Inovacao Tecnoldgica
e Polimorfismo de
Farmacos

Carlito Lariucci, Hamilton B. Napolitano e Silvio Cunha

O conhecimento do tipo de polimorfismo que um farmaco apresenta ¢ das diferengas
estruturais entre esses polimorfos ¢ importante na pesquisa da indistria farmacéutica,
pois a descoberta de um novo polimorfo, mesmo que seja metaestavel, mas que possa ser
produzido de forma controlada por uma empresa farmacéutica concorrente, constitui uma
ameaga a patente de uma empresa sobre o seu principio ativo. Nesse trabalho apresenta-
se a importancia dos metidos cristalograficos na analise de farmacos e suas aplicagdes
na obtengdo das informagdes estruturais precisas na identificagdo e caracterizagdo
de polimorfos, tais como: pardmetros da cela unitaria, conformagdo molecular,
empacotamento molecular e ligagoes de hidrogénio.
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The knowledge of the polymorphism present in the specific drug and structural
differences between these polymorphs are meaningful informations. The new polymorph
discovered by another company yielded in controlled way becomes a kind of threat to
the patent of active molecule. In this work we present the importance of crystallographic
method to analyze the pharmaceutical molecules and its application aiming to obtain
the most valuable structural information in the identification and characterization of the
polymorphous: unit cell parameters, molecular conformation, molecular packing and
hydrogen bonds.
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Introducdo

A inovagdo tecnoldgica ¢ um componete principal
no desenvolvimento da industria famaceutica, e requer
metas de produtividade e elevados niveis de investimento
em Pesquisa, Desenvolvimento & Inovagdo (PD&I)'=.
Uma vez identificado um alvo biologico promissor
envolvido em um estado de doenga humana, o processo
de descoberta de novas moléculas bioativas com potencial
terapéutico podera ser iniciado. Nesse momento, se dara
a decisdo por parte da companhia farmacéutica sobre o
investimento de milhdes de dolares neste longo processo,
que passara, impreterivelmente, pelas fases complexas
de descoberta e desenvolvimento. Um esquema geral das
etapas envolvidas em PD&I de fArmacos ¢ apresentado
na Figura 1.

Pesquisa bisica > I)cccnbcrl:> Fasepre:clmice> Faxcclimca> Cnn\crcm]>
Identificagio . H .

doalvo :
Biodisponibilidade * |
Desenvolvimento '
pré-langamento '
Toxidade '
Fase IV

FaseI ) FaseIl) Fase IIL
J I

Quimica/ de processos / manuf: >

Figura 1: Etapas envolvidas no processo de PD&I de farmacos.

Ensaios

O planejamento de novos agentes terapéuticos passa
essencialmente pela capacidade de identificar moléculas
pequenas capazes de interagir de forma seletiva a
atividade do alvo macromolecular em um caminho que
fornega eficacia e seguranga no tratamento da doenga de
interesse. Fatores como toxidez, especificidade e o desafio
de produzir compostos potentes e seletivos, fazem das
proteinas o alvo da maioria dos farmacos.As principais
companhias farmacéuticas tém investido em novas
tecnologias para a descoberta de farmacos, procurando a
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integracao das diversas areas do conhecimento envolvidas
neste processo de carater multidisciplinar. Dentro
deste complexo paradigma, destaca-se o crescimento
do emprego de técnicas computacionais avangadas
associadas ao tradicional trabalho experimental de
laboratdrio. As plataformas para inovagdo sdo muitas e
englobam diversos componentes das pesquisas clinicas
em suas diferentes fases de desenvolvimento, associados
a inimeros outros componentes da pesquisa basica, que
envolvem desde a valida¢do de alvos moleculares até a
descoberta e desenvolvimento de New Chemical Entities
(NCEs)candidatas a novos farmacos'-.

Os NCEs podem existir em diferentes formas com
diferentes propriedades fisicas e quimicas e, quando
encontrado no estado solido, existem em mais de uma
estrutura cristalina. O polimorfismo ¢ uma propriedade
importante e inclui todas as formas sélidas de uma
mesma molécula (que apresentem a mesma fase de vapor,
liquida ou em solugdo). O fendmeno do polimorfismo
representa um desafio na induastria farmacéutica que
pretende desenvolver drogas de qualidade consistente.
Determinar a estrutura cristalina de um NCE ¢ uma das
primeiras etapas do desenvolvimento farmacéutico, e
a verificacdo da existéncia de polimorfos deve ocorrer
antes dos estudos clinicos e dos testes de estabilidade,
pois a estrutura cristalina de uma droga possibilita (a)
verificar quao facilmente ela pode ser formulada, (b)
verificar a aplicacdo bioldgica e (c) informar a respeito de
sua estabilidade. Diferencas na forma cristalina podem
causar variagdes de propriedades fisico-quimicas dos
compostos e, em conseqiiéncia, diferenres formulagoes,
biodisponibilidade e estabilidade.

O conhecimento dos polimorfos de um cristal ¢
estratégico para a indastria farmacéutica, pois ja houve
casos de prejuizos em empresas depois de se observar
mudangcas nas formas polimorfas, que no final resultaram
em qualidade inferior no teste de estabilidade do produto
final, como, por exemplo, o medicamento Norvir®,
de capsulas semi-solidas de Ritonavir. Em 1998, a
Abbott Laboratories teve que reformular a droga anti-
HIV Ritonavir quando os processos de manufatura
repentinamente comegaram a produzir um polimorfo mais
estavel®. A descoberta de um novo polimorfo, mesmo que
seja metaestavel, mas que possa ser produzido de forma
controlada por uma empresa farmacéutica concorrente,



¢ uma ameaga a patente de uma empresa sobre o seu
principio ativo.

Uma vez descoberta uma nova droga, normalmente ¢
a forma cristalina que ¢ patenteada. Os polimorfos podem
causar problemas, como: (a) um competidor poderia
patentear e comercializar um polimorfo diferente; (b) um
polimorfo indesejado (e potencialmente toxico ou inerte)
poderia ser manufaturado; (c) diferentes condig¢des de
manufatura ou condigdes de formula¢do podem produzir
diferentes polimorfos; (d) ¢ muito dificil determinar
todos os possiveis polimorfos por experimentacdo; (e)
podem ter propriedades inteiramente diferentes a partir
da formulag@o desejada padrdo, dentre outros.

Apds a obtencdo de uma nova formulacdo
farmacéutica, varias perguntas precisam ser respondidas
antes da comercializagdo, dentre elas®>: (1) Que tipo de
polimorfismo exibe uma determinada droga? (2) Qual a
diferenga estrutural entre os polimorfos (empacotamento
cristalino, liga¢cdes dehidrogénio, conformagdomolecular)?
(3) De que maneira os polimorfos diferem em propriedades
que podem afetar a qualidade e o desempenho de drogas
(estabilidade, solubilidade, higroscopicidade, entre
outros)? (4) As propriedades fisicas podem ser previstas a
partir da estrutura e vice-versa?

A Cristalografia de monocristais®*, por difragdo de
raios X537, conforme ilustrado na Figura 2, fornece as
mais precisas informagdes estruturais de compostos
cristalinos, tais como: pardmetros da cela unitéria;
densidade; desordem cristalina; conformagao molecular;
empacotamento molecular; ligacdes de hidrogénio.
O método cristalografico fornece o conhecimento da
disposicao tridimensional dos atomos da estrutura
molecular para compostos no estado cristalino. E
uma metodologia interdisciplinar, com contribui¢des
relevantes a Biologia Estrutural, Fisica, Quimica e a
Tecnologia Farmacéutica.

O polimorfo pode ser identificado através da fungdo
matematica denominada densidade eletrénica®’ p(r),
construida através dos métodos cristalograficos, dado
pela expressao

plr) %z#{tkﬁpf[— 2ah-r] Ilg FihJexpif- 2ah-r+pih)] (1]

onde V é o volume da cela unitaria ¢ F(h) é o fator de
estruturana formacomplexa, sendo seumoédulo ao quadrado

|[F(h)]* proporcional a intensidade da reflexdo medida
para diregdo h. A quantidade her corresponde ao produto
escalar entre o vetor espalhamento no espago reciproco h
e o vetor posi¢do no espago direto r. O conhecimento da
fungdo p(r) para cada posi¢do r da cela unitaria depende
ainda do conhecimento das fases @(h). Uma vez conhecida
a densidade eletronica p(r), de forma plena se conhece de
maneira univoca a estrutura do polimorfo.

(b)

Figura 2: (a) Diagrama esquematico para difratometros de monocristais,
utilizados na coleta de dados de difragao por raios X. (b) Representagio
esquematica (fora de escala) da equacdo de Bragg. 0 é o angulo entre o
feixe de raios X incidente e o plano difrator 4kl. A diferenca de caminho
entre as duas ondas espalhadas por A e C ¢ BC + CD = 2d, sen 0. A
condi¢@o de difragdo ¢ verificada quando a diferenca de caminho for
um multiplo inteiro do comprimento de onda A. O médulo do vetor S, ,
¢ o inverso da distancia interplanar d, .
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Importancia do Polimorfismo
na IndUstria Farmacéutica

Conforme descrito, um dos grandes problemas da
industria farmacéutica, no atual contexto de inovagdo e
competitividade, é o polimorfismo®. O cerne do problema
reside nas diferentes propriedades fisicas e quimicas
de uma mesma substincia em formas diferentes, tais
como: densidade, indice de refracdo, ponto de fusdo,
condutividade elétrica ou térmica, higroscopicidade,
energia livre e potencial quimico, capacidade calorifica,
pressao de vapor, solubilidade, estabilidade térmica, taxa
de dissolugao, cinética de reacdo do estado solido, energia
livre de superficie, habito cristalino, cores, dureza,
compressdo, reatividade quimica e fotoquimica. Cabe
destacar que todos esses parametros influenciam direta
ou indiretamente nas pré-formulagdes farmacéuticas.

As condigdes de cristalizagdo e produgdo das amostras
podem levar ao surgimento de polimorfos em um grupo
de cristais ou substancias. O que se espera é obter cristais
com forma e propriedade conhecidas ou entdo reproduzir
os proprios resultados em laboratorio. O mais importante,
mas nem sempre alcangado, € conhecer o processo correto
para obter os cristais com as caracteristicas fisicas,
quimicas e mecanicas desejadas, que sdo governadas
por fatores termodinamicos e cinéticos. Para se ter uma
idéia da distin¢do entre a influéncia termodindmica e
cinética basta observar o classico exemplo do carbono
nas formas de grafite e diamante®. A forma cristalina
do grafite ¢ termodinamicamente preferida, mas fatores
cinéticos, em particular a alta barreira de ativagao, fazem
com que a taxa de transformacdo do diamante para
grafite seja infinitamente lenta. Contudo, o processo de
cristalizagdo pode ocorrer em posi¢des de minimos de
energia metaestaveis ou estdveis. Uma mesma substancia
pode cristalizar nos dois minimos de energia, com
conformacgdes diferentes em cada uma das posigdes.
Assim teriamos um polimorfismo conformacional com
diferenga de energia entre eles variando de 1-2 kcal/mol®.
Este ¢ o caso da N-Benzoil-Guanidina®.

Outro tipo de polimorfismo muito comum ¢ a
incorporacao de molécula(s) de solvente durante o
processo de cristalizagdo. Assim, pode-se afirmar que
formas diferentes de cristais de uma substancia podem
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possuir propriedades muito diferentes, além de se
comportar como materiais diferentes. Estes conceitos
tém implicagdes importantes nos campos da quimica
associados com a produgdo e comercializacdo de
moléculas na forma de materiais cristalinos (drogas,
pigmentos, aditivo alimentar, explosivos, entre
outros). A industria precisa saber ndo somente a
natureza exata do material no processo de produgdo
e comercializacdo, mas também sua estabilidade com
tempo, a variabilidade de suas propriedades fisicas e
quimicas como uma fungdo da forma cristalina. Em
algumas areas, por exemplo a industria farmoquimica, a
procura e caracterizacdo de formas cristalinas do NCE
se tornou um passo primordial para a escolha da melhor
forma para formulagdo, producdo, estabilidade e para
protecdo da propriedade intelectual®®.

Polimorfos de Potenciais
Farmacos

Sistemas polimorficos proporcionam oportunidade
Unicas para estudar a competigdo entre forgas
intermoleculares e correlagdes entre mudangas na
estrutura molecular € o empacotamento cristalino. A
sintese de guanidinas ¢ um tema de intensa investigagdo
pelo fato desta classe de composto estd presente em
uma variedade de substincias com atividade bioldgica,
tanto naturais quanto sintéticas. A elucidagdo estrutural
tridimensional de guanidinas fornece informagoes
sobre pontes de hidrogénio intra e intermoleculares,
que podem ser uUteis na compreensdo da atividade
bioldgica desta classe de compostos. Descrevemos aqui o
polimorfismos da N-Benzoil-Guanidina: 4-Metoxi-1-[4-
metoxianilino(fenilcarbonilimino)metilamino]benzeno’,
um potencial NCE.

O trabalho de determinagdo da estrutura tridimensional
de ambos polimorfos foi obtido através da cristalografia
de raios X, e envolveu as seguintes etapas'®!s, (1) coleta
de dados, (2) processamento dos dados, (3) resolugdo da
estrutura, (4) refinamento e (5) validagdo e analise do
modelo cristalografico.

O polimorfo (I) é caracterizado estruturalmente

através dos parametros cristalograficos, como cela
unitaria monoclinica (a = 11,70 A; b=9,16 A; c = 18,67



A; 0=v=90°e B =96,26°), grupo espacial equivalente
a simetria P2 /n com quatro moléculas dentro da cela
unitaria (Z = 4). A descrigdo estrutural do forma 1 pode
ser vista na Figura 3. O polimorfo (II) ¢ caracterizado
estruturalmente através dos pardmetros cristalograficos,
como cela unitaria monoclinica (¢ = 8.13 A; b= 8.55 A;
c=14,76 A; 0.=97,52°, B = 94,02° ¢ y = 100,04°), grupo
espacial equivalente a simetria P-1 com apenas duas
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moléculas dentro da cela unitaria (Z = 2). A descri¢do
estrutural do forma (II) pode ser vista na Figura 4.
Os diferentes arranjos espaciais observados para a
acomodag@o molecular entre os polimorfos I e Il implicam
em diferentes padrdes de interagdes ndo-covalentes e,
portanto, em diferentes propriedades fisico-quimicas.
A Figura 5 ilustra as diferengas estruturais moleculares
entre os polimorfos I e II.

(2

(b)

Figura 3: (a) Representacdo da estrutura tridimensional molecular do
polimorfo 1. (b) Representag@o da estrutura cristalina do polimorfo I
ilustrando a simetria do grupo espacial P2 /n.

(b)

Figura 4: (a) Representacdo da estrutura tridimensional molecular do
polimorfo II. (b) Representag@o da estrutura cristalina do polimorfo II
ilustrando a simetria do grupo espacial P-1.
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Figura 5: Representagdo das diferengas estruturais da estrutura tridimensional molecular entre os polimorfos I e I1.

Consideracoes Finais

O estudo do polimorfismo vem, nas ultimas
décadas, ganhando grande importéncia para a industria
farmacéutica®'®. A necessidade de seu estudo, sobretudo
na pesquisa por novos farmacos e no estudo de pré-
formulagoes, fica evidente pelo exemplo discutido.
Qualquer NCE pode possuir polimorfismo e ndo existe
uma boa relacdo a priori entre (1) a classe da substincia
quimica e (2) a existéncia de polimorfos. Para tanto,
existem diversas técnicas de analise ¢ de manipulagdo
da forma cristalina que tornam possivel a obtencdo da
isoforma que melhor atenda a determinada formulagdo. A
metodologia mais versatil e que se destaca nesta tarefa ¢ a
cristalografia de raios X.
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