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Solid State in the Pharmaceutical Industry: A Brief Review

Abstract: Most marketed pharmaceuticals consist of molecular crystals due to reasons of
stability and ease handling during the development. Pharmaceutical solids can exist in the
different forms. The arrangement of the molecules in a crystal determines its physical
properties, influences the formulation, as well as dissolution rate and stability. Several
examples are reported to demonstrate the importance of polymorphism in properties that can
change the quality of the final product. A thorough understanding of the relationships
between physical structures and the properties of pharmaceutical solids is therefore important
in selecting the most suitable form. In this review, the different crystal forms of
pharmaceuticals, the commonly used solid-state analytical techniques and advantages and
disadvantages of each technique are discussed. In more detail, here is exposed the impact of
solid forms in a galenic level.

Keywords: Polymorphism; drug; analytical techniques; bioavailability; stability; processability.

Resumo

Muitos fdrmacos comercializados consistem em cristais moleculares devido a razdes de
estabilidade e para facilitar o manuseio durante o desenvolvimento. Sélidos farmacéuticos
podem existir em diferentes formas. O arranjo das moléculas no cristal determina as suas
propriedades fisicas, influencia a formulagdo, assim como a taxa de dissolucdo e estabilidade.
Diversos exemplos sdo relatados para demonstrar a importancia do impacto do polimorfismo
em propriedades que podem alterar a qualidade do produto final. Uma compreensdo
completa das relagGes entre as estruturas fisicas e as propriedades dos sélidos farmacéuticos
é, portanto, importante na escolha da forma mais apropriada. Nesta revisdo, as diferentes
formas cristalinas de farmacos, as técnicas de analise de estado sélido comumente utilizadas e
as vantagens e desvantagens de cada técnica sdo discutidas. De forma mais detalhada é
exposto o impacto das formas sélidas em nivel galénico.

Palavras-chave: Polimorfismo; farmaco; técnicas analiticas; biodisponibilidade; estabilidade;
processabilidade.
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1. Introdugao

O polimorfismo é um termo cada vez mais
presente nas discussGes académicas,
industriais e regulatérias no ambito
farmacéutico. Trata-se de um fenGmeno
cristalino ja ha muito conhecido, mas que
tomou notoriedade recentemente. A
possibilidade de um farmaco cristalizar-se em

diferentes estruturas leva a necessidade de

uma cuidadosa avaliacdo pela industria
farmacéutica, avaliacdo esta que deve
envolver diferentes técnicas de

caracterizagao, pouco estudadas durante os
cursos de graduacdo. Meétodos como,
difracdo de raios X e analise térmica podem
ser definitivos na caracterizacdo de sélidos
farmacéuticos.

A importancia desta caracterizagdo vem
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crescendo e foi mais reconhecida por parte
da industria apds o caso do ritonavir, em que
a empresa teve alto prejuizo financeiro
devido a retirada do mercado de lotes de
medicamentos contendo o farmaco. Essa
providéncia foi necessaria, pois ocorreram
falhas na dissolucdao devido a cristalizacdo de
um polimorfo menos soluvel do ritonavir.
Esse caso demonstra o impacto do
polimorfismo na dissolugdo, que pode levar a
uma alteracdo na biodisponibilidade. Além da
biodisponibilidade, outros fatores
importantes que podem ser alterados devido

as formas sélidas sdo: estabilidade e
processabilidade (fluxo do po,
compressibilidade, entre outras

caracteristicas).

A avaliacdo do impacto do polimorfismo
em propriedades importantes para garantir a
qgualidade do produto farmacéutico &,
normalmente, demorada e requer um estudo
mais aprofundado da relagdo estrutura-
propriedade. Assim, observa-se um grande
numero de publicacBes nesta area por parte
do meio académico. ® Muitas publicagdes
tém sido realizadas por grupos brasileiros ou
com participacdo de seus pesquisadores,7"12
sendo a contribuicdo nacional para o tema
razoavelmente relevante. Recentemente, um
artigo de revisdo foi publicado,” com a
perspectiva de divulgar um texto que
proporcionasse  “material de  estudo
introdutdrio aos iniciantes no tema”. Mesmo
sendo um material de excelente qualidade,
algumas consideragdes também
interessantes e que podem nortear o
trabalho de quem comega a caminhar nas
alvoradas da cristalinidade de farmacos nao
foram abordadas em tal artigo. Com este
intuito, publica-se esta nova fonte de
consulta, a qual também podera contribuir
para um detalhamento no tema em questao.

Pretende-se aqui exp6-lo de forma mais
detalhada no que se refere ao seu impacto
em nivel galénico, particularizando suas
interferéncias em trés aspectos:
biodisponibilidade, estabilidade e
processabilidade. Além disso, de forma
diferencial, busca-se difundir uma introducao
as técnicas de obtencdo de polimorfos, tema

Vo

de grande relevancia para a industria
farmoquimica que se renova no pais. Por fim,
indicar, de forma mais textual e explicativa,
os aspectos essenciais das principais técnicas
de caracterizacdo de polimorfos.

2. Solidos Cristalinos e Amorfos

Os solidos podem ser classificados como
cristalinos ou amorfos. Os sélidos cristalinos
sdo aqueles nos quais atomos, ions ou
moléculas apresentam um arranjo periddico,
ou seja, que se repete regularmente nas trés
dimensdes. S3o formados por celas unitarias’
que consistem na unidade estrutural basica
de um cristal, sendo este formado por um
empilhamento destas celas através de
repeticdes translacionais' (Figura 1). As
dimensGes da cela unitaria podem ser
caracterizadas por parametros de rede, que
sdo trés eixos cristalograficos, a, b e c e os
angulos entre os eixos, a, 6B, y. Estes
parametros descrevem a forma e o tamanho
da cela unitaria® (Figura 1). De acordo com
seus parametros de rede, os reticulos
cristalinos podem ser agrupados em sete
tipos basicos de sistemas: cubico, tetragonal,
ortorrémbico, hexagonal, monoclinico,
triclinico e romboédrico * (Figura 2).

Os sélidos amorfos ndo contém
ordenacgado espacial a longa distancia. Tendem
a ser mais energéticos do que os cristalinos, e
por isso geralmente apresentam
propriedades diferentes, como maiores
solubilidade e taxa de dissolu¢do. O aumento
da solubilidade e da dissolugdo pode justificar
o uso de insumos farmacéuticos ativos (IFAs)
amorfos em formulages. Porém, os sélidos
amorfos geralmente apresentam menor
estabilidade fisica e quimica e, por isso, sdo
menos utilizados em formulagdes em virtude
de sua tendéncia a cristalizagdo e a
degradacdo.’

! Cela unitaria ¢ o termo utilizado segundo a Sociedade
Brasileira de Cristalografia. O termo célula unitaria
também é muito utilizado.
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Figura 1. Representacdo esquematica do reticulo cristalino e da cela unitaria

Estudos ja abordaram de forma ampla a
questdo de impacto do amorfismo na
solubilidade e na biodisponibilidade de IFAs
pela perspectiva da obtencdo de dispersoes
sélidas.’**® Um sistema amorfizado de
vemurafenibe foi preparado por meio de
uma coprecipitacdo, na qual foi formada uma
dispersao solida estabilizada por polimero.
Este método empregado foi mais vidvel que
outras técnicas avaliadas, como a extrusao
por fusdo e a secagem por aspersdo (spray
drying). Nos testes de biodisponibilidade,
verificou-se um aumento em torno de 5
vezes para o sélido amorfo’ em relagdo ao
cristalino.”

Outro exemplo é de um trabalho em que
foi preparado um sistema de emulsdo sélida
a base de itraconazol, farmaco
reconhecidamente de baixissima solubilidade
em agua e biodisponibilidade. Neste caso, o
farmaco encontrava-se amorfizado na
formulagdo final, apdés a secagem por

% £ muito comum um sistema amorfo ser relatado como
“forma amorfa”. Entende-se que o termo “forma” teria
o significado de “estrutura”, considerando-se, portanto,
“estrutura amorfa” com o uso de tal expressdo. Sugere-
se aqui, entretanto, que a expressdo “forma amorfa”
seja descontinuada, considerando que a palavra
“amorfa” (sem forma / sem estrutura) entraria em
contradi¢do semantica com o termo “forma”. Tal qual é
utilizado o termo “polimorfo” para os casos em que
mais de uma forma cristalina é relatada, sugere-se
“amorfo” como o termo padronizado para o caso de o
sistema ndo apresentar estrutura cristalina definida.
Logo, ao invés de se referenciar “forma amorfa” poder-
se-ia dizer “amorfo”.

aspersdo da emulsdo. Foram realizados
testes de biodisponibilidade em ratos e
verificou-se um aumento de

aproximadamente oito vezes na area sob a
curva em comparagdo com o farmaco
cristalino.”

A atorvastatina cdlcica, um fédrmaco
utilizado para reduzir niveis de colesterol no
sangue, apresenta baixa solubilidade em
agua e é comercializada na forma cristalina e
também como amorfo. Um estudo
demonstrou diferengas na taxa de dissolugdo
intrinseca e na molhabilidade de ambas as
estruturas. O amorfo apresentou uma taxa
de dissolucdo aproximadamente duas vezes
maior do que a cristalina e maior
molhabilidade, indicada por um menor
angulo de contato.”

O solido amorfo, por apresentar menor
estabilidade termodindmica, pode cristalizar-
se, gerando, por exemplo, prejuizos para a
biodisponibilidade. Um artigo de revisdo de
grande valor sobre transi¢cdo de fases durante
ensaios de dissolu¢dao e sua relagdao com a
biodisponibilidade foi publicado.” Esse tipo
de transicdo pode ainda ocorrer durante o
processamentoza’24 e durante a
estabilidade®*”.  Alguns trabalhos s3o
bastante explicativos sobre este e outros
tipos de transigdo.”*®
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Figura 2. Representacdo dos sete tipos de sistemas cristalinos (Redes de Bravais)

Fato é que alguns sistemas total ou
parcialmente amorfos atingiram o mercado e
estdo disponiveis para uso clinico, podendo-
se citar: ACCUPRIL (cloridrato de quinapril —
Pfizer), VIRACEPT (mesilato de nelfinavir —
Roche), CEFTIN (axetil cefuroxima
GlaxoSmithKline), VANTIN (cefpodoxima
proxetil — Pfizer), ACCOLATE (zafirlukast —
Astrazeneca), GRIS-PEG (griseofulfina
Pedinol Pharmacal INC), CESAMET (nabilona
Valeant Pharmaceuticals), KALETRA
(lopinavir + ritonavir — Abbott), dentre
outros. Foram aqui mencionados os produtos
com seus nomes internacionais, sendo que
em alguns casos os mesmos coincidem com
aqueles registrados no Brasil. Foram também
mencionados os laboratérios fabricantes dos
produtos inovadores, mas, em consulta ao
sitio da ANVISA, pode-se verificar que: a) em
alguns casos ja ha genéricos e similares no
mercado; b) no Brasil, alguns desses produtos
ndo estdo disponiveis; ¢) no Brasil, alguns
medicamentos estdo sendo comercializados
por outros laboratdrios que ndo aqueles aqui
mencionados; d) ha laboratérios que
registraram seus produtos no Brasil, mas tais
registros ja se encontram expirados.

Foram estabelecidos alguns critérios
considerados como barreira para o
desenvolvimento de sistemas de liberacdo de
farmacos amorfos, dentre os quais pode-se
destacar: falta de ferramentas de
caracteriza¢do, heterogeneidade estrutural,
dificuldade na elucidagao da conformacgdo do
farmaco no sistema, limitagdes de fabricagdo
e escalonamento, transformacgdes fisicas
durante o processamento e reatividade
quimica."”

Anotacgdes referentes a processabilidade e
a estabilidade de sistemas amorfos serdo
abordadas posteriormente no texto, mas é
importante destacar um termo que vem
ganhando notoriedade, o “poliamorfismo”.
Todo sistema que n3o apresente ordem e
periodicidade seria amorfo e todo amorfo
seria igual entre si. Mas, de fato, mesmo no
amorfismo, diferentes configuracdes podem
ser assumidas, o que gera sistemas com
constantes energéticas diferenciadas e,
portanto, propriedades também diferentes.
Entdo, é possivel que dois sistemas amorfos
apresentem resultados praticos diferentes e,
na auséncia de técnicas especificas, tais
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variagdes podem n3o ser detectadas.”’
Nesses casos, pode-se estar diante de uma
situacdo de poliamorfismo. Na area
farmacéutica, principalmente, tal tipo de
avaliagio é pouco abordada,® sendo um
campo muito promissor e desafiador para
pesquisa. Além disso, o amorfismo também é
identificado em alguns  excipientes,
notoriamente os poliméricos e também o
diéxido de silicio, este ultimo um exemplo
claro de poliamorfismo.?**2

2.1. Tipos de Formas Cristalinas

Os tipos de sélidos que um IFA pode
apresentar incluem os cristalinos, como
polimorfos, solvatos, sais e cocristais e os
amorfos (Figura 3). Os materiais cristalinos
apresentam caracteristicas fisico-quimicas

Prado, L. D.; Rocha, H. V. A.

proprias, devido ao arranjo molecular no
solido, o que define as interacOes entre as
moléculas. Assim, a modificacdo da estrutura
cristalina é uma estratégia que pode ser
utilizada para melhorar as propriedades no
estado sélido de um IFA.

Os cristais podem estar presentes nos
mais  diversos  materiais:  substancias
organicas de baixa massa molar, polimeros,
minerais e metais.”***** Os polimeros
raramente sdo totalmente cristalinos, pois,
em funcdo de suas cadeias longas, parte da
estrutura é amorfa e, em alguns casos, parte
é cristalina.*® Talvez o exemplo mais
simbdlico dessa classe para a area
farmacéutica seja a celulose microcristalina,
uma parte é amorfa e a outra possui cadeias
organizadas de modo a estabelecer
interacbes e arranjos que definiriam um
cristal.*®

Polimorfos Amorfo
..l. | Moléculado IFA
. l - - Moléculado IFA carregada
anEs .... [ ] B moléculado solvente
| . Contra ion
(T I ] ] .'.' - =l Moléculado coformador
Solvato Sal Cocristal

Figura 3. Representacdo esquematica dos varios tipos de formas sélidas

As proteinas, muitas vezes vistas de forma
exclusiva, sdo, de fato, polimeros, na acep¢ao
quimica do termo.”’ Elas apresentam
estrutura cristalina definida®® e sdo um caso
de grande interesse na biotecnologia,®
particularmente quando cada vez mais
farmacos sdo oriundos de abordagens
biotecnoldgicas e entram avassaladoramente
no mercado farmacéutico mundial. Na darea
de materiais, as abordagens referentes a

cristalinidade de metais e minerais sao muito
comuns. No campo farmacéutico, por sua
vez, os farmacos organicos de baixa massa
molar s3ao aqueles mais frequentemente
estudados.

Um IFA no estado sdlido pode cristalizar-
se em diferentes estruturas, fendmeno
conhecido como polimorfismo. 0]
polimorfismo ocorre quando um mesmo
composto quimico difere em seu arranjo
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interno, estrutural (Figura 3). Na literatura,
diversas  definicbes para o termo
polimorfismo sdo relatadas. Por exemplo, os
guias do Food and Drug Administration (FDA)
e do International  Conference  on
Harmonisation of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human
Use (ICH) consideram polimorfismo como
sendo a ocorréncia de diferentes formas
cristalinas de um IFA e incluem neste termo
os solvatos e amorfos.***!

Muitas vezes, solvatos e hidratos sao
referidos como pseudopolimorfos, visto que
a formacdo destes é muito comum durante
os experimentos de cristalizacdo. Encontra-se
também na literatura o uso do termo
pseudopolimorfismo para cobrir a variedade
de sélidos, como solvatos, cocristais, sais e
amorfos. Esta classificacdo encontrou abrigo
na visdo de Araujo e colaboradores (2012) e

outros  tantos autores de renome
internacional.®*** Mas os autores do
presente artigo entendem de forma

contraria, sendo que o uso deste termo é
desencorajado por outros tantos militantes
no campo do estado sdlido, 16,47
particularmente de IFAs, pois, além de serem
considerados novos IFAs, solvatos, sais e
cocristais também podem exibir
polimorfismo. % Essa discussdo ainda
continua, pois o debate é razoavelmente
intenso no meio cientifico. Desiraju (2004),
por exemplo, mesmo reconhecendo as
dificuldades técnicas no uso e no significado
do termo, acredita que o mesmo possa ser
utilizado, ressalvando, entretanto, que o seu
emprego seja restrito.*® N3o ha, infelizmente,
nenhum documento definitivo sobre essa
questdo, ficando a mesma, temporariamente,
em aberto.

As diferencas estruturais entre os
reticulos cristalinos de polimorfos podem
originar-se a partir de dois mecanismos,
polimorfismo conformacional e polimorfismo

Vo

de empacotamento ou orientacional. No
primeiro, as moléculas flexiveis apresentam
diferentes conformacgoes e, assim,
empacotam-se em diferentes arranjos. No
segundo, as moléculas relativamente rigidas
empacotam-se em estruturas cristalinas
diferentes.” Entretanto, muitos casos de
polimorfismo de IFAs tém origem a partir dos
dois mecanismos, exibindo os polimorfos,
diferencas na  conformagdo e no
empacotamento das moléculas® (Figura 4). O
carvedilol ¢ um exemplo de fdrmaco que
exibe polimorfos conformacionais, nos quais

as  moléculas apresentam  diferentes
conformacdes e, consequentemente,
diferentes  arranjos  cristalinos.”> O

polimorfismo de empacotamento ocorre, por
exemplo, com o paracetamol, no qual as
moléculas, com a mesma conformacao,
organizam-se em diferentes arranjos.*’

Compostos podem cristalizar-se com
moléculas de solventes, fazendo este, parte
da estrutura cristalina e formando solvatos
(Figura 3). Quando a 4gua é o solvente
presente na estrutura cristalina, este solvato
é denominado hidrato.®® A presenca do
solvente na estrutura influencia no padrao de
interacbes intermoleculares e confere
propriedades fisico-quimicas diferenciadas
para a forma sélida. Estudos demonstraram
que diversos solvatos da niclosamida
apresentaram menores solubilidade e taxa de
dissolu¢gdo do que seu correspondente
anidro. Por outro lado, solvatos da
glibenclamida apresentaram maiores
solubilidade e taxas de dissolugdo do que as
formas n3o solvatadas.® Ndo é possivel,
portanto, estabelecer uma regra universal
sobre a tendéncia de comportamento, pois
diferentes interagdes intermoleculares estdo
envolvidas em cada forma cristaling,
influenciando a dissolugdo e a possivel
transformacdo de fases durante a
dissolucdo.”>>?
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Figura 4. Representacdo esquematica de polimorfos formados por moléculas rigidas (I - 1l) e de
polimorfos formados por moléculas flexiveis (Il — VI)

Alguns IFAs s3o eletrélitos fracos podendo
formar sais (Figura 3). Cada sal apresenta
propriedades fisico-quimicas Unicas,
geralmente abrangendo uma série maior de
formas sélidas do que apenas os polimorfos
de IFAs puros.® A escolha do sal adequado
pode ser justificada por possibilitar maior
controle da taxa de absor¢do, maior
estabilidade quimica, maior
biodisponibilidade e melhores caracteristicas

de  processabilidade.®  Como  dito
anteriormente, os sais podem exibir
polimorfismo, como, por exemplo, o

cloridrato de sertralina. Até 2009, vinte e oito
formas deste sal foram estudadas, incluindo
dezessete polimorfos, quatro solvatos, seis
hidratos e o amorfo.>

Os cocristais (Figura 3) consistem em dois
ou mais componentes que s3o puros e
solidos a temperatura ambiente. Estes
componentes coexistem em uma razado
estequiométrica entre um ou mais IFAs
moleculares ou i6nicos e um ou mais

coformadores. Diferentemente dos sais, nos
cocristais nenhuma transferéncia de cargas
ocorre, seus componentes interagem por
ligacbes de hidrogénio ou outras interagdes
ndo covalentes.®*® Um caso descrito na
literatura é do itraconazol. Os cocristais do
itraconazol com diferentes acidos
carboxilicos (acido fumarico, acido succinico,
entre outros) exibiram maiores solubilidade e
taxas de dissolucdo do que o itraconazol
livre.”®  Muitas  pesquisas na  darea
farmacéutica estdo voltadas para o estudo
desta forma sélida e é certo que formulagdes
contendo cocristais estao em
desenvolvimento em diversas companhias.’’
Este tema é de grande interesse e o leitor
mais interessado pode se servir de revisoes
muito qualificadas ja publicadas.’®**° Uma boa
sinalizagdo da relevancia desse tema é o
langamento recente de um guia do FDA
referente a classificacdo de cocristais,®* o que
demonstra que a agéncia esta criando uma
base para tratar do assunto mais
detalhadamente. Essa iniciativa, todavia,
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encontrou critica negativa por parte do setor
regulado.®

3. Impacto do Polimorfismo na
Industria Farmacéutica

Na industria farmacéutica, o polimorfismo
é considerado um fenGmeno de grande
importancia, pois pode alterar diversas
propriedades expostas na Figura 5 e que
serdao abordadas no texto. Adotar-se-a aqui,
para efeitos didaticos, uma divisdo do
impacto do polimorfismo em trés grandes

Empacotamento
* Volume da cela unitaria

* Densidade
« indice de refracdo

» Higroscopicidade

Vq

temas: biodisponibilidade, processabilidade e
estabilidade.

A Figura 6 mostra uma linha do tempo de
eventos que envolveram grandes impactos
no desempenho e na qualidade de
medicamentos devido ao polimorfismo e
outras formas sélidas. Em muitos casos, lotes
dos produtos foram retirados do mercado,
devido a cristalizacdo de uma forma nao
conhecida ou indesejada, de menor
solubilidade.®*® Estes s3o alguns dos
exemplos que mostram a necessidade de um
estudo mais aprofundado de formas sélidas
de IFAs.

Termodinamicas
¢ Temperatura de fuséo

¢ Entalpia e Entropia
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¢ Pressdo de vapor
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Figura 5. Propriedades que podem diferir entre formas cristalinas de uma IFA

Falha clinica do Tegretol
(comprimidos de
carbamazepina). Relatos de
transigao da forma anidra

Relatos de que matérias-primas do
mebendazol apresentavam a forma
A (ineficaz) e misturas de formas

@

Recolhimento de 1,5 milhdes de
comprimidos do Coumadin (varfarina
sodica solvato com 2-propaneol) devido
a possivel perda do 2-propanol,

Recolhimento de 21 lotes da
piperaciclina e tazobactam
para injegdo devido a
possibilidade de cristalizagio

para di-hidratada. & cristalinas nio j (AeB).5 resultando no sdlido amorfo. apos reconstituicio.®
I II | | | ! |
1985 1989 1993 1997 2001 2005 2009 2013

Caso Norvir (ritonavir) - Retirada
de lotes devido a falhas na
dissolugido das capsulas, como
resultado do aparecimento de
outra forma cristalina. ®

Recolhimento de 60 milh&es de
comprimidos do Avalide
(hidroclorotiazida com irbesartan) devido
a variablidade na quantidade do
polimorfo menos solivel do irbesartan. &

@

Recolhimento do Neupro
(adesivos transdérmicos de
rotigotina) devido a
cristalizagdo de um novo
polimorfo. 5

Figura 6. Linha do tempo de eventos envolvendo impactos na industria farmacéutica devido a

formas cristalinas de farmacos (Adaptado de Referéncia
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3.1. Biodisponibilidade

Entende-se que biodisponibilidade “indica
a velocidade e a extensdo de absor¢do de um
principio ativo em uma forma de dosagem, a
partir de sua curva concentragdo/tempo na
circulacdo sistémica ou sua excre¢do na
urina”.®® Muitos estudiosos consideram esta
a caracteristica mais importante que pode ser
influenciada pelo polimorfismo."
Independente de qualquer controvérsia que
possa haver frente ao pragmatismo dessa
conclusdo, é fato que, particularmente no
Brasil, foi em funcdo da insercdo dos
medicamentos genéricos no mercado
farmacéutico e da exigéncia de estudos de
biodisponibilidade relativa / bioequivaléncia
para medicamentos similares / genéricos,
respectivamente, que o tema tomou a
dimensao atualmente verificada.

A biodisponibilidade estd intimamente
relacionada com a absorc¢do, importante para
determinar se uma concentragao
terapeuticamente eficaz do principio ativo
alcancard o sitio de acdo.”® O efeito
terapéutico dos fdrmacos depende da sua
concentracdo no local de acdo. A absorcdo é
um pré-requisito para que a maioria dos
farmacos atinja o local de agdo. Apds
administracdo oral, o processo de absorc¢do
sistémica consiste em desintegracdo da
forma farmacéutica (quando for o caso),
dissolugdo do IFA no fluido gastrointestinal e
absor¢do através das membranas celulares
até atingir a circulagdo sistémica.”* A taxa de
absor¢do é determinada pela etapa mais
lenta do processo e, portanto,
convencionalmente denominada limitante.
Para um IFA com baixa solubilidade em agua,
a taxa na qual o farmaco é dissolvido pode
ser a mais lenta e, portanto, a dissolugdo é
limitante.”* As propriedades do estado sélido,
para IFAs de baixa solubilidade em agua, sao,
entdo, determinantes na absorgao sistémica.

A dissolucdo é um parametro que
expressa a velocidade com que um soluto
dissolve-se em um solvente, em
determinadas condicdes; expressa, entdao, um
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conceito dinamico (cinético). A taxa de
dissolucdo esta intimamente relacionada com
a solubilidade, embora signifique um
conceito diferente. A solubilidade é um
parametro estatico/intrinseco, que se refere
a um estado de equilibrio termodinamico.” E
muito comum encontrar equivoco em relagao
a estes dois conceitos que, apesar de
proximos, carregam significados diversos. Um
exemplo de confusdo, além daquela
relacionada especificamente a cristalinidade,
reside no efeito do tamanho de particula de
um determinado IFA. Este parametro tem
influéncia direta na dissolucdo de uma
substancia, como observado na equacao de
Noyes-Whitney,”> uma vez que impacta na
drea superficial exposta ao meio de
dissolucdo. Trata-se a dissolucdo, portanto,
de um parametro cinético. Como dito
anteriormente, a solubilidade, por sua vez, é
um paradmetro termodinamico, ndo tendo
relacdo direta e imediata com o tamanho da
particula. Duas amostras de farmacos de
mesma fase cristalina e com diferentes
tamanhos de particulas apresentardo a
mesma solubilidade, apesar de poderem
atingir seu grau de saturagdo em tempos
diferentes.

Essa consideragdo passa a mostrar-se
incompleta, entretanto, quando as particulas
atingem dimensGes nanométricas. Nesta
escala, em wuma dada temperatura, a
solubilidade ndo pode ser considerada um
parametro termodinamico, pois depende do
tamanho e até mesmo do formato da
particula.” A equagdo utilizada para
descrever essa condicdo é a de Ostwald-
Freundlich. Esta fora do escopo desse artigo
discutir esse tema, considerando a
complexidade fisico-quimica envolvida com o
mesmo e por nao ser o objetivo do trabalho
adentrar no campo da nanociéncia. Mas o
leitor interessado encontrard vasta literatura
sobre a temética.””’

Tendo como base a solubilidade e a
permeabilidade de farmacos, o Sistema de
Classificacdo  Biofarmacéutica (SCB) é
recomendado na literatura: Classe | - alta
solubilidade e alta permeabilidade; Classe Il -
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baixa solubilidade e alta permeabilidade;
Classe Il - alta solubilidade e baixa
permeabilidade e Classe IV - baixa
solubilidade e baixa permeabilidade.”” O
propdsito do SCB é fornecer uma ferramenta
regulatdoria para substituir determinados
estudos de bioequivaléncia por testes de
dissolucdo in vitro, reduzindo a exposicdo de
voluntarios sadios aos IFAs candidatos aos
testes de bioequivaléncia, além de custos e
tempo necessarios para o desenvolvimento
de produtos farmacéuticos.”

Para IFAs das classes Il e 1V, a dissolucdo é
uma etapa critica para a absor¢do, sendo esta
afetada por flutuacoes fisioldgicas, variacdes
na formulacdo e por propriedades no estado
solido, como polimorfismo e amorfismo.
Assim, polimorfos de IFAs da Classe Il, por
exemplo, que apresentem diferencas na
solubilidade podem impactar
significativamente na biodisponibilidade, nao
sendo possivel demonstrar bioequivaléncia
entre as formas sdlidas. Para estes IFAs,
torna-se entdo mais critico o estudo de
polimorfos e de outras formas cristalinas, e
como estas podem impactar na solubilidade
e na dissolucdo. Ja os IFAs pertencentes a
Classe | e a Classe Il sdo rapidamente
dissolvidos quando veiculados em formas
farmacéuticas de liberacdo imediata. Assim,
diferencas na solubilidade dos polimorfos
tém menor influéncia sobre a
biodisponibilidade.®*®"

Um exemplo que aumentou a discussdo
no setor farmacéutico sobre o impacto do
polimorfismo sobre a solubilidade e a
dissolugdo é o caso do ritonavir, farmaco da
classe IV do SCB*  Durante o
desenvolvimento, era conhecida somente
uma forma cristalina do ritonavir. Este
polimorfo, agora conhecido como forma |,
ndo foi suficientemente eficaz quando
administrado por via oral, requerendo que o
produto Norvir fosse formulado em uma
capsula gelatinosa mole contendo o farmaco
dissolvido em solucdo hidroalcodlica. Dois
anos apo6s o lancamento do Norvir, alguns
lotes comecgaram a falhar nas especificagGes
de dissolugdo e houve relatos de ineficacia
clinica. Apds a identificacdo do problema, o

Vo

produto contendo a forma Il, 50% menos
solivel que a forma |, foi retirado do
mercado, acarretando um prejuizo financeiro
estimado em 250 milhGes de délares para o
laboratdrio Abbott.®

Um exemplo do impacto do polimorfismo
sobre a biodisponibilidade é do antibidtico
palmitato de cloranfenicol (CAP). O CAP é um
pré-farmaco do cloranfenicol e existe em trés
formas cristalinas, A, B e C. Para que ocorra a
absorcdo, o pré-farmaco deve ser hidrolisado
por estearases intestinais. A forma
metaestavel do CAP, forma B, apresenta uma
bioatividade oito vezes maior que a forma A
(forma estavel) e, se administrada em
humanos, pode causar efeitos adversos como
aplasia medular. Este fato pode ser atribuido
a maior solubilidade da forma B, que resulta
em uma alta taxa de hidrdlise e,
consequentemente, em uma maior
biodisponibilidade.?"*

E importante ainda ressaltar que existem

muitos farmacos que estdo disponiveis
comercialmente e que geraram
medicamentos genéricos que possuem

formas cristalinas diferentes, particularmente
entre o medicamento teste e o referéncia.
Exemplos sdo cloridrato de ranitidina,
varfarina sédica, famotidina, dentre outros.®

O cloridrato de ranitidina, farmaco usado
no tratamento de \Ulceras e esofagites,
pertence & classe Il do BCS.* E sabido que
este farmaco existe em dois polimorfos,
formas | e 1l, e em varios solvatos.®”’
Comprimidos de cloridrato de ranitidina
apresentando os diferentes polimorfos
mostraram-se ser bioequivalentes.®

tema
requisito

Atualmente, no Brasil, o
polimorfismo aparece como
regulatério para medicamentos novos,
genéricos e similares. De Araujo e
colaboradores (2012) consideraram apenas
medicamentos novos e genéricos na sua
avaliacdo, ndao abordando a questdo em
relacdo aos similares também.” Além disso, a
legislacdo citada por tais autores para
genéricos ja foi reformulada e tais produtos
tém seu registro atualmente guiado pela RDC
17/2007.89 De qualguer maneira, é
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interessante utilizar esse fato para mostrar
que mesmo na legislacdo anterior ja havia
exigéncia para demonstragao de
polimorfismo, sendo que a mesma foi
mantida nas revisdes e também incorporada
nas novas legislacdes sobre o tema. Assim,
atualmente, a exigéncia de comprovacdo de
polimorfismo no IFA estd estabelecido no
item 1.2.2.3.6 da Resolug3o RDC 17/2007.%

Infelizmente, apesar da exigéncia de
demonstracdao de polimorfismo do farmaco
no medicamento a ser registrado, caso exista,
a ANVISA ndo disponibiliza um guia mais
detalhado sobre esse tdpico, indefinindo,
assim, quais sdo as ferramentas aceitas para
tal demonstracdao e também quais os critérios
utilizados para definir quantitativamente
estes resultados. O guia ICH Q6A, de forma
mais aprofundada, propd&e arvores de decisdo
gue possam ser utilizadas como um roteiro
para o estabelecimento de critérios mais
especificos. Fator de grande relevancia, mas
normalmente ndo discriminado em questdes
regulatorias, é a avaliacdo do estado
cristalino do IFA na forma farmacéutica

final."* No caso das legislacdes estipuladas
pela ANVISA, tal tdépico ndo esta
contemplado.®

Questoes regulatdrias envolvendo
polimorfismo  farmacéutico j&  foram

detalhadamente analisadas e discutidas,
assim como, seu impacto direto sobre o
desenvolvimento de medicamentos
genéricos.>>®

Por fim, como Castro (2012) abordou em
seu trabalho, existem muitas lacunas ainda
na legislagdo nacional, particularmente no
que se refere ao desenvolvimento de
produtos, ndo exatamente ao seu registro
exclusivamente.” Considerando a concepgio
adotada em um cendrio internacional cada
vez mais pendente para o uso de uma
abordagem quality by design (QbD)’> no

3 Quality by design é uma abordagem sistematica para
o desenvolvimento farmacéutico, que comeg¢a com
objetivos previamente definidos e enfatiza a
compreensdo e controle de processos e produtos. Isso
significa planejar e desenvolver formulagdes e
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desenvolvimento de medicamentos, sejam
eles de qualquer classe, a cristalinidade de
farmacos assume papel preponderante e
deve ser sua avaliagdo detalhada desde a
fabricacdo do IFA, passando pela fabricacao
da forma farmacéutica, até as etapas de
biodisponibilidade e estabilidade.®

3.2. Processabilidade

A processabilidade sera aqui entendida
quanto as caracteristicas que, durante a
fabricacdo de um dado medicamento, podem
sofrer influéncia. Polimorfos podem impactar
de forma bastante significativa na
processabilidade, a qual tera, no texto atual,
foco em dois aspectos basicos: fluidez e
compressibilidade / compactabilidade. A
fluidez de IFAs estd relacionada com a
resisténcia das particulas ao movimento.
Boas propriedades de fluxo facilitam o
enchimento uniforme das matrizes na
compressora.”” A compressio de IFAs é
governada pelas caracteristicas de
compressibilidade e compactabilidade destes
materiais. A compressibilidade é a habilidade
de um pd em reduzir seu volume sob pressao
e a compactabilidade é tendéncia deste em
permanecer no volume reduzido apds a
retirada da forca de compressdo, gerando
comprimidos com dureza adequada.

Um efeito comum do polimorfismo é a
alteragdo de caracteristicas de fluidez,
compressibilidade e dissolu¢do do pé devido
as diferengas no habito cristalino, no formato
externo das particulas dos polimorfos. O
termo habito cristalino é muitas vezes
chamado de morfologia, mas é possivel
encontrar na literatura autores considerando
os dois termos com significados diferentes.”®
% porém, ainda n3o é bem estabelecido o
significado de cada um, ainda sendo confuso
e sem uma definicdo concreta.

Vale a pena ressaltar que o termo
polimorfismo refere-se as diferencas nas

processos de fabricagdo para garantir uma qualidade
predefinida.
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estruturas internas dos cristais. As diferencas
na morfologia resultam da interacdo de
outros fatores além do polimorfismo, como
taxas de crescimento das faces do cristal,
grau de saturagdo e temperatura durante os
experimentos de cristalizagdo.  Assim,
polimorfos podem apresentar diferencas,
porém a descoberta de diferentes
morfologias de um IFA n3do garante que se
trata de polimorfos distintos.”® A Figura 7

Vq

mostra duas amostras de carvedilol com

diferentes morfologias; ambas apresentam o
mesmo polimorfo, forma Il, cujo arranjo das
moléculas também esta representado. Outro
exemplo é do ibuprofeno: uma mesma forma
cristalina do ibuprofeno, dependendo do
solvente utilizado na cristalizagdo, apresenta
com

morfologias de placas e agulhas,
impacto significativo no fluxo do pé.**

Figura 7. Fotomicrografias de duas amostras da forma Il do carvedilol preparardas em
diferentes solventes e o arranjo das moléculas do carvedilol na forma Il

Polimorfos com particulas em formas de
agulhas tendem a ter um fluxo pobre,
comparados com polimorfos com habito
cubico ou esferas irregulares. Por exemplo, a
forma estavel do celecoxibe apresenta um
habito de agulhas e mostra propriedades de
fluxo pobres quando comparada com as
outras formas, que exibem uma morfologia
de placas.”

Estudos tém demonstrado que diferengas
nas propriedades mecanicas de polimorfos
podem estar relacionadas diretamente com a
estrutura cristalina, mais especificamente
com a presenca ou auséncia de planos de
deslizamento, que correspondem as regiGes
de menor interacao entre planos cristalinos
adjacentes. A presenca destes planos permite
o deslizamento de uma camada de moléculas
sobre outra, gerando maior deformacdo
plastica (reducdo do volume sob pressdo) e
favorecendo a compressdo. Dois polimorfos

da sulfamerazina, por exemplo, exibiram
diferencas nas propriedades mecanicas. A
forma | apresentou maior deformacdo
plastica do que a forma Il durante a
compressdo, o que favoreceu a formagdo de
comprimidos.  Essas  diferengas  foram
explicadas pela avaliagdo da estrutura
cristalina dos polimorfos: a forma Il ndo
apresenta planos de deslizamento e a forma
, sim.”® No caso do paracetamol, a forma |
(monoclinica) é o polimorfo estavel e nao
adequado para a compressdo direta, pois
apresenta baixa plasticidade, acarretando a
quebra dos comprimidos. Comprimidos da
forma Il (ortorrémbica) podem ser obtidos
por compressdo direta devido a presenca de
planos de deslizamento em sua estrutura
cristalina.”” Porém, dias apds a obtencdo de
comprimidos com a forma |l, esta
transforma-se na I. Assim, diversos estudos
tém sido conduzidos com o objetivo de
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estabilizar a forma I, evitando a transicdo de
fase 98,99

Diferencas na compressdao também
podem ser explicadas pela quantidade de
agua presente na estrutura cristalina e como
estas estdo organizadas.” A compress3o da
forma anidra e da forma mono-hidratada do
acido p-hidroxibenzdico foi estudada. A agua
de cristalizagdo no mono-hidrato age como
lubrificante, o que facilita a deformacao
plastica, favorecendo a compressdao. As
moléculas de dgua ocupam espagos na
estrutura cristalina o que aumenta a
separacdo das camadas. Esse efeito favorece
o deslizamento das camadas, aumentando a
plasticidade.’®

O impacto de outros aspectos
cristalograficos nas  caracteristicas de
compressao ja foi estudado. A densidade de
empacotamento e presenca de planos de
deslizamento influenciam na compressdo da
indometacina. A forma y (estavel) apresenta
maior compressibilidade do que a forma a,
relacionada a presenca de planos de
deslizamento que favorecem a reducdo do
volume do pd sob uma determinada pressao.
A forma a, por outro lado, apresenta maior
densidade de empacotamento, o que leva a
uma maior compactabilidade e, apesar de
baixa compressibilidade, a forma a gerou
comprimidos com dureza mais adequada.'®

3.3. Estabilidade Quimica e Fisica

Uma preocupagdo adicional quanto ao
polimorfismo de IFAs é o impacto na
estabilidade do medicamento, tanto fisica
quanto quimica. Sob um dado conjunto de
condi¢bes, usualmente ambientais, um
determinado polimorfo apresenta menor
energia livre que outro(s). Tal polimorfo é a
forma termodinamicamente estdvel e os
demais sdo formas metaestaveis. A forma
metaestavel tem uma tendéncia
termodindmica em reduzir sua energia livre
pela transformacdo na forma estavel.
Porém, uma transicdo que a termodinamica
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aponta como espontanea pode ser
negligenciada por ocorrer muito lentamente.*

Na industria farmacéutica, as transicGes
de fase inesperadas, de um polimorfo para
outro, podem trazer prejuizos para uma
formulacdo. Em geral, a forma estavel exibe
menor solubilidade e, por apresentar maior
estabilidade quimica, normalmente ¢
utilizada nas formulagdes. Entretanto, a
forma metaestavel, quando exibe suficiente
estabilidade quimica e fisica, pode apresentar
propriedades que justifiguem sua utilizacao,

como maiores solubilidade e
biodisponibilidade, menor higroscopicidade e
melhores caracteristicas de

processabilidade.” A transicdo polimorfica
pode ocorrer durante a producdo e/ou o

armazenamento do medicamento. Processos
101,102 103,104

como secagem, moagem,
granulacdo,'® extrusio por fusio'® e
compress3o’® podem induzir esta

transforma(_;éo.27 Assim, a escolha da
tecnologia adequada para a produgdo deve
ser criteriosa ao levar em consideragdo
possiveis transicées de fase.

Em relacdo a estabilidade quimica, as
diferencas na estrutura cristalina podem
resultar em diferentes reatividades e taxas de
degradacdo. A transformacdo de um
polimorfo em outro quimicamente reativo
pode resultar ndo apenas em perda
indesejavel da atividade do medicamento,
mas também gerar niveis elevados de
impurezas de degradac3o.'”’ Farmacos como
a carbamazepina,’® o maleato de
paroxetina,'® a indometacina,’® a
metilprednisona,™' a furosemida™® e o
maleato  de  enalapril™®  apresentam
polimorfos e solvatos com diferentes
reatividades quimicas.

O maleato de enalapril, por exemplo,
existe em dois polimorfos, formas | e II,
sendo a forma Il estavel
termodinamicamente. Apesar da existéncia
de dois polimorfos, ambos apresentam
propriedades similares, como solubilidade,
dissolucdo, espectros de infravermelho e
Raman. Foi demonstrado que a forma Il do
maleato de enalapril é mais propensa a
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degradacdo no derivado dicetopiperazina do
que a forma .11

Geralmente, o polimorfo
termodinamicamente  estavel é  assim
classificado em funcdo de suas propriedades
guimicas. Este fato é atribuido a sua maior
densidade de empacotamento cristalino.
Porém, recentemente, estudos sugeriram
que outros fatores, como a orientagdo das
moléculas e as ligacdes de hidrogénio, sdo
mais importantes para a reatividade quimica.
Por exemplo, a falta de correlagdo entre uma
maior densidade de empacotamento e
menor reatividade dos polimorfos da
indometacina ocorre devido as diferencas nas
ligacdes de hidrogénio.™°

A indometacina apresenta um polimorfo
estavel termodinamicamente (forma y) e um
metaestavel (forma a). J& como excecdo, a
forma a apresenta maior densidade do que a
forma y, o que sugere um empacotamento
mais fechado da forma metaestavel. Além
disso, apesar de maior densidade, a forma a
reage rapidamente com vapores de amonia
enquanto que a forma y é inerte a amonia.
Na forma a, os grupos carboxilicos estdo mais
expostos, participando de ligacbes de
hidrogénio mais fracas, o que leva a maior
reatividade da forma metaestavel, de maior
densidade.™°

Estes exemplos mostram a importancia da
avaliagdo da estrutura cristalina e como
aspectos cristalograficos influenciam em
propriedades importantes do IFA. Além disso,
essa avaliagdo auxilia na escolha criteriosa de
excipientes e de processos que minimizem a
instabilidade quimica de polimorfos de IFAs.
Assim, a menor estabilidade quimica de um
polimorfo ndo necessariamente impedira seu
desenvolvimento como produto.

4. Preparacao de Formas
Cristalinas

Diversos métodos podem ser utilizados
para a obtencdo de diferentes formas
cristalinas, como cristalizacdo a partir da

Vo

fusdo, sublimacao, cristalizacdo a partir de
um solvente ou de uma mistura de solventes,
alteracdo do pH da solugdo, adicdo ou
presenca de aditivos, secagem, moagem,
entre outros. Os métodos em solugdo sdo
mais comuns, porém vale a pena ressaltar
gue nem todos sdo facilmente escalonaveis.
Além disso, muitos experimentos apresentam
frequentemente dificuldades de
reprodutibilidade. Isto porque diversos
parametros que influenciam na cristalizacao
sao dificeis de ser controlados e monitorados
em bancada, como temperatura, taxa de
resfriamento, taxa de evaporacdo do
solvente, entre outros."**

Alguns exemplos da literatura mostram a
dificuldade em reproduzir formas cristalinas
descritas de um determinado farmaco.
Diversos trabalhos demonstraram a obtencao
da forma | do sulfatiazol a partir de n-
propanol.'*>® Porém, outros polimorfos do
sulfatiazol também podem ser obtidos a
partir do mesmo solvente,"’ 0 que mostra a
importancia do controle dos demais
parametros no processo. Outro exemplo é do
carvedilol, um farmaco anti-hipertensivo,
cuja forma | ja foi relatada.’™® Porém, outros
autores, apds diversas tentativas, nao
tiverem sucesso no preparo da forma | do
carvedilol, identificando trés outras formas
cristalinas.™™

Tradicionalmente, o estudo de formas
solidas de um IFA é feito utilizando métodos
de geragdao de cristais por solugdo e uma
variedade de técnicas de caracterizacdo.’
Porém, estes métodos de cristalizagdo sao
inerentemente lentos e, em alguns casos,
permitem a obtencdo de uma pequena
guantidade de amostra. Além disso, um
grande numero de experimentos é
geralmente realizado, variando-se
parametros como, solvente ou mistura de
solventes, concentragdo, temperatura, taxa
de resfriamento, entre outros.

Apesar de estudado ha muito tempo, o
processo de cristalizacdo, especificamente a
nucleacdo de polimorfos, ainda ndo é muito
bem compreendido.m'121 Assim, o uso de
ferramentas de predicdo de polimorfos por
calculos ab initio tem crescido, porém
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continua sendo um desafio. Mesmo nos
casos em que a existéncia de uma forma
cristalina foi prevista, a estabilidade relativa a
outros arranjos cristalinos é dificil de estimar
com precisdo.’”> Além disso, a previsio de
arranjos cristalinos de formas sélidas
multicomponentes ainda é dificil."** Devido a
essas limitacGes, a descoberta de formas
solidas continua sendo um exercicio
experimental, no qual métodos de pesquisa
manuais sdo empregados para explorar as
diversas formas de um composto.

O processo de cristalizacdo de polimorfos
a partir de solucdes envolve a nucleacdo, o
crescimento e, ainda, possiveis
transformacdes de fase. TransicOes de fase
em solucdo ja sdo bem descritas na literatura.
A carbamazepina, por exemplo, apresenta
dois polimorfos, formas | e lll, que em
solugcdo sofrem transicdo de fase, levando a
formacdo do di-hidrato, com diferentes
caracteristicas de solubilidade.’® Assim, para
o controle da forma cristalina, a dependéncia
do comportamento de polimorfos devido aos
fatores operacionais, além dos mecanismos
da cristalizacao, deve ser bem
compreendia.123 Para a cristalizagdo seletiva
de um polimorfo, controlar fatores chave é
essencial. A temperatura e a supersaturacgado
sdo considerados os parametros bdsicos de
controle.™

A primeira etapa da cristalizacdo a partir
de solugao envolve a separagao de fases, ou
o nascimento de um novo cristal, e a
segunda, o crescimento dos cristais. Estas
duas etapas sdo conhecidas como nucleagdo
e crescimento, respectivamente’ e sdo
determinantes na natureza do polimorfo que
cristaliza. Para que a nucleagdo inicie, a
solucdo deve estar supersaturada. O termo
supersaturacdo refere-se a solugdo que em
determinadas condi¢des, contem uma
qguantidade de soluto dissolvido acima da
solubilidade.*?®

A nucleacdo é a formacdo de um pequeno
nicleo que age como o centro da
cristalizacdo e refere-se ao inicio do processo
de separagdo. Moléculas do soluto formam
particulas do menor tamanho possivel nas
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condicbes presentes. O processo de
nucleacdo pode ser classificado em duas
categorias: nucleacdo primaria, na qual
nenhum cristal estda presente na solugdo
inicial, e nucleacdo secundaria, na qual
cristais do soluto ja estdo presentes ou sdo
adicionados a solugdo como sementes. A
nucleacdo primaria ainda pode ser dividida
em duas subcategorias: nucleagao
homogénea, a qual ocorre espontaneamente
na solucdo, e nucleacdo heterogénea, a qual
ocorre em interfaces ou superficies e pode
ser induzida por particulas estranhas.***"

7

O proximo estagio é o crescimento de
cristais, no qual o pequeno nucleo formado
cresce pela adicdo de moléculas do soluto da
solucdo supersaturada.””™®® A taxa de
crescimento  depende das  condicbes
experimentais, como resfriamento, pH e
presenca de impurezas, por exemplo. Além
disso, diferentes taxas de crescimento podem
levar a mudancas na morfologia dos
cristais.*’

A relacdo entre a supersaturacdo e a
cristalizacdo leva a uma representacdo da
zona metaestdvel em um gréfico de
solubilidade/supersolubilidade  (Figura 8).
Inicialmente, as solugBes que apresentam
uma concentracdo abaixo da curva de
solubilidade (linha inteira), em uma
temperatura especifica, sdo consideradas
insaturadas. Nestas solugGes, qualquer cristal
presente ird dissolver novamente. A segunda
drea é a zona metaestavel, na qual a
nucleagao espontanea nao ocorre.
Entretanto, cristais podem crescer se, por
exemplo, a solu¢do sdo adicionadas sementes
(cristais da forma desejada). Na zona de
supersaturagdo ou zona [3bil, onde a
concentracdo da solucdo esta acima da curva
de solubilidade, ocorre a nucleagao
espontanea, seguida de um rapido
crescimento.”” A determinacdo da zona
metaestavel pode ser realizada utilizando
diferentes métodos e com o uso de reatores
com sistema de calorimetria, por exemplo.
Excelentes trabalhos estdo disponiveis
demonstrando métodos adequados para
determinacao da Zzoha metaestavel,

7
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aprofundando o trabalho no entendimento

Vo

do processo de cristalizaggo. 1213

Concentragio

- ’m etaestavel

’EDHE

Temperatura

Figura 8. Representa¢do da zona metaestavel

Os métodos de cristalizacdo a partir de
solucdo utilizam diferentes meios para
alcangar a supersaturagdo, como
resfriamento, evaporacdo do solvente e uso
de antissolvente. A escolha do método
depende ndo sé das caracteristicas desejadas
do material final, mas também de
propriedades do IFA, como a solubilidade.
Farmacos muito sollveis em determinado
solvente podem formar géis em solucdo,
sendo a evaporagdo lenta um método pouco
adequado. Para esses casos, pode-se utilizar,
por  exemplo, a cristalizacao por
antissolvente. Ja para IFAs de baixa
solubilidade, o aquecimento do solvente
pode aumentar a solubilidade e, entdo, o
resfriamento com diferentes razGes pode ser
um bom caminho.

O método de adicdo de sementes pode
ser adequado para obtengdo da forma
cristalina desejada, quando esta ja esta
disponivel em pequenas quantidades. Este
método consiste em adicionar pequenos
cristais a uma solugdo supersaturada. Este
método é comum em processos industriais,
porém, a adicdo deve ser realizada no tempo
preciso durante a supersaturacgdo.’**

Alguns experimentos de cristalizacao

podem resultar em formas metaestaveis,
enquanto outros podem favorecer a
formacdo da forma termodinamicamente
estdvel. Métodos de cristalizagdo mais
rapidos normalmente resultam em formas
metaestaveis, também sendo possivel a
obtencdo de sdlidos amorfos. Exemplos
destes sdo adicdo de antissolvente,
resfriamento rdpido, mudangca no pH da
solucdo e spray-drying.*> Novos métodos
continuam sendo desenvolvidos para
aprimorar a descoberta de novas formas
cristalinas, como precipitacio por fluido
supercritico,”® nucleacdo induzida por
laser™® e cristalizacdo por capilar'®. O tema é
amplo e altamente disponivel na literatura.
Alguns livros podem ser consultados."?®**"1%

5. Caracterizagao e Avaliagao de
Formas Cristalinas

A identificacdo e a caracterizacdo de
polimorfos podem ser realizadas
empregando-se diversos métodos, como os
cristalograficos, espectroscdpicos, térmicos e
microscopicos.”® Uma lista de técnicas
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analiticas usadas para caracterizacdo é dada
na Tabela 1. A avaliacdo por cristalografia de
raios X de monocristal é considerada
definitiva para a identificacdo de fases
cristalinas, pois fornece dados sobre
empacotamento, conformac¢do das moléculas
e interac;ﬁes.140 Entretanto, esta técnica exige
monocristais de alta qualidade que podem
ser de dificil obtenc;:?\o.139 Além disso, a
caracterizacdo de amostras do IFA que se
encontram como pd exige o uso de outras
técnicas  analiticas. Desta forma, a
caracterizacdo de polimorfos é feita, em
geral, utilizando-se um conjunto de técnicas
gue geram dados capazes de confirmar a
presenca de diferentes formas cristalinas.'*

E importante ressalvar, todavia, que este
acoplamento de diferentes técnicas costuma
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ser corriqueiro e essencial durante os
estudos de pré-formulagdo ou na etapa de
desenvolvimento da  formulagdo de
determinado produto, quando estdo sendo
estabelecidas correlagGes entre os diversos
parametros das matérias-primas e de suas
respectivas formulagées. Uma vez finalizada
tal etapa, ha de se identificar quais
parametro sdo de fato mais relevantes
dentre as caracteristicas da matéria-prima e
gue geram impacto significativo e
discriminativo na formula¢do. De um rol de
inUmeras técnicas, talvez apenas uma ou
duas sejam necessarias para monitoramento
das matérias-primas em uma rotina de
controle de qualidade e de aprovacdo para
entrada em producdo de medicamentos.

Tabela 1. Técnicas analiticas comumente utilizadas para caracterizacdo de polimorfos

(Adaptado de referéncias®’**°)
Técnica Analitica Informacgodes Vantagens Desvantagens/Dificuldades
Difracdo de raios X de pé - Informacao - Nao destrutivel - Orientacgao preferencial
(PXRD) estrutural

- Picos de difracao
Unicos para formas
cristalinas

- Halo para amorfo

Difracdo de raios X de - Informacdo
monocristal estrutural

- Resolucgdo de
estruturas cristalinas

Calorimetria diferencial - Temperatura de

exploratoria (DSC) transicdo vitrea, de
cristalizagdo e de
fusdo, capacidade
calorifica, calor de
fusdo, transicdo e
cristalizagao

- Interagdes IFA-IFA e
IFA-excipiente

Termogravimetria (TG) - TransigOes

envolvendo ganho ou
perda de massa

- Temperatura de

- Anélise quali- e
quantitativa

- Nao destrutivel - Requer um monocristal de
boa qualidade

- Pequena - Destrutivel
guantidade de

- Sem informagdo da
amostra

natureza do evento térmico
- Andlise quali e
quantitativa

- Pequena - Destrutivel
guantidade de

- Inadequado para
amostra

amostras que degradam
- Anélise quantitativa
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Infravermelho médio
(MID-IR)

Infravermelho préximo
(NIR)

Raman

Ressonancia magnética
nuclear no estado sélido
(SSNMR)

Microscopia de luz
polarizada (PLM)

decomposicao

- Vibragdes
intramoleculares,
ligacdes de
hidrogénio.

- Bandas unicas ou
deslocamentos em
polimorfos.

- Sobretons e
combinagdes de
vibragbes na regido
de infravermelho
médio
- Sensivel aos
diferentes estados da
agua
- Vibragdes
intramoleculares

- Bandas unicas ou
deslocamentos em
polimorfos.

- Complementar ao
infravermelho

- Ambiente do nucleo
e quimico dentro da
molécula

- Dinamica molecular

- Interagdes IFA-IFA e
IFA-excipiente

- Cristalinidade
(birrefringéncia)

- Morfologia, cor e

da estequiometria
de solvatos

- Rapidez

- Pequena
guantidade de
amostra

- Rapidez
- Ndo destrutivel

- Sem preparacao da
amostra

- Habilidade de
penetrar por frascos
de vidro

- Rapidez
- N3o destrutivel

- Sem preparacado da
amostra

- Habilidade de
penetrar por frascos
de vidro

- Pequena
quantidade de
amostra

- Em baixas
frequéncias pode
analisar vibracGes de
rede

- Insensivel a agua
Nao destrutivel

Analise quali e
guantitativa sem
calibragdo

- Pequena
guantidade de
amostra

em baixas temperaturas

- Preparagdo de amostra
pode induzir transi¢do de
fase

- Interferéncia da umidade

- Baixa sensibilidade e
seletividade

- Deslocamento da linha
base

- Aguecimento local da
amostra

- Fluorescéncia da amostra

- Fotodegradacao

- Espectro afetado pela
agua

- Deslocamento da linha
base

- Preparagdo de amostra
pode induzir transi¢do de
fase

- Informagdo quantitativa
nao disponivel

Rev. Virtual Quim. |Vol 7| |No. 6| |2080-2112|



LVa

Prado, L. D.; Rocha, H. V. A.

Microscopia eletronica de

Termomicroscopia (TOA)

tamanho

- Propriedades

varredura (MEV) topograficas

- Informacdes
complementares de
transicao de fase e

perda de solvente

- Fécil de usar

- Pequena ou
nenhuma
preparacao da
amostra

- Pequena - Requer preparo da
guantidade de

amostra equipamento

- Maior resolugao do
que a microscopia
Optica

- Variacdo da - Destrutivel
temperatura

5.1. Técnicas Cristalograficas

Os métodos de difracdo de raios X
refletem as diferencas na estrutura
cristalina®®® e devem ser incluidos nas
técnicas utilizadas para definir um sistema
polimérfico. A difracdo de raios X pode ser
dividida nos métodos de policristais (pd) e
monocristal e a definicdo da técnica a ser
utilizada depende do objetivo do
pesquisador.

Os métodos envolvem a difracdo de raios
X de um unico comprimento de onda pelos
planos cristalinos do material. O fenémeno
de difracdo estd diretamente relacionado a
distancia que separa os planos em um cristal,
obedecendo a lei de Bragg. Quando um feixe
de raios X incide sobre um cristal constituido
de planos atdmicos sucessivos este é
difratado, gerando um angulo
caracteristico.” Os planos de difragdo e suas
respectivas distancias interplanares, assim
como as densidades dos atomos ou elétrons
ao longo de cada plano cristalino, sdo
caracteristicas especificas e Unicas de cada
cristal, da mesma forma que o padrao de
difracdo por ele gerado.'"

A difracdo de raios X de monocristal é
utilizada para a determinacao detalhada da
estrutura cristalina. Seu espectro fornece

informagdes estruturais sobre os cristais:
parametros de cela unitaria, densidade,
ordem do cristal, conformacdo molecular,
empacotamento molecular e padrao das
ligacdes de hidrogénio. A difracdo de raios X
de pdé (PXRD) é muito utilizada na
identificagdo qualitativa de fases ou de
misturas de fases e é uma das técnicas mais
importantes para a caracterizagdo e
quantificagio de polimorfos™. As formas
cristalinas do cloridrato de mefloquina, por
exemplo, podem ser facilmente identificadas
por PXRD. Os polimorfos e hidratos deste IFA
apresentam picos de difracdo
caracteristicos."**'**

5.2. Técnicas Térmicas

A determinacao do ponto de fusdo é um
dos métodos de identificagdo mais antigos
utilizados para compostos organicos. O
método cldssico para a determina¢do do
ponto de fusdo é o método do tubo capilar
aberto. Neste, a amostra pulverizada é
inserida em tubos capilares com uma
extremidade aberta. Os tubos sdo entdo,
mantidos em um sistema de aquecimento e o
operador deve observar a temperatura em
que o sélido passa ao estado liquido."*
Durante este teste, diversos fatores
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experimentais podem influenciar na
determinacdo do ponto de fusdo, como um

aquecimento demasiado rapido.
Adicionalmente, além da dificuldade de
observar a fusdo de estruturas com

temperaturas muito préximas, a temperatura
em que ocorre a fusdo pode ndo ser a
temperatura exata observada pelo operador.
Assim, para a caracterizacdo de polimorfos, o
teste por capilar ndo é o mais adequado, pois
este pode ndo diferenciar entre polimorfos
com pontos de fusao préximos. Além disso, a
separacdo de eventos térmicos, como
transicdes de fase, cristalizacdo e fusao, pode
ndo ocorrer. Assim, a andlise térmica torna-
se mais interessante para este tipo de
caracterizacdo.'®

A andlise térmica é um conjunto de
técnicas nas quais propriedades fisico-
guimicas de uma substancia sdo monitoradas
em funcdo da temperatura, enquanto a
amostra é submetida a uma programacao
controlada de temperatura sob uma
atmosfera especifica.'*® Embora exista um
grande numero de técnicas termoanaliticas,
as mais utilizadas no estudo de polimorfismo
sdo a calorimetria diferencial exploratodria
(DSC) e a termogravimetria (TG).>**"*

A DSC mede a diferenca de energia
fornecida a amostra e a um material de
referéncia, em funcdo da temperatura.*****’
Permite determinar caracteristicas térmicas
de materiais puros ou de misturas, medindo
suas propriedades endotérmicas e
exotérmicas.” A técnica de DSC fornece dados
sobre temperaturas de fusdao de polimorfos e
sobre a cinética de transformag¢des no estado
solido, sendo uma ferramenta importante
para a identificacdo de formas estdveis e
metaestaveis."”® Quatro polimorfos do
naproxeno, por exemplo, podem ser
identificados por esta técnica, através de
diferencas na temperatura e entalpia de
fus3o0.”*® J4 as formas | e Il do ritonavir,
apesar de apresentarem padrdes de PXRD
Unicos, ndo apresentam diferencas nos perfis
de DSC.”**

A TG mede a variacdo de massa da
amostra em fung¢do da temperatura e/ou do
tempo. A TG é restrita as transicbes que
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envolvam perda ou ganho de massa, sendo
comumente utilizada para estudos de
processos de dessolvatacao e
decomposicdo.” E uma técnica util para a
determinagdo quantitativa de compostos
volateis de um sdlido, permitindo a distingcdo
entre solvatos e anidros de um dado
composto.'*’

5.3. Técnicas Espectroscopicas

As técnicas espectroscdpicas vibracionais
de infravermelho (IR) e Raman estudam as
vibragdes moleculares fundamentais *. Sdo
técnicas sensiveis as  estruturas, as
conformacGes e ao ambiente de um
composto e, por isso, sdao usadas para
caracterizacdo e identificacdo de formas
cristalinas de IFAs.”*™”> A posicdo e a
intensidade de uma banda vibracional sdo
caracteristicas do movimento molecular.
Assim, um grupo quimico de uma molécula
produz bandas em regiGes caracteristicas do
espectro. Estas bandas caracteristicas sdo a
base para interpretacio do espectro
vibracional.™® Com o desenvolvimento da
espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), a absorc¢ado
no IR tornou-se uma técnica de rotina,
recomendada pelas farmacopeias, para
identificagdo quimica de IFAs.>>***

A absorg¢do na regido do IR depende da
variagcdo do momento de dipolo da molécula,
e o espalhamento Raman, da variacdo da
polarizabilidade. Isto resulta em informagdes
complementares nos espectros Raman e IR,
embora nos casos de baixa simetria
molecular existam bandas nas mesmas
posi¢des, variando somente a intensidade.™

A espectroscopia de absor¢cdo no IR é
aplicada para a caracterizacdo de polimorfos
pela inspecdo de diferencas espectrais.>* Os
polimorfos A, B e C do mebendazol, por
exemplo, podem ser caracterizados por FTIR,
pois apresentam deslocamentos nas bandas
de absorcado dos grupos —N-H e —C=0. Estes
deslocamentos estdo relacionados  as
diferentes ligagdes de hidrogénio nas quais
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estes grupos participam em cada forma
cristalina.”®*** Os polimorfos do cloridrato
de mefloquina ndo apresentam diferencgas
nos espectros de infravermelho; assim,
devem ser caracterizados por outras técnicas,
como PXRD e DSC.'*?

A espectroscopia Raman apresenta
vantagens quando aplicada ao estudo de
polimorfos, pois geralmente requer pouca ou
nenhuma preparagdo da amostra. Isto facilita
a andlise de amostras in situ, sem precisar de
um procedimento experimental, como
trituracdo ou pressdo, que podem induzir a
transicdo de fase.'”’

A ressonancia magnética nuclear baseia-
se na absorcdo da radiacdo da
radiofrequéncia do espectro eletromagnético
gue resulta em modificacdo na orientacdo do
spin do nucleo quando submetido a um
campo magnético.”® Um nucleo, cujo spin
seja diferente de zero, é submetido a um
campo magnético e seu momento magnético
é, entdo, detectado. Como cada nucleo
apresenta um momento diferente, pode-se
definir que tipo de ligacdo quimica aquele
ndcleo estd realizando. A ressonancia
magnética nuclear no estado sélido (SSNMR)
é capaz de diferenciar as formas cristalinas e
também fornecer aspectos estruturais. Isto é
de extrema importancia para os compostos
que sdo dificeis de cristalizar como
monocristais.”’ Em muitos estudos, a SSNMR
foi utilizada como uma técnica adicional para
fornecer informagdes estruturais, junto com
técnicas  cristalograficas e com a
espectroscopia no IR e DSC."”*™*° Um estudo
demonstrou diferengas nos espectros de
RMN “°C de diferentes estruturas cristalinas
do efavirenz.*®

5.4. Microscopia

A microscopia é uma técnica importante
para uma analise preliminar de formas
solidas, pois fornece informacgGes sobre a
morfologia e o tamanho de cristais, por
exemplo. Mudancas no tamanho do cristal,
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na morfologia ou na cor, identificadas pela
microscopia, podem ser uma indicacdo de
polimorfismo.107 Porém, esta técnica nao
deve ser utilizada como Unico método
analitico no estudo de polimorfo, pois como
dito anteriormente, diferentes morfologias e
polimorfismo podem ndo estar relacionados.
Para avaliagdo microscopica, de diferentes
formas sélidas de um IFA podem utilizadas a
microscopia dptica ou microscopia eletronica
de varredura®™ ou uma combinacio da
microscopia com outros métodos analiticos.”

5.5. Técnicas Combinadas

As técnicas combinadas consistem na
associacdo entre os alguns métodos
analiticos ja abordados. Uma caracterizacao
compreensiva das propriedades fisicas dos
materiais pode requerer uma abordagem
multidisciplinar, visto que nenhuma técnica é
capaz de sozinha caracterizar um composto
farmacéutico por completo.*

A termomicroscopia (TOA) combina
propriedades da microscopia com analise
térmica, permitindo a caracterizacdo de
propriedades fisico-quimicas de materiais em
funcdo da temperatura. E possivel observar a
amostra durante o aquecimento ou
resfriamento, e obter informag¢des sobre
dessolvatagao, fusdo, cristalizacdo, e
transicdes de fase.**>* A Figura 9 mostra
uma analise de TOA de uma matéria-prima
farmacéutica. E possivel observar eventos
térmicos com o aquecimento da amostra.
Possivelmente a amostra inicial continha uma
mistura de dois polimorfos (chamados aqui
de A e B). Em 162 °C, o polimorfo A sofre
transicdo de fase para outro (um terceiro
polimorfo, chamado aqui de C), observado
pela formacdo de cristais maiores. Estes
cristais maiores (polimorfo C) fundem em
aproximadamente 192 °C, apds a fusdo do
polimorfo presente na amostra inicial
(polimorfo B), em 171 °C, que ndo sofreu
transicdo de fase. Os resultados de TOA
devem ser comparados com os resultados de
DSC, para que em conjunto, sejam melhor
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avaliados os eventos térmicos em uma
amostra.

A microscopia Raman, outra técnica
combinada, permite a analise
espectroscdpica de pequenas quantidades de
amostra, identificando polimorfos, por
exemplo, em uma mistura de formas
diferentes. Permite ainda, a determinagdo do
polimorfo de um IFA em uma formulagdo na
presenca de excipientes.””’ A técnica de
Raman também pode ser combinada com a
TOA, permitindo o estudo de transi¢cOes

Vq

cristalinas que ocorrem com a temperatura.
Esta técnica combinada pode ser utilizada
como um complemento da técnica de DSC,
confirmando e identificando os eventos
térmicos observados na ultima.'** A
microscopia de infravermelho também pode
ser usada para caracterizacdo de formas
cristalinas. Um estudo com o farmaco
indometacina demonstrou a que técnica
combinada de FTIR com TOA permitiu a

caracterizagio da natureza de eventos
térmicos do composto.*®?
N—
. sﬁ 825
Qﬁ.(t ¢
2
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Figura 9. Imagens obtidas por termomicroscopia de um farmaco na razao de aquecimento de
10 °C/min e magnificacdo de 100x

A técnica de TG-IR pode ser util para a
determinagdo de um componente volatil in
situ. No estudo de formas sélidas de um IFA,
esta técnica combinada é importante para
caracterizagdo de solvatos e hidratos, sendo
o solvente liberado analisado pela técnica de
IR. O estabelecimento de interface entre TG e
espectrometria de massas também é
possivel, sendo extremamente util para a
determinacdo de componentes volateis.*

5.6. Ensaios de Dissolugao

Além das técnicas analiticas utilizadas
para caracterizagdo, os ensaios de dissolugao
e os testes de solubilidade sdo ferramentas
valiosas para avaliar e/ou prever a influéncia
de propriedades do estado sélido na
biodisponibilidade. O ensaio de dissolugao in
vitro é utilizado na caracteriza¢do de IFAs no
estado sélido, no controle de qualidade de
formas farmacéuticas, como guia no
desenvolvimento de novas formulagbes e
para estabelecer uma correlagdo com a
disponibilidade in vivo.®® A taxa de
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dissolucdo pode ser definida como a
quantidade de IFA que se dissolve na unidade
de tempo, em condi¢des especificas,'® cuja
expressao matematica foi formulada por
Noyes-Whitney em 1897.”

Diversos fatores experimentais podem ter
um impacto direto sobre o processo de
dissolucdo, como a natureza do meio de
dissolucdo e a taxa de agitacdo, e devem ser
sempre controlados.”* O meio n3o deve ser
saturado com o |IFA e, por isso, é
recomendado que durante o ensaio de
dissolucdo a condicdo sink seja mantida, ou
seja, a concentracdo dissolvida do IFA deve
ser menor do que 10% da concentracdo de
saturacdo.'®

A dissolucdo de farmacos pode ser
determinada pelo método de dispersdo, no
qgual o IFA é adicionado diretamente a cuba
de dissolucdo com determinado volume do
meio, utilizando-se um sistema de agitacdo
constante; é comum utilizar o aparato pa
(aparato 2) para esse método,***®® outros
autores, entretanto, encapsulam o pé e
submetem a cdpsula ao ensaio, podendo,
nesse caso, utilizar tanto o aparato 1
(cesta)™® quanto o 2 (pa)'°. No ensaio de
dissolugdo por dispersdo, diferentemente da
dissolucgdo intrinseca, ndo ha controle de area
superficial, uma vez que as particulas do pé
estdo totalmente expostas ao meio.

O ensaio de dissolugdo intrinseca é um
método potente para avaliar as diferengas na
dissolugdo entre as diversas formas sdlidas
de um IFA. E um método que fornece
informacgdes valiosas sobre o comportamento
fisico-quimico de um IFA puro em um meio
de dissolu¢dao, pois remove varidveis que
estdo presentes no teste de dissolugdo por
dispersdo, como o efeito da area
superficial.'”*

No método de dissolucdo intrinseca, o pd
é compactado e somente uma face do disco é
exposta ao meio liquido."”? A vantagem ¢é
que, com a area superficial constante,
informacGes adicionais, como tamanho de
particula do material, ndo sdo requeridas, ja
que essas diferencas sdo eliminadas quando
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se prepara a pastilha. H4 pouca discussdo na
literatura sobre os reais parametros que
podem ser avaliados na dissolu¢do intrinseca,
sendo que a prépria Farmacopeia Americana
preconiza que o mesmo tenha funcdo de
avaliar aspectos como tamanho de particula,
polimorfismo,  biodisponibilidade, entre
outros.***

Os perfis de dissolugcdo intrinseca de
guantidade dissolvida versus tempo sdo
lineares e a inclinacdo da reta é utilizada para
o calculo da taxa de dissolucdo intrinseca
(TDI)."”* Porém, o grafico obtido pode
apresentar uma curvatura e, neste caso,
deve-se considerar apenas a regido linear
para o cdlculo da TDI. A curvatura pode
indicar algum erro experimental, estar
relacionada com a saturacdo do meio ou com
a transicao da forma cristalina na superficie
do compactado durante o ensaio.'”

Espera-se que em um sistema polimérfico
a forma mais estdvel exiba uma TDI menor
por apresentar interaces de maior energia
no estado sdélido, mais dificeis de serem
rompidas, dificultando o processo de
dissolugdo.”™*

6. Conclusoes

O polimorfismo de farmacos apresenta
um impacto em diversas propriedades
importantes para o desenvolvimento de um
medicamento de qualidade consistente. Uma
vez identificada a presenga de diferentes
formas sélidas, o IFA disponivel deve ser
avaliado quanto as caracteristicas no estado
solido para a formulacdo a ser desenvolvida.
Diversas técnicas analiticas estdo disponiveis
para caracterizar as formas cristalinas de um
IFA, entretanto, o método de escolha
depende do tipo de informagdo requerida.
Normalmente, é necessaria uma abordagem
integrada, com o uso de mais de uma técnica
analitica, sendo PXRD, DSC e TG, FTIR e
microscopia os métodos mais comuns. Eles
possibilitam a avaliagdgo de diferentes
propriedades, como cristalograficas,
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térmicas, moleculares e morfoldgicas e a
interface das mesmas permite uma avaliagdo
ainda mais detalhada. A caracterizagdo das
propriedades de processabilidade é um item
a parte e esta fora do escopo deste trabalho,
mas devem ser consideradas com a mesma
atencdo pelos pesquisadores envolvidos no
desenvolvimento de medicamentos.
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