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DESCRIPCION
Procedimiento de deteccion de polimorfos que utiliza una radiacion de sincrotron.

La presente invencion se refiere a un procedimiento de deteccion de polimorfos que utiliza radiacién de sincrotron.
En particular, la invencién se refiere a un procedimiento de deteccion de polimorfos particulares en mezclas de
compuestos polimérficos utilizando radiacion de rayos X de una fuente de sincrotron.

El procedimiento de la invencion encuentra su aplicacion en diferentes campos quimicos y es particularmente Util en
el campo farmacéutico. Puede utilizarse tanto con principios activos farmacéuticos (APl) como con farmacos
formulados tales como comprimidos, suspensiones, emulsionas, cremas, ungiientos y similares. El procedimiento
también puede utilizarse en otros campos en los que son importantes el polimorfismo y polimorfismo de solvato,
tales como alimentos, pigmentos, cosméticos, agroquimicos, explosivos, etc.

La expresion “principio activo farmacéutico”, tal como se usa en la presente memoria, puede intercambiarse con
“principio activo”.

Un “compuesto polimorfico”, o “polimorfo”, tal como se usa en la presente memoria, significa un compuesto que
presenta mas de una forma sélida. Por ejemplo, un compuesto polimoérfico puede presentar diferentes formas de su
estructura cristalina, o diferentes formas basadas en hidratacion/solvatacion, o puede presentar formas cristalinas y
amorfas. Los soélidos amorfos consisten en disposiciones desordenadas de moléculas y no poseen una red cristalina
distinguible. Como sélo un polimorfo es termodinamicamente estable a una temperatura y presion especificadas,
todos los deméas polimorfos pueden transformarse potencialmente en el polimorfo estable. Algunas transformaciones
polimérficas son rapidas y reversibles, otras no lo son.

La forma de un compuesto puede presentar un impacto en actividad biologica. EIl mismo compuesto quimico puede
exhibir diferentes propiedades en funcién de la forma en la que esté ese compuesto (por ejemplo amorfa o
cristalina). Por ejemplo, diferentes formas solidas tienen diferente solubilidad. Como resultado, diferentes formas
sélidas, incluyendo diferentes formas cristalinas, de un compuesto quimico pueden presentar una mayor 0 menor
eficacia para una aplicacion particular. La identificacion de una forma sdlida 6ptima es importante en el campo
farmacéutico, asi como en otros campos tales como alimentos, nutracéuticos, agroquimicos, pigmentos, explosivos,
etc.

En el campo farmacéutico es importante descubrir la forma de un compuesto quimico que exhibe propiedades
fisicas y quimicas apropiadas. Una forma puede ser mas estable o presentar otras propiedades que la convierten en
preferida sobre otras formas. Propiedades deseables pueden ser una mejor biodisponibilidad, una mejor solubilidad,
0 mejores caracteristicas de adsorcion.

Los procesos de fabricacion y/o procesos de purificacion estan normalmente dirigidas a obtener un compuesto
quimico en la forma polimoérfica 6ptima. Sin embargo, pueden formarse uno o méas polimorfos que no exhiben las
propiedades deseadas.

Como una forma polimérfica de un principio activo puede ser critica para el rendimiento de un farmaco, las diferentes
formas polimdrficas pueden clasificarse como impurezas en un principio activo. Tales formas polimérficas se
consideran por tanto contaminantes del principio activo deseado.

Los polimorfos de sdlidos farmacéuticos pueden presentar diferentes propiedades quimicas y fisicas tales como
reactividad quimica, estabilidad al aire y a la luz, solubilidad aparente, velocidad de disolucion, propiedades Opticas y
eléctricas. Estas propiedades pueden presentar un impacto directo en el procesado de principios activos y la
calidad/rendimiento de farmacos, tales como estabilidad, disolucion y biodisponibilidad y problemas de tratamiento
tales como apelmazamiento, estatica, densidad aparente, compresibilidad, dureza de comprimidos y fractura.

Las autoridades reguladoras pueden negarse a aprobar un farmaco genérico haciendo referencia a un farmaco
listado si la solicitud contiene informacion insuficiente para mostrar que el principio activo es el “mismo” que el del
farmaco listado de referencia. Un principio activo en un farmaco genérico se considera generalmente como el mismo
que el principio activo en el farmaco listado de referencia si cumple con las mismas normas para la identidad. Como
el rendimiento del farmaco depende de la formulacion del producto, el principio activo en un farmaco genérico
propuesto no presenta que presentar la misma forma fisica (tamafio de particula, conformacion, o forma de
polimorfo) que el principio activo en el farmaco listado de referencia. Como los polimorfos pueden exhibir ciertas
diferencias en atributos fisicos y de quimica de estado sélido (reactividad) que estan relacionados con estabilidad y
biodisponibilidad es esencial , sin embargo, que el desarrollo de producto y el proceso de revision regulatorio presten
especial atencién a este tema. Este examen se requiere para garantizar que las diferencias polimérficas (cuando
estan presentes) se aborden correctamente a través del disefio y control de formulacion y condiciones de proceso
para garantiza la estabilidad fisica y quimica del producto durante la vida util, asi como Ila
biodisponibilidad/bioequivalencia.
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El desarrollo de procedimientos para detectar y/o determinar la pureza polimdrfica de un principio activo es por tanto
una tarea importante de la industria farmacéutica.

El documento US 6.750.064 B2 da a conocer procedimientos de deteccion de posibles formas sdlidas de una
sustancia, particularmente una sustancia farmacéutica. Se describen varios procedimientos analiticos, incluyendo el
andlisis de difraccion de rayos X.

Los patrones de difraccion de rayos X proporcionan una herramienta poderosa para analizar diferentes formas
cristalinas o forma amorfa de una sustancia. El andlisis de difraccion de rayos X se utiliza por tanto extensamente
para identificar polimorfos en un principio activo. Sin embargo, la resolucién e intensidad de fuentes de rayos X
convencionales limitan el andlisis de difraccion de rayos X y pueden no permitir la identificacion y/o determinacion de
pequefias cantidades de un polimorfo en una mezcla, o la identificacién y/o determinacion de la presencia de un
polimorfo cuando sus picos de difraccion se solapan con los picos de otro polimorfo, particularmente si este Gltimo
esté presente en una cantidad mayor.

Aunque la difraccion de rayos X de polvo es uno de los procedimientos analiticos mas Utiles y méas extensamente
utilizados para determinar polimorfos y cuantificar las formas presentes en una mezcla, la determinacién del limite de
deteccidn se hace critica en el andlisis de mezclas, particularmente con respecto a la sensibilidad para detectar
pequefias cantidades de una fase dada en relacién con otra presente en una cantidad mayor. Pequefios cambios en
los patrones de polvo de rayos X debido al aspecto de nuevo(s) pico(s), hombros o desplazamientos adicionales en
la posicion de pico a menudo implican la presencia de un nuevo polimorfo, pero surge ambigiiedad en los datos
debido a la resolucién y sensibilidad insuficientes.

El documento WO 01/82659 Al da a conocer procedimientos para la deteccién de alto rendimiento de polimorfos
utilizando una fuente de rayos X de sincrotrén. Los procedimientos descritos en tal documento estan encaminados a
obtener un gran nimero de patrones de difraccion de polvo a partir de pequefias cantidades de material como parte
de un esfuerzo para identificar en qué forma polimérfica se ha producido un candidato de farmaco potencial
mediante un método sintético particular. En particular, los procedimientos estan disefiados para permitir la velocidad
rapida a la que pueden leerse los datos del detector, de modo que pueden utilizarse tamafios de muestra pequefios
y tiempos de irradiacion cortos, permitiendo el analisis de alto rendimiento de miles de muestras al dia. Debido a
esto, los datos de difraccién obtenidos no necesitan ser de una calidad concreta para resolver la estructura cristalina
del compuesto de muestra.

Varasteh M. et al: “Quantitative determination of polymorphic impurity by X-ray powder diffractometry in an OROS®
formulation”, International Journal of Pharmaceutics, vol. 366 (2009) 74-81, da a conocer la determinacion de
polimorfos A y B en un sistema de administracién de farmaco de Alza Oros® mediante varios procedimientos
analitcos, incluyendo difractometria de polvo de rayos X (XRD). Los autores mencionaron que también se ha ido
desarrollando un procedimiento de radiacion de sincrotrén para cuantificar la cristalinidad en productos
farmacéuticos sustancialmente amorfos. Aunque tal procedimiento de radiacion de sincrotron no se describe en
detalle, supuestamente no esta destinado a detectar o determinar polimorfos, e incluso menos para
detectar/determinar pequefias cantidades de polimorfos en productos que contienen grandes cantidades de otro
polimorfo del mismo compuesto.

Brett Cooper V. et al: “Quantification of crystalline forms in active pharmaceutical ingredients and tablets by X-ray
diffraction”, Journal of Pharmacy and Pharmacology, vol. 55, (2003); 1323-1329, da a conocer la caracterizacion de
polimorfos de un API en desarrollo mediante XRD convencional.

El documento WO 02/052919 A2 da a conocer un procedimiento de busqueda de formas soélidas y deteccion de una
muestra segun su forma usando rayos X a partir de una fuente de sincrotron. El procedimiento esta encaminado a
generar la mayoria de formas sodlidas posibles de un compuesto con el proposito de detectar e investigar tales
formas. Con este propdsito, el procedimiento ensefia a cristalizar o solidificar un compuesto de una muestra en la
que el compuesto no esta en una forma solida directamente en un capilar u otro receptaculo adecuado para analisis
de rayos X. Los ejemplos describen introducir disoluciones del compuesto organico que va a investigarse en un
capilar, entonces evaporar el disolvente de modo que se forman varias formas cristalinas. El procedimiento no
aborda el problema de deteccion de pequefias cantidades de polimorfos en productos que contienen grandes
cantidades de otro polimorfo del mismo compuesto.

Por tanto, permanecen varias desventajas de, o problemas no resueltos por, los procedimientos dados a conocer en
las referencias mencionadas.

Ademas, ninguno de estos procedimientos presenta en cuenta:

(i) los posibles efectos de la radiacién en la muestra, que pueden dafiar la muestra, provocar un empeoramiento
de la calidad de los datos y cambiar la naturaleza polimérfica de la muestra;

(i) cémo la forma de la muestra (por ejemplo polvo, comprimido, crema, suspension) determina/requiere
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diferentes estrategias de medicion para minimizar la pérdida en resolucién y/o precision debido a la extension
espacial de la muestra y para maximizar la calidad de los datos;

(i) cémo la divergencia de haz menor, intrinseca a la radiacion de sincrotron y diferente de fuentes
convencionales, contribuye a la resolucion y sensibilidad de datos, reduciendo por tanto la extension angular
en los picos difractados, aumentado la relacion sefial/ruido y reduciendo el posible solapamiento de picos.

Se ha descubierto que tener es obligatorio en cuenta estos factores para garantizar una correcta deteccion de
polimorfos presentes en pequefias cantidades o que exhiben patrones de difraccion de rayos X que se solapan con
otros polimorfos presentes en una muestra.

Por tanto, es necesario un procedimiento mas sensible para detectar polimorfos particulares en mezclas de
compuestos polimorficos.

También, es necesario un procedimiento méas sensible para detectar polimorfos particulares, que sea eficaz, fiable y
comercialmente viable.

La presente invencion aborda esta necesidad proporcionando un procedimiento segun la reivindicacion 1.

El procedimiento de la invencién es particularmente ventajoso para detectar la presencia y/o determinar la cantidad
de una forma polimérfica no predominante de un compuesto organico polimérfico, méas particularmente un principio
activo.

El procedimiento de la invencion se dirige en particular a la deteccion y/o determinacién de un polimorfo en una
mezcla que comprende otros polimorfos y posiblemente otros ingredientes o componentes.

En la presente descripcion la expresién “deteccion de un polimorfo” significa identificar tal polimorfo desde un punto
de vista cualitativo, mientras que la expresion “determinacion de un polimorfo” significa cuantificar la cantidad de tal
polimorfo en una mezcla o composicion.

En la presente descripcion la expresion “forma polimorfica no predominante” o “polimorfo no predominante” significa
un polimorfo que esta presente en una mezcla o composicion en una cantidad inferior a la cantidad de un polimorfo
diferente, mientras que la expresion “forma polimérfica predominante” o “polimorfo predominante” significa un
polimorfo que esta presente en una mezcla o composicion en una cantidad superior a la cantidad de cualquier otro
polimorfo en la mezcla o composicion.

Aunque la presente invencion no esta limitada a una cantidad particular de un polimorfo no predominante en una
mezcla, la cantidad de un polimorfo no predominante en una mezcla de polimorfos de un producto farmacéutico
puede ser pequefia 0 muy pequefia. Por ejemplo puede ser inferior al 5%, o inferior al 0,5%, o incluso inferior al
0,005% en peso.

La presente invencion también aborda la necesidad de proporcionar un procedimiento de deteccion de la ausencia
de una forma polimérfica no predominante de un compuesto polimérfico en presencia de una o mas formas
polimérficas predominantes.

En el andlisis de difraccion de rayos X de polvos, las sefiales observadas de una pequefia cantidad de una molécula
farmacéutica son normalmente débiles. Se requiere una fuente de rayos X extremadamente intensa para aumentar
las intensidades de las sefiales y el limite de deteccion.

La radiacién de sincrotron se genera cuando particulas cargadas viajan a lo largo de trayectorias curvas a
velocidades cercanas a la de la luz. La curvatura se produce por campos magnéticos. La velocidad de las particulas
e intensidad de estos campos determina la distribucion espectral de la radiacion electromagnética producida. En
general, esté disponible un espectro que oscila desde rayos X de longitud de onda corta, por ejemplo < 0,1 x 10™° m
(= 0,1 A) hasta el ultravioleta (por ejemplo 200 nm = 2000 A). A diferencia de fuentes de rayos X convencionales, la
fuente de sincrotron ofrece una potencia radiada superior (esencial para muestras que contiene una cantidad
pequefia o muy pequefia de polimorfos predominantes y no predominantes), la posibilidad de seleccionar diferentes
longitudes de onda especificas (esencial para reducir absorcién de muestra, fluorescencia de muestra, sefial de
fondo de difraccion, dafio de muestra), divergencias méas pequefias (esencial para aumentar la relacion sefial/ruido y
la resolucion de picos adyacentes) y estado de polarizacion bien definido.

El procedimiento de la invencién se basa en el andlisis de difraccién de rayos X que utiliza radiacion de sincrotron y
permite la deteccion de cantidades muy pequefias de polimorfos en una muestra, incluso cantidades a nivel de
impurezas, tales como el 0,005 %, tal como se menciond anteriormente.

El procedimiento de la invencidon puede llevarse a cabo en una muestra que contiene esencialmente so6lo un
compuesto que comprende una 0 mas formas polimérficas, 0 en una muestra de una composicion o producto
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formulados, en particular una muestra que contiene un compuesto que comprende una o mas formas polimoérficas y
otros ingredientes o componentes.

El procedimiento de la invencion puede llevarse a cabo en una muestra de polvo suelto o polvo compacto o una
muestra conformada tal como un comprimido o similar, o en una formulacion en la que el compuesto polimérfico
sélido se suspende, dispersa o mezcla con un liquido. Ejemplos de tales formulaciones son suspensiones,
emulsiones, cremas, geles, unglientos y similares.

El procedimiento de la invencion también puede llevarse a cabo sin retirar el producto que va a analizarse de su
envase (por ejemplo un producto farmacéutico y su blister).

El procedimiento de la invencion también puede llevarse a cabo en una muestra que también comprende excipientes
y otros ingredientes (por ejemplo comprimidos de un producto farmacéutico).

La alta energia de la radiacion utilizada requiere una manipulacion y/o tratamiento apropiado de la muestra. Se
requieren pruebas preliminares con radiacion de sincrotrén para encontrar posibles dafios o alteracion (por ejemplo,
descomposicion, deshidratacion, transicion polimérfica) de la muestra debido a la radiacion.

Un patron de difraccion de rayos X dibuja la intensidad de los rayos X dispersados (I) como una funcion del angulo
de difraccion (26). Como cada material cristalino presenta una estructura caracteristica, difracta rayos X en un patrén
caracteristico Gnico. Por tanto diferentes estructuras cristalinas exhiben diferentes patrones de difraccion de rayos X,
que identifican cada estructura. Picos de marcadores estan presentes en angulos de difraccion dados y se registran
y almacenan como datos de referencia para cada compuesto y/o polimorfo.

Como parte de las etapas preliminares que van a llevarse a cabo en el procedimiento de la invencién, se recogen y
almacenan patrones de difraccién de rayos X del/de los polimorfo(s) que van a investigarse.

También, el funcionamiento correcto del sistema de deteccion de rayos X se comprueba a través de calibracion de
longitud de onda y calibracién de parametros espaciales que definen la posicion del detector con respecto a la
posicién de la muestra que va a analizarse. Se utilizan sistemas de referencia estandares para ambas calibraciones.

La etapa (A) del procedimiento segun la invencién es la de proporcionar una muestra que comprende el compuesto
polimérfico que va a analizarse en forma de polvo o en una forma sélida conformada o en una forma en la que el
compuesto polimérfico solido se suspende, dispersa 0 mezcla con un liquido. Tal como se dio a conocer
anteriormente, “forma conformada” significa una forma en la que la muestra presenta una forma suficientemente
estable para mantenerse en condiciones ambientales normales, tal como la conformacion de un comprimido o una
capsula. Sila muestra es un polvo, una suspensién, emulsion, gel, crema, ungiento y similar, puede colocarse en un
capilar adecuado de cuarzo/Kapton/borosilicato (o materiales apropiados similares) u otro soporte/recipiente de
tamafio adecuado para el andlisis de rayos X. También pueden utilizarse muestras molidas o micronizadas. Si la
muestra es una muestra conformada, por ejemplo un comprimido, se utiliza como tal. Tal como se menciono
anteriormente, la muestra puede dejarse en el envase o blister que la contiene. En este caso se recoge solamente
un patrén de difraccion de rayos X del blister, u otro recipiente similar, en condiciones experimentales similares y se
utiliza como referencia para el analisis de la muestra.

Como el procedimiento esta disefiado para detectar la presencia o ausencia de una pequefia cantidad de un
polimorfo en una muestra que contiene una gran cantidad de otro polimorfo, la muestra que va a analizarse es
normalmente un compuesto o una mezcla en la que un compuesto polimérfico deseado puede estar asociado a una
cantidad mas pequefia de un polimorfo no deseado. Esto puede suceder por ejemplo si el procedimiento de
produccion del compuesto polimérfico deseado (la “forma polimérfica predominante”) produce como un producto
secundario o impureza un compuesto polimérfico no deseado (la “forma polimérfica no predominante”).

La etapa (B) del procedimiento es la de proporcionar informacién de referencia a partir del analisis de XRD sobre la
posicién de picos de marcadores de la forma polimérfica no predominante de un compuesto en una grafica de
intensidad frente a angulo de dispersion en relacion con picos de una o mas formas polimérficas predominantes.
Esto significa que patrones de difraccién de rayos X de cada polimorfo o ingrediente que va a investigarse estan
disponibles como datos de referencia y se proporcionan al analista que lleva a cabo el procedimiento, o a un sistema
automatizado que esta programado para llevar a cabo el procedimiento.

La etapa (C) del procedimiento es la de proporcionar un haz de una radiacién de sincrotrén de una fuente de
sincrotron. Se selecciona un haz de rayos X de una fuente de sincrotrén con una longitud de onda en el intervalo de
desde 0,5 hasta 3,0 A teniendo en cuenta brillo maximo, absorcién de muestra, dafio por radiacion, fluorescencia de
muestra. Fgeferentemente dicha radiacion de sincrotron presenta una longitud de onda en el intervalo de desde 0,8
hasta 1,5 A.

Aunque la radiacion de sincrotron no esta facilmente disponible como una fuente de rayos X convencional, varias
fuentes de radiacion de sincrotron estan disponibles en Europa, Estados Unidos, y otros paises con instalaciones de
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1+D avanzadas.

La etapa (D) del procedimiento comprende exponer la muestra que va a analizarse al haz de radiacion de sincrotron
con un tamafio de punto en la muestra de desde 100 pm? hasta 0,1 cm? seleccionandose dicho tamafio de punto
utilizando rendijas o micro-orificios.

En la siguiente descripcion la etapa de exponer la muestra al haz de rayos X se denomina “medida” o “medicion” o
“muestreo”, aunque, de manera rigurosa, la medicién también incluye la recogida de los datos y su procesamiento
hasta un patrén de difraccion final. Las muestras que van a analizarse se exponen normalmente a una radiacion de
sincrotrén que presenta preferentemente una longitud de onda en el intervalo de 0,8 a 1,5 A y preferentemente un
tamafio de punto en la muestra variable de desde 200 pum hasta 300 um en diametro, para evaluar la potencia de
difraccion de la muestra y seleccionar parametros de recogida apropiados.

Los parametros que van a seleccionarse incluyen de manera no limitativa:
- resolucion angular minima y méaxima deseada;

- tiempo de exposicién, para no superar el intervalo dindmico del detector pero todavia obtener sefales
suficientes de los picos de difraccidn, incluyendo los picos mas débiles;

- tamafio del haz, de modo que se mide tanta muestra como sea posible y se aumenta la intensidad de los
picos de difraccion, teniendo en cuenta el ensanchamiento de picos de difraccion debido a muestras sobre-
extendidas;

- longitud de onda utilizada, de modo que se minimiza la absorcion de rayos X en la muestra y se maximiza la
difraccion con la muestra. La eleccion de la longitud de onda también debe minimizar y posiblemente eliminar
cualquier contribucion de la posible fluorescencia de la muestra ya que puede reducir la calidad de datos
obtenidos. También afecta a la resolucion minima y maxima deseada, asi como a la distancia entre el
detector y la muestra. Ademas la eleccion de longitud de onda determina el nivel de fondo de dispersion y por
tanto la calidad de los datos.

- Distancia muestra-detector. Esto debe principalmente garantizar la posibilidad de que se resuelvan los picos
de difraccion. La variacion de este parametro también afecta a la resolucién angular minima y maxima.

- Posicion del supresor de haz, de modo que se minimiza la sombra producida por el supresor de haz en el
detector para mejorar el angulo de dispersion minimo de los datos recogidos, asi como para minimizar el
fondo registrado por el detector debido a la interaccion de rayos X'y aire. Una posicion 6ptima del supresor de
haz mejora la relacion sefial/ruido de los datos.

La etapa (E) del procedimiento comprende comprobar la extension del posible dafio provocado por la exposicién de
la muestra a la radiacién de sincrotrén; la zona seleccionada en la muestra se expone durante diferentes intervalos
de tiempo al haz de rayos X. Los intervalos de tiempo se eligen como fracciones del tiempo de exposicion
seleccionado (etapa D) para monitorizar posibles dafios de radiacion durante una Unica medicién con los parametros
seleccionados. También se monitorizan intervalos mas largos para resaltar el posible dafio de radiacion tras
exposiciones prolongadas. Durante estos intervalos de tiempo se registran patrones de difraccion de rayos X y la
correlacion entre ellos se utiliza para evaluar la cantidad de dafio de radiacion. Esto proporciona un tiempo de
exposicion maximo estimado sin dafo. Si es necesario, se cambia consecuentemente el tiempo de exposicién
elegido (etapa D).

Cuando se seleccionan los parametros Optimos, se mantienen constantes durante el funcionamiento del
procedimiento de modo que se evita cualquier variacion que pudiera afectar la comparabilidad de los datos.

La etapa (F) del procedimiento comprende recoger la intensidad y direccién de dispersion de la radiacion difractada
utilizando un detector de rayos X que dirige el haz de rayos X que presenta las caracteristicas seleccionadas sobre
la muestra. Durante la medicion, la muestra puede moverse alrededor de uno o mas ejes con respecto al haz de
rayos X para equilibrar posibles faltas de homogeneidad en la orientacion de cristalitas en el volumen de muestra
abarcado por el haz. Se evalGan y seleccionan la medida y el grado de tal movimiento (en general una rotacion,
véase la figura 1 como ejemplo en un capilar) durante la exposicién de rayos X.

La radiacion dispersada (o difractada) se registra con un detector de rayos X de area. La imagen resultante obtenida
a través del detector consiste en una matriz cuyo tamafio depende del tipo y modelo del detector, en el que cada
elemento de la matriz registra un valor relacionado con la cantidad de rayos X difractados en una cierta direccion del
espacio. Los valores de la matriz se encuentran en un formato de archivo apropiado, normalmente una imagen
adecuada que va a visualizarse mediante un sistema informatico. Opcionalmente puede utilizarse un detector
puntual o de linea para obtener las intensidades de difraccion y direcciones de dispersion.
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La etapa (G) del procedimiento comprende mover una 0 mas veces la muestra que va a analizarse con respecto al
haz de radiacién de sincrotron. Esto permite exponer diferentes zonas de la muestra a la radiaciéon y equilibrar
posibles faltas de homogeneidad de la muestra. Se realizan por tanto varias mediciones para cada muestra, de
manera manual o automatizada, en diferentes partes de la muestra para mejorar la estadistica de los datos. Tales
mediciones se realizan generalmente en un tubo capilar si la muestra es un polvo cristalino suelto o en una forma en
la que el compuesto polimorfico solido esta suspendido, dispersado o mezclado con un liquido. Las mediciones se
realizan directamente en la muestra si ésta esta en una “forma conformada” tal como se definié anteriormente (por
ejemplo un comprimido). El nimero total de mediciones recogidas en una muestra es tal que coincide con una
confianza estadistica establecida. Habitualmente se realizan por lo menos 10 medidas en cada muestra.

La cantidad de muestra sometida a prueba depende en general del numero de medidas, el tamafio del haz y la
densidad de embalaje de la muestra en el soporte de muestra, por ejemplo un tubo capilar o simplemente un soporte
de comprimido.

En el caso de muestras contenidas en un capilar, éste se mantiene en rotacioén durante la exposicion a rayos X,
habitualmente a lo largo de su eje principal, tal como se muestra en la figura 1 y se describe en la etapa (F). En tal
caso, las mediciones, descritas en la etapa (G), tienen lugar a lo largo de la longitud del eje. Inversamente, en el
caso de formulaciones o comprimidos, como la extension espacial de la muestra produciria un ensanchamiento de
los picos de difraccion, y entonces un empeoramiento de la calidad del patron final, la medicion se realiza donde el
espesor de la muestra es mas pequefio. En el caso de comprimidos de seccién circular la medicién se realiza por
tanto normalmente en la proximidad de la circunferencia maxima, tal como se muestra en la figura 2, asegurando,
sin embargo, muestrear también la parte interior del comprimido, para una comparacion de los datos.

La etapa (H) del procedimiento comprende procesar los datos de la radiacion recogidos por el detector para generar
por lo menos una grafica de intensidad frente a angulo de dispersion.

Las imagenes que representan la intensidad de los rayos X difractados desde la muestra pueden aparecer de
diferentes maneras en funcion del grado de cristalinidad de la muestra y su poder de difraccion. Cuando la muestra
es un polvo cristalino o un polvo cristalino mezclado con un material amorfo, el aspecto de la imagen es
generalmente el de un conjunto de anillos concéntricos mas o menos uniformes, en funcion del tamafio de los
cristales individuales que forman el polvo. El perfil radial muestra picos superpuestos en un fondo de diferente
conformacion, debido al componente amorfo de la muestra, que no produce picos de difraccion, y debido a la
interaccion de los rayos X con el soporte de muestra (por ejemplo el capilar) y las moléculas presentes en el aire
entre la muestra y el detector.

La simetria del patrén de difraccién permite una integracion circular de los picos, con el siguiente resultado:
- mejora de relacion sefial/ruido para cada pico;

- eliminacién/reduccién de falta de homogeneidad a lo largo de cada circunferencia debido a orientaciones
preferidas de cristales individuales.

La integracion anterior se realiza utilizando programas adecuados (por ejemplo Fit2d, AreaDiffractionMachine) cuyos
parametros clave son distancia, longitud de onda, posicion y orientacion (angular) del detector en comparacion con
la muestra y el haz de rayos X entrante, tal como se obtienen de mediciones preliminares en muestras de referencia.

El resultado de la integracion es por tanto una funcion que dibuja una distancia radial desde el centro de simetria de
las imagenes iniciales (expresada como un angulo 26) frente a la altura de la sefial, en particular la intensidad.

Para facilitar una comparacion de datos con los obtenidos con fuentes convencionales, también se escala de nuevo
el eje horizontal en la posicidn de picos angulares debido a las diferentes longitudes de onda utilizadas (A) segun la
ley de Bragg.

En la presente descripcion las expresiones “grafica de intensidad frente a angulo de dispersion” y “patron de
difraccion integrado” se utilizan de manera intercambiable.

La informacion contenida en el patron de difraccién integrado se realiza teniendo en cuenta la contribucion del aire y
la contribucién del soporte de muestra (por ejemplo capilar). Esto se logra adquiriendo una o méas imagenes de un
capilar vacio mientras se mantienen invariables los parametros restantes. Es por tanto posible obtener imagenes
que van a integrarse como anteriormente, y que van a sustraerse de las imagenes anteriores, de modo que éstas
ultimas son representativas de la muestra solamente, en particular de su componente cristalino (que produce picos)
y de su componente amorfo (que produce una linea de fondo).

También puede obtenerse una linea de fondo utilizando procesos matematicos o empiricos.

Pueden realzarse la calidad de los datos obtenidos para los picos de difraccién (por ejemplo sus posiciones y su
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intensidad) realizando varias mediciones, tal como se mencioné anteriormente, obteniendo asi varios patrones de
difraccion. La calidad de los datos se evalGa entonces realizando, tras la integracién y sustraccién del fondo, una
comparacién de cada patron con los otros. Se realiza una cuantificacion del grado de repetibilidad, en particular de la
consistencia, de las mediciones calculando el grado de correlacion (cc) entre cada par de patrones. Se utiliza la
siguiente relacion, en la que x e y representan cada par de patrones de difraccion:

La relacién anterior proporciona, para cada par de patrones, un valor de grado de correlacion comprendido entre 0
(mediciones completamente no relacionadas) y 1 (mediciones perfectamente repetibles). Debido al gran nimero de
coeficientes que van a evaluarse, se utiliza una representacion gréafica de tales coeficientes. En tal representacion se
asocia un color (por ejemplo gris) a cada valor de ccy, utilizando diferentes tonos de color para distinguir entre
diferentes valores de cc,y. Los valores de la correlacion se colocan entonces en una matriz cuyas entradas son los
patrones en investigacion. En las matrices (cajas grises) el valor de consistencia y representadas por una escala de
grises: el color blanco representa la correlacién mas alta, en particular ccy =1; un color negro representa un minimo
de consistencia, generalmente 0,5 (figura 3A), 0,9 (figura 3B) o 0,95 (figura 3C).

Las matrices se utilizan para revelar posibles faltas de homogeneidad en la distribucién espacial de las diferentes
formas polimérficas en la muestra, posibles faltas de homogeneidad del embalaje de la muestra, sefialar fallos
técnicos durante la recogida de datos y diferentes grados de cristalinidad de los polimorfos en la muestra.

Esta informacion puede conducir a la exclusién de algunos datos del conjunto de datos, excluir toda la muestra
porque no es representativa o por otro lado confirmar la calidad de los datos recogidos. Las matrices pueden
utilizarse en los datos en relacion con el componente cristalino de la muestra asi como su componente amorfo asi
como ambos, dando informacién similar y complementaria sobre la homogeneidad de la muestra y su
representatividad estadistica.

La etapa (I) del procedimiento comprende examinar la grafica obtenida en la etapa (H) para detectar uno o mas
picos de marcadores de la forma polimdrfica no predominante del compuesto polimérfico que va a investigarse en
angulos de dispersién en los que una o méas formas polimorficas predominantes no exhiban picos de difraccion.

Tras comprobar la buena consistencia de los datos (etapa H), es posible examinar y comparar las posiciones de los
picos de difraccion con las posiciones de picos obtenidas de compuestos de referencia o de la bibliografia o bases
de datos de referencia disponibles. Tal comparacion se lleva a cabo por tanto basandose en patrones de rayos X de
referencia del compuesto polimérfico predominante y basandose en patrones de rayos X de referencia del
compuesto polimérfico no predominante que va a detectarse.

Como el compuesto polimorfico predominante puede presentar picos en angulos de dispersién en los que el
compuesto polimérfico no predominante presenta picos que podrian solaparse con, y enmascararse por, el
compuesto polimérfico predominante, el examen y comparacion se realiza en angulos de dispersion en los que el
compuesto polimérfico predominante no presenta picos de difraccion pero el compuesto polimdrfico no predominante
si presenta picos de difraccion.

Mediante esta comparacion los picos que caracterizan la forma polimérfica no predominante del compuesto en
investigacion se detectan o, con un nivel de confianza dado, se confirma su ausencia. La sensibilidad méas alta
(limite de deteccion) garantizada por la radiaciéon de sincrotron hace posible detectar picos de marcadores de muy
pequefias cantidades de uno o mas polimorfos del compuesto en investigacion, que no seria posible utilizando una
fuente de rayos X convencional.

La etapa (J) del procedimiento es opcional y se refiere a la determinacion cuantitativa de la(s) forma(s) polimorfica(s)
no predominante(s) del compuesto contenido en la muestra.

Una vez se detectan uno o0 mas picos que caracterizan una forma polimoérfica, es posible una determinacion
cuantitativa del contenido de esa forma polimoérfica en la muestra. El procedimiento comprende utilizar la sefial de un
pico de marcador en por lo menos dos muestras con un contenido conocido de polimorfos, calculada como areas de
los picos de marcadores una vez normalizados al pico mas fuerte a la forma polimérfica predominante. Como etapa
siguiente se define una curva de calibracion mediante la utilizacién de las sefiales que corresponden a las
cantidades conocidas de polimorfo, entonces esta curva de calibracion se utiliza para determinar el contenido de
polimorfo de las muestras en investigacién. Un error experimental estd asociado a tal curva de calibracién
empezando desde el error asociado al contenido polimérfico de las muestra conocidas.

El andlisis del patrén de difraccion de rayos X segun el procedimiento de la presente invencion permite identificar los
componentes cristalino y amorfo de la muestra. Mas particularmente permite:

- estimar la relacién cuantitativa entre los dos componentes comparando las areas bajos los picos de difraccion
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con el area bajo el fondo;

- analizar el componente cristalino y detectar la posicion e intensidades relativas de los picos de difraccion,
incluyendo detectar picos de marcadores de diferentes polimorfos presentes en la muestra.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos ilustran el procedimiento de la invencion.

Ejemplo 1

El clopidogrel bisulfato es un agente antiplaquetario, de clase tienopiridina, oral, utilizado para inhibir coagulos
sanguineos en la enfermedad coronaria, enfermedad vascular periférica y enfermedad cerebrovascular. El
clopidogrel bisulfato presenta un polimorfo predominante designado como Forma 1 y un polimorfo no predominante

designado como Forma 2.

Se utiliz6 una linea de luz de aparato de sincrotrén ubicado en Trieste, Italia. El sistema analitico tenia los siguientes
parametros optimizados:

.

longitud de onda de rayos X: 1,0 A;

+ distancia muestra-detector: 400 mm:;

¢ tamafio de foco de rayos X en muestra: 200 pm x 200 pm;

« detector: Pilatus (Dectris) 2M (254 x 289 mm?, 0,172x0,172 mm? tamafio de pixel).
¢ Soporte de muestra capilar rotatorio, 30 muestras por capilar, 2 capilares.

¢ Velocidad de rotacion de muestra 1,2 grados/seg, 300 segundos por exposicion

¢ los datos se integraron utilizando fit2D;

¢ no se detectd ninguna evidencia de dafio de radiacion significativo utilizando los parametros anteriores, tal
como se muestra por las cajas grises indicadas en la figura 4.

Para el andlisis por la técnica de rayos X convencional, se utilizé un instrumento Bruker D8 Advance dotado de
geometria Bragg-Brentano. Las condiciones de trabajo eran:

¢ tubo de rayos X: cobre;

« radiacion K(al) y K(02), 1,54060 A e 1,54439 A;
¢ tensiodny corriente del generador: 35 kV, 50 mA;
¢ detector LynxEye PSD, ventana PSD 0,85

« tamafio de etapa: 0,0169

¢ tiempo por etapa: 0,5s;

* intervalo de 206: 3-40¢

¢ soporte de muestra con rotacion.

Los patrones de difraccion integrados de compuestos de referencia se muestran en la figura 5. Los difractogramas
se obtuvieron por la técnica convencional con anodo de cobre.

La consistencia de los datos obtenidos utilizando radiacion de sincrotrén se sefialan mediante las cajas grises de las
figuras 6A, 6By 6C.

La figura 7a muestra el difractograma de una muestra de una mezcla que contiene clopidogrel bisulfato Forma 1
probablemente contaminada por clopidogrel bisulfato Forma 2, obtenido con luz de sincrotrén a 1,0 A. La figura 7b
muestra un zoom de una parte de la figura 7a anterior con sefiales tipicas de la Forma 2. En la figura 8a se muestra
la comparacién entre la misma muestra que la anteriormente analizada con luz de sincrotrén y con la técnica
convencional. Con la técnica convencional no fue posible ver trazas de la Forma 2, que estaban por debajo del limite
de deteccion, véase la figura 8b.

Las muestras de las pruebas iniciales mostraron que la utilizacion de radiacion de sincrotron hace que la técnica sea
mucho mas sensible que con la fuente de rayos X convencional, permitiendo la deteccién de impurezas en muy bajo
porcentaje, que no se detect6 a través de fuentes convencionales.
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Ejemplo 2

La retigabina es un anticonvulsivo utilizado en el tratamiento de epilepsias parciales. La retigabina presenta un
polimorfo predominante designado como Forma C y un polimorfo no predominante designado como Forma A.

Se utilizd una linea de luz de aparato de sincrotron ubicado en Trieste, Italia. El sistema analitico fue el mismo que
en el egjemplo 1.

Para el andlisis por la técnica de rayos X convencional, se utilizé6 un instrumento Bruker D8 Advance dotado de
geometria Bragg-Brentano. Las condiciones de trabajo eran:

¢ tubo de rayos X: cobre;

« radiacion K(al) y K(02), 1,54060 A e 1,54439 A;
¢ tensidn y corriente del generador: 35 kV, 50 mA;
¢ detector LynxEye PSD, ventana PSD 0,89

¢ tamafio de etapa: 0,0109

e tiempo por etapa: 2s;

* intervalo de 26: 3-40¢

¢ soporte de muestra con rotacion.

En la figura 9 se muestran los patrones de difraccion integrados de compuestos de referencia. Los difractogramas se
obtuvieron por la técnica convencional con anodo de cobre (1,54 A).

La consistencia de los datos obtenidos utilizando radiacion de sincrotrén se resaltan mediante las cajas grises de las
figura 10A, 10B y 10C, mostrando algin grado de falta de homogeneidad en la muestra

En la figura 1la se indica una muestra de una mezcla que contiene Retigabina Forma C probablemente
contaminada por retigabina Forma A analizada con luz de sincrotrén a 1,0 A, y en la figura 11b se muestra un zoom
de la figura 11a anterior con sefiales tipicas de la Forma A. En la figura 12a se muestra la comparacion a 1,0 A entre
la misma muestra que la anterior analizada con luz de sincrotrén y con la técnica convencional. Con la técnica
convencional no fue posible ver trazas de Forma A, que estaban por debajo del limite de deteccion, véase la figura
12.b.

En la figura 13 se muestra el dafio de radiacion provocado por 30 exposiciones consecutivas de 300s cada una,
realizadas en el mismo volumen de muestra. Debido al dafio de radiacion, el difractograma muestra algunos
desplazamientos de pico, (por ejemplo a 14,19, y algunos cambios en intensidades relativas de picos. Para evitar
dafios en muestras de Retigabina, el tiempo de exposicién se limité a 180 segundos para cada medicion.

10
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para detectar la presencia y/o determinar la cantidad de una forma polimérfica no predominante
de un compuesto polimorfico en presencia de una o mas formas polimoérficas predominantes, que comprende las
etapas siguientes:

(A) proporcionar una muestra que comprende dicho compuesto polimérfico en forma de polvo o en una forma
sélida conformada o en una forma en la que el compuesto polimérfico sélido estd en suspension,
dispersado 0 mezclado con un liquido;

(B) proporcionar una informacién de referencia a partir del analisis de XRD sobre la posicion de los picos de
marcadores de dicha forma polimérfica no predominante de dicho compuesto en una grafica estandar de
intensidad frente a angulo de dispersion en relacién con los picos de dichas una o mas formas polimoérficas
predominantes;

(C) proporcionar un haz de una radiacion de sincrotron a partir de una fuente de sincrotrén, presentando dicha
radiacion de sincrotrén una longitud de onda en el intervalo desde 0,5 a 3,0 A.

(D) exponer dicha muestra a dicho haz con un tamafio de punto en dicha muestra desde 100 pm? a 0,1 cm?,
seleccionandose dicho tamafio de punto utilizando hendiduras o poros;

(E) comprobar la extension del posible dafio provocado por la exposicion de la muestra a la radiacion de
sincrotron;

(F) recoger la intensidad y direccion de dispersion de la radiacion difractada utilizando un detector de rayos X,
mientras se hace girar opcionalmente dicha muestra para explorar diferentes orientaciones del volumen de
muestra alcanzado por el haz;

(G) mover una o mas veces dicha muestra con respecto a dicho haz para exponer unas zonas diferentes de
dicha muestra a dicho haz y equilibrar posibles faltas de homogeneidad de la muestra, y repetir la etapa (F)
para las zonas diferentes de la muestra;

(H) tratar los datos de intensidad y direccién de dispersion de dicha radiacion recogida por dicho detector para
generar por lo menos una grafica que informa de la intensidad de rayos X dispersados frente a angulo de
dispersion;

() examinar dicha grafica para detectar uno o mas picos de marcadores de dicha forma polimérfica no
predominante de dicho compuesto en unos angulos de dispersion en los que dichas una o mas formas
polimérficas predominantes no presentan picos de difraccion;

(J) tratar opcionalmente los datos que corresponden a dichos uno o mas picos de marcadores para cuantificar
dicha forma polimérfica no predominante de dicho compuesto con respecto a la forma predominante.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado por que dicha radiacion de sincrotron presenta una
longitud de onda en el intervalo desde 0,8 a 1,5 A.

3. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, caracterizado por que dicha radiacién de
sincrotron presenta un tamafio de punto en la muestra desde 200 hasta 300 pm.

4. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que dicha muestra esté en forma
de polvo o en una forma en la que el compuesto polimérfico sélido estd suspendido, dispersado o mezclado con un
liquido y esta contenido en un tubo capilar soportado por un soporte para muestras que se hace girar alrededor del
eje longitudinal de dicho tubo capilar, para exponer unas zonas diferentes de dicha muestra a dicha radiacion,
equilibrandose asi la posible falta de homogeneidad de dicha muestra.

5. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado por que dicha muestra esta en forma
de un comprimido y dichas zonas diferentes de la muestra que estan expuestas a dicho haz de radiacion de
sincrotron segun la etapa (G) corresponden a unas partes de dicha muestra en las que el espesor de la muestra es
mas pequefio que el espesor en algunas otras zonas de dicha muestra.

6. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado por que dicha etapa (H) comprende:

a. generar una pluralidad de gréficas de intensidad frente a dngulo de dispersion;

b. realizar una comparacion de cada grafica con las otras;

11
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c. cuantificar el grado de repetitividad de las mediciones calculando un grado de correlacion (cc) entre cada par
de gréficas segun la relacion siguiente

en la que x e y representan cada par de gréaficas; proporcionando dicha relacion para cada par de patrones un valor
de grado de correlacién comprendido entre Oy 1.

7. Procedimiento segun la reivindicacién 6, caracterizado por que dicha etapa (I) comprende examinar dichas
graficas que presentan un grado de correlacion comprendido entre 0 y 1.

8. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que dicha etapa (J)
comprende utilizar la sefial de un pico de marcador en por lo menos dos muestras con una relacion conocida de
contenido de polimorfos, calculado como areas de los picos de marcadores, y definir una linea de calibracion
relacionada para determinar el contenido de polimorfo de una muestra con un contenido desconocido de dicho
polimorfo.

12
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Fig. 3C

Fig. 3B

Fig. 3A
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