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1. INTRODUCCION PARA EL ANALISIS CLUSTER

La metodologia de “Andlisis Cluster” simplifica enormemente el analisis de grandes cantidades de datos.
Automaticamente ordena difractogramas estrechamente relacionados en grupos separados y marca el analisis mas
representativo de cada “familia” (Cluster), asi como los patrones periféricos. Es util para los experimentos de
variacién de temperatura con transiciones de fase, en experimentos de sintesis de zeolitas o por ejemplo, para
encontrar polimorfos y/o solvatos en el desarrollo de medicamentos...

Andlisis de clister es basicamente un proceso de tres pasos, pero contiene también un cuarto paso opcional:

e Comparacion de todos los difractogramas en un documento. El resultado es una matriz de correlacién que
representa la similitud de cualquier par de medidas.

e El paso de Analisis de Cluster Jerarquico propone los difractogramas en diferentes clases definidas por su
similitud. El resultado de este paso se muestra como un Dendrograma, donde cada analisis comienza en el
lado izquierdo como un clister por separado, formandose agrupaciones de manera gradual hasta que todos
ellos estan unidos a medida que nos desplazamos hacia la derecha.

e El nimero de clisteres es estimado por la prueba KGS o por el paso relativo mayor en la escala de
diferencias. También se determina el difratograma mas representativo dentro de cada grupo.

e PCA (andlisis de componentes principales) puede llevarse a cabo como un método separado e
independiente para visualizar y juzgar la calidad de la agrupacidn. La matriz de correlacidn del paso 1 se usa
como entrada.

2. OBIJETIVO

El objetivo principal de este estudio es determinar la cantidad de polimorfos presentes en 33 cristalizaciones de un
producto farmacéutico, comparando el resultado de las agrupaciones con los polimorfos diferentes ya encontrados
en cristalizaciones anteriores (agrupamientos descritos en los informes “Informe_analisis_Cluster_l”,
“Informe_analisis_Cluster_IlI” y “Informe_analisis_Cluster_lll” ya enviados anteriormente). Con la metodologia de
Andlisis de Cluster tendremos un buen punto de partida matematico para realizar las pertinentes
comparaciones/agrupamientos que nos permitan concluir la cantidad diferente de cristalizaciones del producto
analizado.

3. MATERIALES, METODOS, RESULTADOS Y CONCLUSIONES

3.1. Test Item
Partimos de 33 difractogramas diferentes, obtenidos en iguales condiciones de montaje/manipulacién de las
muestras (tal y como se han descrito en informes anteriores), con una relaciéon intensidad/ruido adecuados para el
estudio comparativo.

3.2. Metodologia, instrumentacién
La Unidad de RX desarrolla su actividad en base a un Sistema de Gestion de Calidad certificado por la Norma ISO
9001:2015 en lo que respecta a la recepcion, gestion de muestras y analisis por las técnicas de Monocristal, Polvo
cristalino y Fluorescencia de RX.

La metodologia de Analisis Cluster ha sido implementada dentro del software comercial de tratamiento de
difractogramas de polvo cristalino “HighScore Plus, Release: Version 3.0d, Release date: 1 of July 2011, Date of
release notes: 22" June 2011, (c) PANalytical B.V. 2011”.

El hecho de que cada uno de los difractogramas individuales tenga su propia componente de fondo del
difractograma (banda amorfa) dificulta el proceso comparativo. Para homogeneizar los difractogramas previamente
al analisis comparativo, se ha eliminado la contribucidn del fondo amorfo en todos y cada uno de los difractogramas
experimentales. Ademas, el hecho de que algunas cristalizaciones tengan una mejor cristalinidad que otras, aun
tratandose de un mismo polimorfo, también se han “suavizado” los difractogramas de todas las muestras, y asi
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homogeneizar las medidas segln este nuevo criterio de cristalinidad. Con estos dos pre-tratamientos de los
difractogramas, la comparativa matematica que se ha obtenido si que parece que ha sido efectiva.

3.3. Resultados

3.3.1. Matriz de correlacidn
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Esta matriz matematica (39X39, téngase en cuenta que en esta matriz hemos incluido los difractogramas
representativos de los polimorfos ya caracterizados) presenta los valores de partida para los pasos siguientes de las
comparativas, destacando que los valores altos se corresponden con difractogramas similares (ej.: la muestra
“2_170” muestra mucha similitud con la “21_192” ya que se le asigna el valor de 70). Las muestras se han numerado
segun se muestra en el dendograma del siguiente apartado (ej: “25_196A” se corresponde con la muestra 196A y

|Il

con el “item” de la columna y fila 25 de esta matriz)...

3.3.2. Dendograma

L

) Copy

T
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8

Este diagrama jerdrquico de similitudes, debe de interpretarse como que las conexiones que se producen mas a la
izquierda relacionan las muestras con mayor similitud, que las conexiones que van apareciendo a la derecha (Ej: los
items “21” y “4” —es decir, las muestras “192A” y “173A”- parecen estar muy proximas).

3.3.3. Numero de agrupaciones sugeridas (Clusters)

Clusters:
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Cluster 1: 35, 5, 16

Cluster 2: 39, 23, 32, 18, 9, 14, 20, 7, 33, 13, 22, 10, 11, 19, 24
Cluster 3: 37, 28, 25, 29

Cluster 4: 36, 6, 8, 30, 15, 2, 4, 21

Cluster 5: 26,17, 12, 31

Cluster 6: 1, 34, 38

Clustered Scan Names:

Cluster 1: (3 Members)

Silhouette: 0.152; 35_Poly24A *** +
Silhouette: 0.204; 5_174A
Silhouette: 0.262; 16_187A +
Cluster 2: (15 Members)
Silhouette: 0.011; 39 Polyl67A +
Silhouette: 0.117; 23_194A
Silhouette: 0.116; 32_203A
Silhouette: 0.119; 18_189A
Silhouette: 0.101; 9_180A ***
Silhouette: 0.014; 14_185A
Silhouette: 0.134; 20_191A+
Silhouette: 0.116; 7_177A
Silhouette: -0.039; 33_204A
Silhouette: 0.166; 13_184A
Silhouette: 0.193; 22_193A
Silhouette: 0.107; 10_181A
Silhouette: 0.064; 11_182A
Silhouette: -0.029; 19_190A
Silhouette: -0.092; 24_195A
Cluster 3: (4 Members)

Silhouette: 0.046; 37_Poly52A +
Silhouette: 0.084; 28_199A +
Silhouette: 0.216; 25_196A ***
Silhouette: 0.179; 29_200A
Cluster 4: (8 Members)

Silhouette: 0.120; 36_Poly28A +
Silhouette: 0.234; 6_176A
Silhouette: 0.096; 8_179A +
Silhouette: 0.249; 30_201A ***
Silhouette: 0.284; 15_186A
Silhouette: 0.198; 2_170A
Silhouette: 0.193; 4_173A
Silhouette: 0.189; 21_192A
Cluster 5: (4 Members)

Silhouette: 0.066; 26_197A +
Silhouette: 0.126; 17_188A
Silhouette: 0.165; 12_183A ***
Silhouette: 0.077; 31_202A +
Cluster 6: (3 Members)

Silhouette: 0.080; 1_169A +
Silhouette: 0.084; 34_Polyl10A ***
Silhouette: 0.068; 38 Poly114A +

Matematicamente se han encontrado 6 agrupaciones diferenciables, quedando 2 muestras fuera del criterio de
corte de los clusteres sugeridos. Esto podria indicarnos que estamos tratando con 6 polimorfos diferentes (mas las 2
muestras sin catalogar). Hay que tener en cuenta que el analisis matematico, tal y como se ha dicho anteriormente,
nos puede valer como punto de partida pero, debido a que el andlisis matematico va a ser “ciego” a parametros tales
como “mezcla de polimorfos” u “orientaciones preferentes” o “desplazamientos de pico experimentales de
montaje”... habremos de representar las agrupaciones sugeridas y verlas en detalle.

3.3.4. Representaciones de los agrupamientos finales

Las muestras se han agrupado, a continuacién, segin los patrones de los 7 polimorfos ya encontrados en otras
cristalizaciones ya reportadas, asi como segun las nuevas formas de polimorfos que se han encontrado en este grupo
de cristalizaciones. Téngase en cuenta que los valores de intensidad de los difractogramas presentados se han
modificado para una mejor visualizacidn en las comparativas (modificaciones como normalizacion, suma...):

3.3.4.1. Cristalizaciones segun el patrdon del polimorfo 28A
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3.3.4.4. Cristalizaciones segun el patrén del polimorfo 114A
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3.3.4.5. Cristalizaciones segun el patrdon del polimorfo 167A co-cristalizado con la forma 28A
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3.3.4.7. Nueva forma estructural de cristalizacién: nuevo polimorfo (muestra 172)
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3.4. Conclusiones

e Se ha encontrado una nueva forma estructurales de cristalizacidn diferente a las ya reportadas en anteriores
informes, la cristalizacion nombrada como “/172A”. Aunque hay que destacar que existe una gran similitud
estructural con la forma polimorfa etiquetada como “Poly210A".

e Los agrupamientos de estas 33 nuevas cristalizaciones los podemos disponer de la siguiente manera:

o Muestras que contienen el polimorfo ya descrito segin la cristalizacién de la muestra “/28A”:
“/170A”, “J173A, “/177A”, “/180A” , “/181A” , “/182A” , “/183A” , “/184A” , “/185A” , “/186A” ,
“/188A” , “/189A" , “/190A” , “/191A” , “/192A” , “/193A” , “/194A" , “/195A” , “/201A" , “/201A",
“/203A” y “/204A”

o Muestras que contienen el polimorfo ya descrito segun la cristalizacién de la muestra “/52A”:
”/196A”, 11/19911 y II/ZOOAII

o Muestras que contienen el polimorfo ya descrito segln la cristalizacion de la muestra “/114A”:
“/174A"

o Muestras que contienen el polimorfo ya descrito segin la cristalizacion de la muestra “/10A” y co-
cristalizado segun la cristalizacion de la muestra “/28A”: “/169A” (pura), “/176A” y “/179A”
(mezclas)

o Muestras que contienen el polimorfo ya descrito segln la cristalizacién de la muestra “/24A”:
”/187A”

o Muestras que contienen el polimorfo ya descrito segun la cristalizacion “/167A” co-cristalizada con
las cristalizaciones “f24A” y “/28A”: “/198A” (co-cristalizada con “/28A”) y “/197A” (co-cristalizada
con “f24A”)

4. STATEMENT OF OWNERSHIP

Este informe contiene un estudio realizado por “Unidade de Raios X” en la “Universidade de Santiago de
Compostela”, en nombre del sponsor ***&*kkxkkx

Todos los resultados e interpretaciones son propiedad del patrocinador. Bajo ninguna circunstancia se mencionara a
cualquier dato sin conocimiento del patrocinador. Las muestras seran devueltas al propietario.

12/12



