UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Curso de graduacao em Farmacia-Bioquimica

Analise da estrutura de dispersoes solidas amorfas de
farmacos pelo método Pair Distribution Function

Rodrigo Nori Zuntini

Trabalho de Concluséo do Curso de
Farmacia-Bioquimica da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de S&o Paulo.

Orientador:
Prof. Dr. Gabriel Lima Barros de Araujo

Sao Paulo

2024



Abstract

Sumario

13V 0] 011 Lo Y o 1R

OBUJETIVOS. ... e

MATERIAL E METODOS.........ccceeeeieeieeeeennineeee e e e e e e e eeeeeeeeeennnnnns

RESULTADOS.......oeiii s s

0T od U177 .Y o 2

CONCLU

SAD. ... —————————————

REFERENCIAS......ccoiiiiieeeeeeeiieeeeeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeennnannee s

ANEXOS



LISTA DE ABREVIATURAS

PDF - Pair Distribution Function
PCA - Principal Component Analysis
PC1 - Componente Principal 1

DSA - Dispersao Solida Amorfa

LMF - Lumefantrina



RESUMO

ZUNTINI, R. N. Analise da estrutura de dispersdoes soélidas amorfas de
farmacos pelo método Pair Distribution Function. 2024. Trabalho de Conclusao
de Curso de Farmacia-Bioquimica - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas -
Universidade de Sao Paulo, 2024
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INTRODUCAQO: A anélise da cristalinidade em dispersdes amorfas é essencial para
melhorar a solubilidade e biodisponibilidade dos farmacos. Embora a difragdo de
raios X seja amplamente usada, suas limitagdes em distinguir estados amorfos
exigem novas abordagens. Este projeto propde combinar métodos experimentais e
tedricos para uma caracterizagdo mais precisa da cristalinidade em sistemas
farmacéuticos. OBJETIVO: Este trabalho tem como objetivo avaliar a viabilidade de
integrar métodos laboratoriais, como a difracdo de raios X, com abordagens
tedricas, como a Fungado de Distribuicdo de Pares (Pair Distribution Function), e
ferramentas estatisticas, como a Analise de Componentes Principais (PCA), para
quantificar o grau de cristalinidade e a similaridade entre amostras, considerando as
interacdes entre polimero e farmaco.MATERIAL E METODOS: Para criar diferentes
grupos de teste de forma controlada, as amostras foram preparadas com a
lumefantrina pura (sem polimeros), tanto no estado amorfo quanto cristalino, sendo
utilizada como referéncias. Para comparagao entre o composto puro e as diferentes
formulagdes, o LMF foi combinado com HPMC E-3 e HPMC E-15 para preparar
dispersdes amorfas solidas em dois lotes diferentes de amostras, com o0 mesmo
processo sendo repetido para a mistura de LMF e HPMCP-50, 55 e 55S. Na
sequéncia, as amostras foram analisadas por difragéo de raios X de alta energia (luz
sincrotron). Os arquivos foram ent&o tratados através do software DawnScience,
transformando as informagdes obtidas em dados de espalhamento total,
posteriormente, os dados foram tratados com o software PDFgetX2, criando os

arquivos S(Q) e G(r), que por sua vez foram carregados em OriginLab,



transformados em graficos e os arquivos de texto dos referidos graficos foram
inseridos no Minitab, utilizando-os como base para a analise do PCA.
RESULTADOS: Foi possivel constatar a completa amorfizagdo das dispersdes
sélidas e identificar diferengas nas regides intermoleculares em fungao da interagao
com os polimeros acidos derivados de hidroxipropilmetilcelulose. Em uma
abordagem inovadora, utilizou-se a PCA com a construgao de graficos de dispersao
PC1x PC2xPC3 para avaliacdo dos padrées de PDF. CONCLUSAO: Concluiu-se
que tal abordagem € muito promissora para solucionar o problema de tratamento da
grande quantidade de dados gerados nesses ensaios e para diferenciar dispersbes

sélidas muito semelhantes em relagéo a cristalinidade e tipo polimero utilizado.

1. INTRODUGAO

A solubilidade de muitos farmacos é um obstaculo frequente enfrentado pela
industria farmacéutica para o desenvolvimento de novos medicamentos orais. Em especial,
os farmacos classe I, de acordo com o sistema de classificacdo biofarmacéutica, sao
farmacos problematicos, que apesar de serem bem absorvidos no trato gastrointestinal
(TGI) possuem biodisponibilidade limitada em fungédo da sua baixa solubilidade. O Sistema
de Classificagado Biofarmacéutica (SCB) foi criado em 1995 como uma maneira de minimizar
a necessidade de testes de bioequivaléncia durante o processo de desenvolvimento de
farmacos, com o racional de que se as caracteristicas principais que regem a concentragao
de um farmaco forem iguais entre dois produtos distintos, entdo a sua bioequivaléncia
também serd muito similar. Tais caracteristicas analisadas sdo a Solubilidade, e
Permeabilidade do farmaco pela membrana intestinal, com a dissolucdo do farmaco
também sendo avaliada porém sendo considerada menos critica(YASIR et al., 2010).

A caracterizacdo da permeabilidade do farmaco é baseada na quantidade do
composto que é capaz de atravessar a membrana plasmatica intestinal, ou seja, capaz de
ser realmente absorvida pelo corpo do paciente, com um composto sendo considerado
muito permeavel quando 90% ou mais do mesmo é capaz de atravessar a membrana, caso
nao atingir este valor o mesmo é considerado pouco permeavel. A solubilidade, por outro
lado, € caracterizada ao se tentar dissolver a maior dosagem planejada do medicamento em
questdo em 250ml de a4gua em um intervalo de pH de 1 a 7. Caso o produto se solubilize
em tais condigbes ele sera considerado altamente soluvel, caso contrario sera considerado
pouco soluvel. A ultima determinacdo é baseada na capacidade do produto de liberacao

imediata se dissolver em 30 minutos quando colocado em pardmetros especificados pelo


https://www.zotero.org/google-docs/?O6l8Xx

FDA, com uma dissolucao de 85% ou mais sendo considerado de rapida dissolugao e caso
contrario sendo considerada de dissolucdo lenta(BONAMICI, 2009).

Tais determinacbes sao utilizadas para definir a classe a qual o produto pertence
através de um Quadro (Quadro 1). Por causa de suas propriedades fisico-quimicas em
comum, os farmacos em cada classe compartilham um Fator Limitante de Absorgao, ou
seja, em qual ponto do trato gastrointestinal havera o maior obstaculo para a efetividade do
consumo do produto. Farmacos de Classe |, por sua alta solubilidade e permeabilidade,
possuem como fator limitante de sua absorgéo o esvaziamento gastrico, ou seja, a taxa com
que o medicamente fisicamente percorre o trato gastrointestinal do paciente. Os de classe Il
possuem alta permeabilidade e baixa solubilidade, o que acarreta com que a dissolugao
seja o fator limitante, ja que suas propriedades garantem que a quantidade liberada de
farmaco sera facilmente absorvida no intestino. O oposto sera observado nos farmacos
Classe lll, demonstrando uma alta solubilidade, tais compostos serao facilmente “Liberados”
para serem absorvidos no intestino, porém sua principal limitagdo para absorgao sera sua
baixa capacidade de atravessar a membrana plasmatica das células intestinais. Por sua
vez, os farmacos de Classe IV demonstram tanto baixa permeabilidade quanto solubilidade,
0 que resulta em medicamentos problematicos para administracdo oral, o que
frequentemente gera a necessidade de se desenvolver maneiras alternativas de melhorar

ou compensar as caracteristicas fisico-quimicas dos mesmos(BONAMICI, 2009).

Classe Solubilidade Permeabilidade
| Alta Alta
Il Baixa Alta
1] Alta Baixa
v Baixa Baixa

Quadro 1: Quadro de classificagdo Biofarmacéutica

Como mencionado anteriormente, farmacos classe |l demonstram solubilidade
indesejavel para administragao oral. Esta caracteristica pode ser causada e potencializada,
entre outros motivos, pela estrutura cristalina adotada pelo farmaco em questao.
Inicialmente todo farmaco conhecido tem a capacidade de adotar multiplas estruturas
cristalinas diferentes, porém, por causa de barreiras energéticas e instabilidade, muitas
vezes somente a sua forma mais estavel é capaz de ser utilizada; por possuir menor

energia livre, esta forma mais estavel possui uma menor solubilidade e, por consequéncia, é
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absorvida no TGI de maneira mais lenta quando administrados por via oral (DE ARAUJO et
al., 2012).

Uma maneira de contornar tais problemas de solubilidade é a utilizagdo do farmaco
em sua forma amorfa, ou seja, uma forma nao cristalizada. Isso se da pelo fato que em sua
forma amorfa os farmacos possuem maior energia livre, entalpia e entropia quando
comparados com a forma cristalina, o que acarreta uma maior solubilidade em agua e maior
taxa de dissolugdo, o que leva a uma maior absorgdo oral (NAZARETH JUNIOR et al.,
2018). Porém, tal energia intrinseca ao estado amorfo confere uma grande instabilidade
termodindmica, ou seja a tendéncia de sofrer recristalizagdo. Assim, o retorno do estado
amorfo (mais energético e mais instavel) para o estado cristalino (menos energético e mais
estavel), impactara negativamente na solubilidade do farmaco em questao (NAZARETH
JUNIOR et al., 2018).

Para impedir ou ao menos retardar a recristalizagdo de um farmaco é possivel
adicionar certos excipientes em formulagdes, como por exemplo certos polimeros, que
impedem a recristalizacdo do composto ao evitar o processo de nucleagao (RAGHAVAN et
al., 2001). Tal sistema amorfo € denominado Dispersdo Sélida Amorfa (DSA). Entretanto,
vale mencionar a necessidade de uma boa interacdo entre o farmaco e o polimero
escolhido para que se impega a recristalizacao efetivamente. Esta especificidade aumenta a
complexidade da utilizagcdo de dispersdes solidas no desenvolvimento de medicamentos,
pois o farmaco e a matriz precisam interagir de maneira uniforme de forma a estabilizar o
farmaco na forma amorfa. Um exemplo da aplicagdo das DSAs pode ser visto no
desenvolvimento de uma nova formula¢do da lumefantrina (LMF, Figura 1).

A lumefantrina € um farmaco amplamente utilizado no tratamento da malaria,
particularmente em combinacdo com a artemeter em terapias combinadas a base de
artemisinina (ACTs). Essa combinacdo, conhecida como artemeter-lumefantrina, €
recomendada como primeira ou segunda linha de tratamento para a malaria ndo complicada
em mais de 40 paises, especialmente na Africa subsaariana, onde a malaria é endémica. A
eficacia da Ilumefantrina é em grande parte atribuida a sua meia-vida longa,
aproximadamente 4,5 dias, o que permite a eliminagdo dos parasitas remanescentes e
reduz o risco de desenvolvimento de resisténcia(MAKANGA; KRUDSOQOD, 2009).

Do ponto de vista farmacocinético, a lumefantrina exibe uma absorcao dependente
de gordura, sendo sua biodisponibilidade significativamente aumentada quando
administrada com alimentos ricos em lipidios. A distribuicdo do farmaco é caracterizada por
um modelo bicompartimental, com uma primeira fase de distribuicao rapida, seguida de uma
eliminagdo mais lenta(MAKANGA; KRUDSOOD, 2009). Estudos demonstram que a

concentragao plasmatica de lumefantrina € um fator critico para o sucesso terapéutico,
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especialmente em criangas pequenas, onde a exposi¢do ao farmaco tende a ser menor em
comparacao com adultos, o que pode aumentar o risco de recorréncia da parasitemia.

No entanto, a variabilidade na resposta ao tratamento com lumefantrina pode ser
influenciada por fatores como idade, peso e coadministracdo de outros medicamentos,
como a trimetoprima-sulfametoxazol. Criancas com menos de trés anos, particularmente as
que apresentam baixo peso, estdo entre as mais vulneraveis a subdosagem, o que pode
comprometer a eficacia do tratamento e contribuir para o desenvolvimento de resisténcia
aos antimalaricos(TCHAPARIAN et al., 2016)

Figura 1: estrutura quimica da Lumefantrina(“Lumefantrine”, [s.d.])

Embora o uso de DSA seja muito efetivo para o aumento da solubilidade e manter o
farmaco em sua forma amorfa, existem desafios na producdo de formulacbes amorfas
eficientes, tais como: a selegdo de polimeros capazes de formar e estabilizar o farmaco na
forma amorfa e formas de prever a ocorréncia de recristalizacdo durante o tempo de
prateleira. Para tal, € necessarias metodologias capazes de caracterizar os sistemas
amorfos com precisdo. Uma técnica muito comum usada é a analise por difragao de raios X
pelo método do pd, na qual as amostras sao irradiadas com uma fonte de raios X, que sao
difratados pelos diferentes planos cristalinos da amostra, permitindo assim analisar a
estrutura tridimensional de um material cristalino. Porém, tal técnica analitica quando
realizada em difratdmetros convencionais é incapaz de diferenciar estruturas amorfas de
estruturas nanocristalinas, isto ocorre devido ao alargamento dos padrées raios X,

tornando-o ineficaz para identificar os empacotamentos estruturais locais (ex. aglomerados
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nanocristalinos), além da baixa resolugéo e interferéncia do background (BILLINGE, 2015).
A presenga de tais clusters nanocristalinos podem desestabilizar as formulagdes,
acelerando a recristalizagdo no decorrer da vida de prateleira do produto e prejudicar a
biodisponibilidade.

Assim, para permitir o estudo aprofundado de estruturas amorfas é necessario o uso
de um método capaz de extrair informagdes da natureza desorganizada de tais sistemas
amorfos e analisa-los com uma maior resolucio. Para este propédsito vem sendo utilizado o
método de Pair Distribution Function (PDF) em combinacdo com analises de Difragao de
raios X de alta energia obtidas em fontes de luz sincrotron.

O método PDF, inicialmente utilizado com sucesso em materiais inorganicos, tem
atualmente demonstrando alto potencial no estudo de medicamentos. Tal metodologia
consiste no tratamento de resultados obtidos do método de Difracdo de raios X de alta
energia sobre a amostra a ser estudada para em seguida poder determinar a probabilidade
de se encontrar um determinado atomo a uma distadncia R de algum outro atomo, podendo
assim determinar a estrutura inter e intramolecular da amostra. A base do método é a
intensidade espalhada por uma amostra, que corrigida para artefatos nao-estruturais como
espalhamento do porta-amostra, absorgcdo da amostra, fator Lorentz-polarizacao,
espalhamento inelastico (Compton) e normalizada para unidades atémicas (la), € utilizada

para se obter a fungdo de estrutura do espalhamento total S(Q) (equacéo E-1):

[<f2>—<f>?]
<f>2

S(Q) = =& (E-1)

A transformada de Fourier da fungédo S(Q) fornece a fungéo PDF reduzida total G(R),

representada pela equacéao E-2.

G(R) = (2/m) f,"Q[S(@) — 1] sin(QR)AQ (E-2)

Na Figura 2 € mostrado um exemplo de padrdo PDF caracteristico de uma amostra
de sistema DSA. Nesta figura, s&o apresentadas as informagdes a nivel intra e
intermoleculares que foram extraidas dos padrbes PDF por meio dos fatores peso e dos
PDF’s simulados das correlacbes atdmicas individuais. A partir das analises, € possivel, por
exemplo, diferenciar a contribuigdo de cada par atdmico a nivel intramolecular. Pelo método

também é possivel determinar variagdes nas regides intermoleculares, onde ocorrem as
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interagdes farmaco/polimero que promovem as expansdes ou contracdes das cadeias
poliméricas. Para alguns sistemas, tais variagdes podem influenciar no processo de difusdo
das moléculas do farmaco, o que muda, consequentemente, propriedades como

solubilidade, dissolucao e estabilizacdo do medicamento.
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Figura 2 — Padrao PDF de uma amostra de sistema DSA com algumas das
informacdes possiveis de se obter. (NONATO BEZZON, 2017)

Araujo et al. (DE ARAUJO; BENMORE; BYRN, 2017)demonstraram que € possivel
utilizar o método PDF, junto de difragcdo de raios X de alta energia, para comparar a
viabilidade de diferentes DSAs do farmaco lapatinib e determinar a possibilidade de
recristalizacdo das diferentes formulagdes estudadas. Em um outro estudo feito por
Nollenberger et al. (NOLLENBERGER et al., 2009), o método PDF foi usado para
comprovar o estado amorfo de formulagdes de felodipina produzidas por hot melt extrusion,
algo que nao foi possivel se determinar pelos métodos usuais. A utilizacdo do método PDF
possibilita ndo somente o estudo cientifico de farmacos e formulagdes ja existentes, como
também facilitaria a criacdo de novas formulagbes. Assim, a analise pelo método PDF tem o
potencial de prever a cristalizacdo e acelerar o desenvolvimento de novas formulagao,
permitindo a analise de polimeros compativeis para novas DSAs de maneira mais rapida e
eficiente (BEZZON; FERREIRA; ARAUJO, 2019).

2. OBJETIVOS

O objetivo deste projeto é avaliar a estrutura local de dispersdes sélidas amorfas de

farmacos de baixa solubilidade, em especial para o farmaco lumefantrina, focando
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especificamente em aspectos estruturais (regides amorfas ou cristalinas). E desejado
avaliar a possibilidade da utilizacdo de métodos tedricos inovadores, por meio do método
PDF, e métodos analiticos estatisticos, por meio do método PCA, para a otimizacao e
aprimoramento de tais avaliagbes e, com isso, que haja uma facilitagdo no processo de
selecionar polimeros que garantam uma amorfizagdo eficiente e direcionem o

desenvolvimento de formulagbes estaveis.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta e analise dos dados
3.1.1 MATERIAIS

Metanol (MeOH) e diclorometano (DCM) foram adquiridos da Macron Fine Chemicals
(Center Valley, PA). A base livre de Lumefantrina foi comprada da LC Laboratories (Woburn,
MA). HPMC-E3 (hidroxipropil metilcelulose, Methocel® E3) e HPMCP (HP-55) usados nas
dispersdes de Lumefantrina foram obtidos da empresa Colorcon (West Point, PA, EUA) e
Shin-Etsu Chemical Company (Téquio, Japao), respectivamente. A tabela abaixo mostra, de

maneira simplificada, a Fungao e procedéncia dos materiais usados nos experimentos

Quadro 2: Materiais utilizados e seus fabricantes

Material Funcéao Fabricante

Metanol (MeOH) Solvente Macron Fine Chemicals
(Center Valley, PA)

Diclorometano (DMC) Solvente Macron Fine Chemicals

(Center Valley, PA)

Lumefantrina Ingrediente Farmacéutico | LC Laboratories (Woburn,
Ativo MA)

HPMC-E3 Polimero Colorcon (West Point, PA,

(hidroxipropilmetilcelulose USA)

, Methocel® E3)

HPMCP (HP-55) Polimero Shin-Etsu Chemical

Company (Tokyo, Japan)




3.1.2 PREPARAGAO DE AMOSTRAS POR SPRAY-DRYING

A Lumefantrina e os polimeros foram solubilizados sob agitagdo em uma solugao
70/30 (v/v) de DCM/MeOH em uma concentragdo de solidos de 2% (m/v). Proporgdes
diferentes (m/m) de farmaco-polimero foram usados da seguinte maneira: 1:0 (farmaco
puro), 3:1, 1:1, 1:3 and 0:1 (polimero puro).As solugdes foram criadas em um spray drier do
tipo Buchi-B190 spray dryer (Bichi, Suica) nas seguintes condi¢coes: Temperatura de
entrada de 75 °C; temperatura de saida de 45 °C; fluxo do aspirador 400 (unidades
arbitrarias), taxa de alimentagdo da bomba 5 mL/min. O p6 foi armazenado em frascos de
vidro selados e mantido sob refrigeracao até a realizagdo da analise de difragao de raios X
(XRPD) e analise de raios X de alta energia. Em seguida, as amostras foram armazenadas

em condicoes ambientais por 100 dias e re-analisadas por difracdo de raios X do pé

(XRPD).
Diferentes proporgdes LMF/Polimero
produzidas ’

Pas armazenados sob refrigeragio

até analise inicial
Armazenamento sob condigio
arnl:uente por 100 dias

Figura 3: Fluxograma do preparo e analise das amostras utilizadas

3.1.3 DIFRAGAO DE RAIOS-X EM LABORATORIO

Os padroes de difracdo de raios X foram medidos em um difratdmetro
Siemens/Bruker D5000, na linha de feixe 6-ID-D na Fonte de Fétons Avangada, Laboratério

Nacional Argonne (EUA), com energia incidente de 100.268 KeV (comprimento de onda



0.12365 A), usando radiagdo Ka filtrada por Ni (A = 1,5418 A). Os dados foram coletados
utilizando-se uma tensao de aceleracdao de 40 kV e uma corrente de tubo de 40 mA,

tamanho do passo de 0,02, tempo de passo de 5 s na faixa angular de 4° < 26 < 40°

3.1.4 DIFRAGAO DE RAIOS-X DE ALTA ENERGIA

Amostras de polimero farmaco foram montadas em tubos de polimida
(Cole-Parmer®, Vernon Hills, IL, EUA) com didametros interno e externo de 0,0710 e 0,0750
polegadas, respectivamente. Os experimentos de raios X de alta energia foram conduzidos
na Linha de Luz 6-ID-D no Advanced Photon Source, Argonne National Laboratory usando
um feixe monocromatico de energia de 100,315 keV (0,12360(5) A) e 0,5 mm x 0,5 mm de
tamanho para minimizar a absor¢cdo e o espalhamento multiplo na amostra e atingir altos
Q-values. Raios-x dispersos foram detectados usando um detector de area de silicio amorfo
XRD1621 Perkin Elmer. A distdncia amostra-detector de 332,9 mm foi calibrada usando

uma amostra de p6 de CeO2 padrao NIST.

3.1.5 ANALISE PDF

Os padrdes de espalhamento 2D para todas as amostras foram integrados usando
DawnScience e os fatores de estrutura de raios X S(Q) e fungbes de correlagao de pares
G(r) foram obtidos usando PDFgetX2. As correspondentes fungdes de distribuicdo de pares
diferenciais D(r) foram obtidas por uma transformacao de Sine Fourier usando o formalismo

HHS como descrito por Keen34 e Susman et al.18, onde,

Qs (Q) - 1Y

. o QO

Dir) = 2
T

3.1.6 ANALISE PCA

Os dados obtidos foram organizados e formatados usando o software OriginLab e
analisados usando o Minitab (Minitab, Colégio Estadual, PA). Devido a limitagdes do
software, foi necessario determinar um intervalo de aproximadamente dois mil pontos para a
PCA, optou-se por estudar o intervalo de 6-12 A, pois a maioria das interagbes

intermoleculares sdo mostradas nessas faixas. Os paradmetros PC1, PC2 e PC3,



responsaveis por mais de 85% dos dados, foram entdo usados para criar um grafico de

dispersao 3D com o intuito de melhor separar os resultados das amostras

METODOS
3.2.1 Difragao de Raios-x de alta energia

A Difragdo de Raios X de Alta Energia (DXAE) € uma técnica utilizada para
estudar a estrutura cristalina de materiais. Usando raios X de alta energia,
geralmente acima de 30 keV, esta técnica permite uma penetragdo mais profunda
no material, permitindo analizar amostras espessas ou, no caso deste projeto,
estudar a estrutura interna do material. Ao atingirem o material sendo estudado, os
raios X interagem com os atomos na estrutura cristalina, o que acarreta em sua
dispersao em dire¢des especificas. Cada composto cristalino possui uma estrutura
singular, com sua célula unitaria sendo diferente de outros materiais ou até mesmo
de outro polimorfo do mesmo composto. Tal caracteristica gera uma disperséo
similar a uma “Impresséao Digital” do material, permitindo que seja determinado nao
somente qual esta presente, mas também torna possivel se calcular o grau de
cristalinidade da amostra. A caracteristica de materiais amorfos, por outro lado, é a
aleatoriedade da organizagdo das particulas em sua estrutura, o que acarreta em

uma disperséao caodtica dos Raios X incidentes(EPP, 2016).

Figura 4: Raios X sendo dispersos por uma amostra cristalina (SPIESS et al., 2019).
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O processo se inicia com um emissor dedo tipo sincrotron liberando Raios X
com comprimentos de onda controlados sobre a amostra em questdo, que em
seguida reflete os raios e os dispersa de maneira baseada em sua estrutura interna
como discutido anteriormente. padrao de difracao gerado é entdo coletado por um
detector e transformado em um mapa bidimensional de difracdo de Raios X, que
pode ser estudado ou ter seus dados tratados para uma forma grafica mais comum.
Tais mapas demonstram a maneira com qual a amostra dispersou os raios X
incidentes, logo, como explicado anteriormente, 0 mesmo sera completamente
diferente se comparado ao mapa gerado por um outro cristal ou amostra amorfa.
Isto permite avaliar a composi¢ao quali e quantitativa da amostra, assim como o
grau de cristalinidade da mesma. Além disso, a precisdo da técnica permite avaliar
até mesmo caracteristicas como a distancia entre planos atdmicos e a orientagao
dos cristais.

A principal diferengca entre a Difracdo de Raios-X convencional e a de Alta
Energia se da na capacidade de penetragdo dos mesmos. Os Raios-X liberados na
difragdo convencional nao possuem energia necessaria para penetrar
profundamente o material a ser analisado, acarretando, neste caso, em leituras com
grande quantidade de ruido e interferéncia de background, o que impede uma
leitura precisa e torna impossivel o tratamento correto dos dados. A Difracdo de Alta
Energia, por outro lado, é capaz de coletar resultados com maior informagao das
interacdes intra e intermoleculares, enquanto também minimizando interferéncias de
artefatos, o que permite o tratamento subsequente dos dados pelas outras técnicas

mencionadas neste trabalho.

3.2.2 Analise de Principal Component Analysis

A PCA ¢é uma técnica estatistica amplamente utilizada para reduzir a
dimensionalidade de grandes conjuntos de dados, preservando ao maximo a variabilidade
presente nos dados originais. Este método é especialmente util em contextos onde os
dados contém muitas variaveis inter-relacionadas, o que pode dificultar a analise direta ou
visualizagdo. A PCA transforma as variaveis originais em um novo conjunto de variaveis,
chamadas de componentes principais, que sao combinagdes lineares das variaveis
originais.

O processo da PCA comega com a centralizagao dos dados, subtraindo a média de

cada variavel, de modo que os dados centralizados tenham média zero. Em seguida,



calcula-se a matriz de covariancia dos dados centralizados, que fornece informagdes sobre
a variabilidade conjunta entre as variaveis. A matriz de covariancia € uma pega chave, pois
suas propriedades definem a diregdo e a magnitude da variabilidade no espaco dos
dados(“Principal Component Analysis for Special Types of Data”, 2002).

Para determinar as direcbes principais de variagao nos dados, a PCA faz uso dos
autovetores e autovalores da matriz de covaridncia. Os autovetores correspondem as
diregbes principais, enquanto os autovalores indicam a quantidade de variabilidade
explicada em cada dire¢cao. Em outras palavras, os autovetores definem os eixos dos
componentes principais, e os autovalores indicam a importancia relativa de cada
componente.

Os componentes principais sdo ordenados de acordo com seus autovalores, do
maior para o menor. O primeiro componente principal (PC1) é a direcdo que captura a maior
parte da variabilidade nos dados. O segundo componente principal (PC2) é ortogonal ao
primeiro e captura a maior parte da variabilidade restante, e assim por diante. Este
ordenamento permite que o analista escolha quantos componentes principais sao
necessarios para explicar uma proporgao significativa da variabilidade dos dados originais,
reduzindo, assim, a dimensionalidade do problema(HAIR, 2009).

PCA é muito util em visualizagdo de dados. Em conjuntos de dados com muitas
dimensdes, é dificil visualizar os dados diretamente. No entanto, ao reduzir o numero de
dimensdes para duas ou trés, utilizando os primeiros componentes principais, é possivel
criar graficos que capturam a esséncia dos dados, facilitando a identificacdo de padrodes,
agrupamentos e outliers. Neste caso, foi possivel utilizar o método para facilitar a
determinacdo de caracteristicas estruturais das amostras, simplificando uma analise

minuciosa e demorada em um processo mais automatizavel e eficiente.

3.2.3. Analise estatistica

Os arquivos foram entao tratados através do software DawnScience, transformando
as informacdes obtidas em dados de espalhamento total, posteriormente, os dados foram
tratados com o software PDFgetX2, criando os arquivos S(Q) e G(r), que por sua vez foram
carregados em OriginLab, transformados em graficos e os arquivos de texto dos referidos
graficos foram inseridos no Minitab, utilizando-os como base para a analise do PCA. Os
dados 2D obtidos foram integrados em um conjunto de dados 1D utilizando as rotinas no
software DAWN (FILIK et al., 2017). A func&o de estrutura foi extraida utilizando o software
PDFgetX2 (QIU; THOMPSON; BILLINGE, 2004), considerando um Q-range de 0 a 20 A-1
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para o S(Q) na utilizagdo da transformada de Fourier. O processo de extracdo da
fungdo de estrutura foi repetido com o software PDFgetX3 (JUHAS et al., 2013), utilizando
0s mesmos arquivos de dados e Q-range para a utilizacdo da transformada de Fourier. Os
dados do polimero puro (10LAP), das duas amostras de lapatinib puro parcialmente
cristalizado (1LAP/6LAP), da lumefantrina pura amorfa (9LMFA/B) e da lumefantrina pura
cristalizada (8LMFA/B) refinadas pelo software PDFgetX3 foram usados para criar dois
scatterplots diferentes pela a utilizagdo do método PCA. Com a utilizagdo das metodologias
mencionadas, foi possivel utilizar o método de PCA mencionado para fazer a transformacéao
ortogonal necessaria e transformar as variaveis possivelmente relacionadas em variaveis
nao relacionadas para ordena-las. Neste segundo momento foi utilizado o software MatLab
para a aplicacao do PCA, utilizando os dados G(r) gerados pelo software PDFgetX3, sendo
feita e juncdo de todos os dados das amostras em um Unico conjunto e separando os

resultados de PCA obtidos em graficos de dispersao 3D (Figuras 5 e 6).

4. RESULTADOS

Foi avaliada a viabilidade da aplicacdo da PCA para fazer a separacao eficaz de
diferentes dispersdes similares e diferentes estruturas tridimensionais, o que diminuiria
significativamente o tempo necessario para se estudar uma determinada amostra ou
possivel nova formulagdo em um ambiente de pesquisa. Todas as medigdes feitas para as
diferentes dispersdes foram agrupadas e entdo tratadas com o método PCA, sendo
necessario a escolha de um intervalo menor do raio r(A) gragas a limitagbes do software.
Foi escolhido o intervalo de 6 a 12 A para a analise, pois nesse intervalo esta distante da
regido sujeita a erros instrumentais e € também onde se encontra a maioria das diferengas
entre as interagdes intermoleculares nas amostras. Apds determinado o intervalo, foi feito o
PCA definindo as variaveis como cada um dos pontos de r(A) entre 6 e 12 A com um
intervalo de 0,01 A entre os pontos e utilizando 3 componentes principais para ordena-los.
Apos feito o PCA foi criado um grafico de dispersao tridimensional com o software Minitab
separando as amostras. As Figuras 4 e 5 apresentam os graficos 3D de dispersao (PC1,
PC2, PC3) obtidos e demonstra que a analise de PCA foi capaz de agrupar
consistentemente as replicatas e, também, as dispersbes semelhantes. Além de ser
consistente em sua andlise, o0 método também foi capaz de detectar outliers nos

conglomerados da amostra.
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Figura 5: Grafico gerado pelo método PCA mostrando resultados de
cristalinidade de amostras de Lumefantrina Amorfa, Cristalina e DSAs de

Lumefantrina e diferentes polimeros
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Figura 6: Grafico de dispersdo PC1xPC2xPC3 dos padrbes de PDF de amostras de LMF
pura (cristalina e amorfa) e de DSA de LMF e polimeros derivados de

hidroxipropilmetilcelulose.

5. DISCUSSAO

Como pode ser visto na Figura 4, a aplicacdo do PCA possibilitou separar as
dispersbes de maneira eficiente e confiavel, com as amostras puras distanciadas das

dispersdes e com a amostra cristalina ainda mais distante das demais, e organizando as



dispersdes similares com menores distdncias entre si, sendo possivel observar uma
distingdo clara entre as misturas e entre os grupos de amostras contendo polimeros de
HPMC e HPMCP. Este resultado demonstra um futuro promissor na utilizagcao das técnicas
de difracao de raio X de alta energia, Pair Distribution Function em combinagdo com a PCA
na determinagao, estudo e analise de dispersdes amorfas. Tal abordagem pode vir a ser
uma ferramenta poderosa tanto para a area de pesquisa quanto para a industria na criacao
de novas formulagdes farmacéuticas.

Além disso, foi possivel avaliar resultados obtidos por diferentes softwares
amaliticos (PDFgetX2 e PDFgetX3), demonstrando a reprodutibilidade da analise. O
programa PDFgetX2 permite um refinamento manual dos dados, no qual o usuario deve
introduzir os parametros de analise, permitindo assim um maior controle e escolha do que
refinar; porém, este se torna mais suscetivel a erros de usuario. O PDFgetX3 por outro lado
utiliza um algoritmo para a analise e escolha de parametros,retirando o controle das maos
do usuario, mas tornando o processamento dos dados significativamente mais rapido e
simples. Ao se observar os graficos de dispersao se tornam claras algumas diferencas entre
os tratamentos. Embora ambos os softwares se gerar padrées de PDF semelhantes, os
dados gerados pelo PDFgetX3 propiciaram agrupa-las de maneira mais efetiva como, por
exemplo, as amostras 113LMF e 14LMF (ambas de Lumefantrina com o polimero HPMCP
55) sendo plotadas juntas no plano, porém ainda as distanciando da amostra 9LMF
(Lumefantrina amorfa pura). Além disso, os resultados apresentaram menos outliers, como
o visivel na amostra 11LMF. Com isso, € possivel concluir que o software PDFgetX3 parece
se apresentar como o mais vantajoso no uso para analise de resultados de PDF. Porém,
maiores analises sdo necessarias para avaliar a coeréncia e sentido fisico dos padrdes

gerados por ambos os softwares.

6. CONCLUSAO

O projeto permitiu explorar a aplicabilidade do método PDF em conjunto com dados
de difragdo de raios X de alta energia obtida em fonte de luz sincrotron para avaliar a
estrutura local de dispersdes amorfas de lumefantrina e lapatinibe. Foi possivel constatar a
completa amorfizacdo das dispersbes sodlidas e identificar diferencas nas regides
intermoleculares em funcdo da interagdo com os polimeros acidos derivados de
hidroxipropilmetilcelulose. Em uma abordagem inovadora, utilizou-se a PCA com a
construcdo de graficos de dispersdo PC1x PC2xPC3 para avaliagdo dos padroes de PDF.
Concluiu-se que tal abordagem €& muito promissora para solucionar o problema de

tratamento da grande quantidade de dados gerados nesses ensaios e para diferenciar



dispersdes solidas muito semelhantes em relacdo a cristalinidade e tipo polimero utilizado.
Demonstrou-se que essa abordagem tem potencial para ser uma ferramenta util para
selecionar e diferenciar formulag¢des, em aplicagdes de engenharia reversa e de previsdo da
estabilidade, auxiliando o desenvolvimento de formulagdes. Ainda foi possivel investigar
pela aplicacdo do PCA diferencas entre os dados gerados entre os softwares mais
frequentemente utilizados nos refinamentos, indicando necessidade de mais estudos para
maior compreensao da confiabilidade dos resultados.

Esta aplicacdo da metodologia usada poderia ser utilizada em diversas areas da
industria farmacéutica. Principalmente, seria possivel utilizar estes métodos no controle de
qualidade e estudos de estabilidade do desenvolvimento de medicamentos. Seria possivel
iniciar uma analise das amostras diretamente apos sua produgdo, com uma segunda
analise sendo feita com as mesmas amostras apds aplicacdo de um teste de Estabilidade
ou Estabilidade acelerada, em seguida comparando os dados obtidos para avaliagdo de
possiveis processos de recristalizacdo da amostra. Seria possivel também a utilizacdo do
método para analisar novas formulagdes com o intuito de averiguar sua cristalinidade,
podendo usa-lo como uma forma de controle de qualidade, garantindo a confiabilidade das
caracteristicas fisicas das estruturas das amostras.

Embora os estudos sobre o uso de Pair Distribution Function, e especialmente seu
uso em conjunto com as outras técnicas utilizadas neste trabalho, estejam ainda em seus
primoérdios, ele se mostra promissor como uma ferramenta potente para diferentes areas de
farmacia, e embora sejam necessarios refinamentos nos métodos para seu uso mais amplo,
existe a possibilidade dos mesmos virem a se tornar parte significativa do desenvolvimento

de medicamentos e analises cristalograficas no futuro
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8. ANEXOS

Nao houveram necessidades de aprovacdes por Comités de Etica ou comités similares.
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