidade do pico nestas condi¢des
de degradagdo, indicando que a degradagdo hidrolitica acida favoreceu preferencialmente esta via
de decomposicdo da ranitidina, sendo mais intensa que a degradagao bésica, que resultou em outros

produtos de degradagdo intermediarios a ranitidina e impureza F.

Figura 17. Cromatogramas das solugdes obtidas apds degradagdo em meio acido de Ranivet 8 mg por 12 h a 25 °C.
Concentracdo da solucdo de HCI (a) 0,5 mol L™, (b) 1,0 mol L' e (c) 2,0 mol L'!. Condig¢des de analise, vide

cromatograma da Fig. 11.
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Continuagdo da Figura 17
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Para as degradacdes com perdxido de hidrogénio apos 5 horas houve o surgimento de picos

com os mesmos tempos de retengdo registrados anteriormente para a degradacdo em meio 4cido,

basico e radiagdo UV. Na Figura 18 observa-se que foram registrados picos nos tempos de 1,4 min,

1,6 min e 2,1 min, referentes as impurezas F, G e C, respectivamente, além de todos os

cromatogramas registrarem pico em 6,3 min, indicando que a ranitidina ndo foi totalmente

decomposta dentro do periodo estudado. Nao houve registro de sinal no tempo de 3,6 min sob

estas condigdes de degradagdo sugerindo que a NDMA nao foi gerada dentro dos limites de detecao

da CLAE-DAD.

Figura 18. Cromatogramas das solugdes obtidas apds degradagdo em meio oxidativo de Ranivet 8 mg por Sh a

25 °C. Concentragao da solugdo de H,O> (a) 3,0 % v/v, (b) 7,5 % v/v e (¢) 15,0 % v/v. Condigdes de analise, vide

cromatograma da Fig. 11.
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Continuagdo da Figura 18
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Fonte: Proprio autor.

Diferentemente da degradacao acida, o composto de maior intensidade foi registrado, nos
cromatogramas de degradagdo oxidativa com H>O» (Figura 18), em 1,6 min referente a impureza
G da ranitidina, similar ao que ocorreu na degradacao basica. Além disso, a intensidade do pico
em 1,6 min aumentou com o aumento da concentragdo de H>O,. Outra diferenca registrada na
degradagdo oxidativa é a formagdo da impureza C, registrada em 2,1 min. A impureza C se refere
a oxidacdo do enxofre na estrutura da ranitidina, condizente com outros resultados obtidos na
literatura quando se emprega degradagdo oxidativa da ranitidina (SHARMA et al., 2011).

Um estudo de degradacdo por um tempo um pouco maior, de 12 h, também foi realizado
para verificar o perfil de degradacgao da ranitidina no medicamento Ranivet. A Figura 19 apresenta
os cromatogramas obtidos apds a exposicao do Ranivet de 8 mg por 12 h a 25 °C sob trés diferentes
concentragdes de solugdes aquosas de H2O> (3,0; 7,5 € 15,0 % v/v).

De acordo com a Figura 19, a degradacdo da ranitidina por 12 h em meio oxidativo se
mostrou mais completa que aquela realizada por 5 h. Essa observagdo se da em virtude de os picos
dos PDs registrados nos cromatogramas serem encontrados em 1,4 min, 1,6 min, 1,9 min e 9,6
min, sugerindo que sejam as impurezas F, G, B e A, respectivamente. A maior intensidade se refere
ao pico em 1,4 min, correspondente a um PD com maior grau de degradagdo, a impureza F. Além
disso, observa-se a degradagao completa da RANI, evidenciada pelo desaparecimento total de seu
pico no cromatograma. Na concentragao de H>0: a 7,5% (Figura 19b), as intensidades observadas
no perfil cromatografico assemelham-se mais as de maior concentracdo, 15 % v/v. A impureza C
(1,9 minutos), nessas condic¢des, apresenta possivel co-eluicdo com outros picos na regido inicial
do cromatograma, conforme evidenciado pelo significativo alargamento (peak tailing) apds o sinal

em 1,6 min.
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Figura 19. Cromatogramas das solucdes obtidas apds degradagcdo em meio oxidativo de Ranivet 8 mg por 12 h a

25 °C. Concentragao da solugdo de H,O> (a) 3,0 % v/v, (b) 7,5 % v/v e (¢) 15,0 % v/v. Condig¢des de analise, vide

cromatograma da Fig. 11.

2.5 (a) 2.59 1,4 min (b)
2.0+ 2.0
s S
E s E s
1 S
S S
3 3
g 1.0+ 1,4 min ° 1.0+
a a
1,6 min
0.5 1 0.5 RANI
6,3 min
f 9,6 min
0.0 0.0 ’
T T T T T T T T T T T T T T
0 2 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
Tempo (min) Tempo (min)
2.5 (©
1,4 min
f
2.0+
—_
>
E s
13
8
<
£ 1.0
Q 1,6 min
0.54
0.0 ——
T T T

6

8 10

Tempo (min)

Fonte: Proprio autor.

Entretanto, nos ensaios com tempo estendido (12 h de exposicao a sol. H2O») foi possivel

identificar um pico em 9,6 min, que foi atribuido a impureza A, confirmando que sua formagao ¢

cineticamente favorecida em condi¢des com maior tempo de exposicdo devido ao rearranjo de

subprodutos de degradagdo da ranitidina (SHARMA et al., 2011).

A degradagdao oxidativa, potencializada pelo agente oxidante (H»0:), de substancias

farmacéuticas ocorreu por mecanismos de transferéncia de elétrons, gerando espécies reativas

como anions e cations intermediarios. Grupos funcionais como aminas, sulfetos e fenodis sdo

particularmente suscetiveis a esses processos oxidativos, levando a formagdo de N-6xidos,

hidroxilaminas e sulfoéxidos (BLESSY et al., 2014). A deteccdo dos mesmos produtos de

degradacao em condi¢des basicas, onde a degradacao ocorre predominantemente por hidrolise,

sugere que a oxidacdo pode ter gerado N-oxidos e S-0xidos, os quais posteriormente reagiram,
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dando origem aos produtos de degradacao observados na analise (SHAIKH et al., 2024; SHARMA
etal., 2011).

Notavelmente, mesmo sob diferentes condigdes diferentes de degradagdo (fotolitica,
oxidativa, hidrolitica acida e basica), observou-se a formacao recorrente de um conjunto comum
de produtos de degradacao da ranitidina, indicando que o fArmaco segue mecanismos preferenciais
de decomposicdo. No entanto, as intensidades relativas dos picos variaram significativamente
entre os ensaios, refletindo diferengas na cinética e seletividade das reagdes, as quais sao
fortemente influenciadas pelas condi¢des do meio (pH, poténcia da radiagdo UV, concentragdo de
agentes oxidantes, etc.). Esses dados demonstram que, embora os PDs registrados sejam comuns
nos diferentes processos de degradacao, as rotas de degradagdo sdo moduladas pelo tipo de estresse

aplicado.

4.3.6 Formagdo de NDMA a partir da ranitidina em condi¢des de estresse sob aquecimento

Um estudo complementar para a avaliagcdo da degradacdo da ranitidina e possivel formagao
de NDMA foi realizado em meio acido e basico com aumento da temperatura, 75 °C, em um
periodo mais curto de exposi¢ao, apenas 30 minutos. Nas condi¢des de estresse por hidrolise acida
e basica sob aquecimento, observou-se a formagdo de um produto de degradagdo com o mesmo
tempo de retencdo que o da NDMA, conforme ilustrado nas Figuras 20 e 22. Esse produto eluiu
por volta de 3,6 minutos em todos os ensaios realizados, em que foram variadas as concentracdes
de HCI e NaOH. Na Figura 20 estdo apresentados os cromatogramas das solugoes de degradagao

do comprimido Ranivet em meio acido a 75 °C por 0,5 h em trés diferentes concentracdes de HCI.

Figura 20. Cromatogramas das solugdes obtidas apds degradagdo em meio acido de Ranivet 8 mg por 0,5 ha 75 °C.

Concentragdo da solu¢do de HCI (a) 0,5 mol L', (b) 1,0 mol L' e (c) 2,0 mol L"!. Condigdes de analise, Fig. 11.
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Continuagdo da Figura 20
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Como pode ser observado na Figura 20, a degradacdo 4cida rapida e sob aquecimento
resultou em uma degradacao incompleta da ranitidina (pico em 6,3 min), gerando um PD no tempo
de retencdo de 3,6 min, previamente atribuido a NDMA. Conforme aumentou a concentragio de
HCI aumentou a degradagcdo da RANI até o completo desaparecimento do pico no cromatograma
(Figura 20c) e aumentou intensidade do pico em 3,6 min.

A disponibilidade de um padrao de referéncia da NDMA permitiu, por meio da utiliza¢do
das mesmas condic¢des de andlise, comparar os tempos de retencao do pico suspeito com o padrao.
Dessa forma, foi possivel comparar o perfil cromatografico obtido apds a degradagdo com o tempo

de retencao do pico do padrao de NDMA, verificando assim a correspondéncia e confirmando a

presenca da NDMA, Figura 21.

Figura 21. Cromatogramas das solugdes de degradacdo em meio acido de Ranivet 8 mg por 0,5 h a 75 °C em HCl

2,0 mol L' € padrdo de NDMA a 25 ug mL-!. Condigdes de analise, vide cromatograma da Fig. 11.
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O estudo de degradagdo rapida do comprimido de Ranivet em meio basico a 75 °C foi
avaliado em trés diferentes concentra¢des de NaOH (0,5; 1,0 e 2,0 mol L) e os cromatogramas
das solugdes de degradagao obtidas estdo apresentados na Figura 22. Como pode ser observado a
RANI ¢ parcialmente degradada, mesmo quando a concentragdo de NaOH se encontra em 2,0 mol
L', diferentemente do meio acido em que a RANI ¢ totalmente degradada. Além disso, em meio
basico a 75 °C ocorre a formagao de um pico em 3,6 min, atribuido a NDMA, além de outros PDs

detectados em 1,6 min e 2,1 min, atribuidos as impurezas G ¢ C da RANI.

Figura 22. Cromatogramas das solugdes obtidas apds degradagcdo em meio basico de Ranivet 8 mg por 0,5 ha 75 °C.
Concentracdo da solu¢do de NaOH (a) 0,5 mol L', (b) 1,0 mol L' e (¢) 2,0 mol L. Condi¢des de andlise, vide

cromatograma da Fig. 11.
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Assim como realizado para a degradagdo em meio acido sob aquecimento, foi realizada a
sobreposicdo dos cromatogramas da solugiio degradada de Ranivet em meio basico a 2,0 mol L™!

de NaOH e de uma solugdo padrdo de NDMA a 25 pg mL™!. A Figura 23 registra a sobreposi¢io
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dos cromatogramas e a perfeita correspondéncia dos picos do padrdo e da substancia gerada pela
hidrolise basica da RANI em 3,6 min, sob condi¢des de andlise cromatografica fixas. Essa
correspondéncia refor¢a a indicacdo de que o composto formado corresponde a N-

nitrosodimetilamina.

Figura 23. Cromatogramas das solu¢des de degradagdo em meio acido de Ranivet 8 mg por 0,5 ha 75 °C em HCI

2,0 mol L' e padriio de NDMA a 25 pug mL!. Condi¢des de analise, vide cromatograma da Fig. 11.
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Os estudos de degradagdo forgada, corroborados pela literatura cientifica, demonstraram a
influéncia critica da temperatura na formacdo da N-nitrosodimetilamina. Os ensaios realizados
evidenciaram a suscetibilidade da ranitidina a degradacdo por multiplas vias (acida e basica), com
0 aumento térmico atuando como um fator determinante na reatividade molecular e na consequente
geracdo de NDMA. Esses resultados estdo alinhados com estudos anteriores que demonstram que
a ranitidina € suscetivel a degrada¢do em ambientes oxidativos e imidos, levando a formacgao de
NDMA como um dos principais produtos de sua degradacio (KING et al., 2020).

Estruturalmente, a ranitidina contém grupos funcionais nitro e aminas (secundarias e
terciarias), que viabilizam potenciais mecanismos de formagdo de nitrosaminas. De acordo com
Loeppky et al. (1994) e Aldawsari ef al. (2021) a geracdo de nitrosaminas requer trés elementos
essenciais: um substrato nitrosavel, agentes nitrosantes e condigdes reacionais especificas. O
mecanismo proposto sugere que a clivagem térmica das ligagdes da molécula, ou de suas
impurezas, libera a amina terciaria, que atua como substrato nitrosavel. Na presenca de espécies
nitrosantes, derivadas da decomposi¢do do grupo nitro de outra molécula de ranitidina e sob

condi¢des de estresse térmico, combinadas as variacdes controladas de pH, a forma¢do de NDMA
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¢ favorecida. Essa correlagdo ¢ claramente evidenciada nos perfis cromatograficos obtidos nos
experimentos. Tais fatos confirmam os precedentes estudos e a proibi¢ao realizada a nivel global,
de que o farmaco ranitidina produz o composto toxico NDMA.

A intensidade dos picos observados indica que a degradagao da Ranitidina foi significativa,
resultando na majoritdria formacdo deste composto. Esse comportamento sugere que, em
condi¢cdes acidas ou basicas sob temperaturas moderadamente elevadas, a formagdo de NDMA ¢
amplamente favorecida, hipotese claramente evidenciada nos resultados anteriores, ja que, nas
demais condi¢des de degradagdo avaliadas, ndo foram observados picos semelhantes, refor¢ando
a ideia de que sua formacao ¢ potencializada pela combinagdo de fatores considerados extremos,

como o aumento da temperatura ¢ o pH da solugao.

4.4 Avaliacdo dos métodos de degradaciio para a geracio de impurezas

Ao analisar os cromatogramas obtidos para todas as condigdes de degradacdo forcada
testadas, observou-se que nenhum pico detectado apresentou co-elui¢do com o pico da ranitidina
e da nitrosamina (mesmo em casos de degradacdo total), indicando assim uma adequada
seletividade para o método. A Tabela 5 permite uma visualizagdo semiquantitativa das
degradagdes realizadas, em que foram medidas as areas de pico inicial (antes do teste) no
cromatograma para a solugdo da ranitidina na amostra de Ranivet e nos cromatogramas das
solugdes degradadas. Na Tabela 5 observa-se que os testes de degradacdo forgada com periodos
de exposicao mais prolongados, variando de 5 a 24 h, resultaram na degradagdo praticamente
completa da RANI. Ja as degradacdes realizadas em apenas 0,5 h apresentaram uma degradagao
parcial do farmaco, levando a formagdo de NDMA.

Avalia-se que independentemente do tipo de ataque - nucleofilico (OH"), eletrofilico (H*)
ou oxidante (H20-) - os ensaios de degradacao forcada demonstraram que o cloridrato de ranitidina
apresenta baixissima estabilidade nestas condigdes. Em todas as degradacgdes realizadas, exceto
em condig¢des térmicas de temperatura ambiente, observou-se a formacao de diversas impurezas,
sendo que a geragdo de NDMA sob temperaturas elevadas em meios acido ou basico, indica que
esses produtos de degradacdo podem reagir entre si e/ou com a propria RANI para formar

nitrosaminas, dependendo das condigdes do meio.
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Tabela 4. Porcentagens de degradacdo da ranitidina nas condigdes de degradacdo forgada: hidrdlises acida e basica,

oxidacao em diferentes concentragdes, termolise e fotdlise.

v Area de pico RANI % RANI % RANI
(u.a.) remanescente degradada
] 0,20659 100,00 -

N;g%; %56 r;lsolél 0,11716 56,71 43,29
N;(())r%g 20 r;lsolél 0,05641 27,31 72,69
MENELaw e o

-1

aml
oI
oI
MOl
HzOzsah3é02°54>OVC/V por 3,84x10 0,19 99,81
HzOzsah7é52°54>OVC/V por 3,77x10 0,18 99,82
Hin 2 ﬁg 2"/50 gg por 8.66x10° 0,04 99,96
Hzoi 2 122 ;’/50 Zé’ por 3,22%10° 0,02 99,98
Hzoi 2 122 ;’/50 Zé’ por 1,48%10° 0,01 99,99

Térmicala; ShS °C por 0,20577 99,60 0,40
Radiag¢dao UV a 5,40x10°S 0,03 99,97

365 nm a 25 °C
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5 CONCLUSOES

Em vista dos resultados obtidos e apresentados neste trabalho, pode-se concluir que os
ensaios de degradagdo for¢cada do cloridrato de ranitidina permitiram avaliar sua estabilidade frente
a diferentes condigdes de estresse e identificar potenciais produtos de degradacao. A aplicagdo dos
métodos de degradacdo forcada para realizagdo de estudos de degradacdo em medicamentos,
demonstrou-se eficiente na indugdo da formagdo de impurezas e produtos de degradagdo,
permitindo a avaliacao da estabilidade do farmaco e a identificacao de potenciais riscos associados
a sua degradagao.

Embora o método otimizado por CLAE tenha sido determinante para a deteccdo das
impurezas formadas, a caracterizagdo inequivoca desses produtos de degradacdo requereria
técnicas analiticas complementares, como cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas em tandem (LC-MS/MS, liquid chromatography-mass spectrometry/mass spectrometry).
Com base na correlagdo com estudos cromatograficos prévios envolvendo a ranitidina, foi possivel
propor identificagdes preliminares para os principais produtos de degradacdo observados. Os
resultados indicam que os compostos formados neste estudo correspondem as impurezas ja
catalogadas pelas principais farmacopeias, sugerindo vias de degradagdo consistentes com a
literatura. Sob condig¢des extremas (neste caso, o aumento da temperatura combinado com meios
acidos ou basicos), estas impurezas podem sofrer reacdes secunddrias, seja entre si ou com a
propria ranitidina, potencializando a formagao da N-nitrosodimetilamina.

Nesse contexto, as analises cromatograficas comparativas, utilizando o padrao de NDMA
como referéncia, confirmaram a formacao dessa nitrosamina como um produto de degradacao da
ranitidina sob condi¢des especificas de estresse, apos a degradacdo for¢cada do comprimido de
Ranivet em solugdes de HCl e NaOH sob aquecimento. A confirmacgdo da presengca de NDMA
ressalta a necessidade de monitoramento rigoroso de nitrosaminas em medicamentos, dada sua
potencial carcinogenicidade e os riscos associados a seguran¢a do paciente e refor¢a a importancia
de controlar fatores ambientais durante o armazenamento e a manipulagdo do fdrmaco, uma vez
que a exposi¢do a essas condicdes pode desencadear reagdes quimicas indesejadas, como a
nitrosacdo de grupos amina presentes na estrutura da ranitidina.

Por fim, os cromatogramas obtidos nos estudos de degradagao for¢ada sugerem que, para
uma avaliagdo mais eficiente dos produtos de degradacao, ¢ recomendavel a realizagcdo dos ensaios
em concentragdes elevadas de hidroxido de sodio. A condig¢do com 2,0 mol L™ apresentou o perfil
de degradacdo mais definido, evidenciado pela maior formag¢ao de produtos e melhor resolugao no

método analitico empregado. Adicionalmente, para a avaliagdo da formag¢do de N-
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nitrosodimetilamina fica necessaria a introdu¢@o de condigdes criticas aos testes, como o uso de
temperatura mais elevada combinada com condi¢do de acidez ou basicidade do meio, a fim de

favorecer sua geracao e detecgao.
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