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RESUMO

Estudo da porosidade de comprimidos de Cloridrato de Propranolol a partir do
processamento de imagens de microscopia eletrénica de varredura por elétrons
retroespalhados.

Camargo H.S.%; Gongalves C.2; Conceicdo E.C.1

1 Laboratorio de Pesquisa em Produtos Naturais (LPPN), Faculdade de Farmacia, Universidade Federal de
Goiés. 2Universidade Tecnologica Federal do Parana (UTFPR).

RESUMO

Introducdo: A porosidade de formas farmacéuticas sélidas apresenta um papel
fundamental no processo de desintegracdo da forma farmacéutica e consequentemente na
biodisponibilidade do ativo, garantindo sua acéo terapéutica no tempo desejado, além
disso, a porosidade influencia em outros aspectos como a resisténcia mecanica do
comprimido. Entender e ter métodos de estudar e manipular a porosidade de comprimidos
é fator crucial para que se tenha uma forma farmacéutica de qualidade. OBJETIVO: O
objetivo desse trabalho foi estudar a porosidade de comprimidos de Cloridrato de
Propranolol de 5 (cinco) laboratérios pelo processamento de imagens obtidas em um
microscopio eletrénico de varredura e correlacionar esses resultados com estudos de
dissolucdo e a composicdo de cada comprimido. Metodologia: Os comprimidos foram
caracterizados por Calorimetria Diferencial Exploratdria (DSC) e Termogravimetria (TGA),
foram submetidos aos testes de dureza, friabilidade e teste de dissolucédo. Foram obtidas
imagens de MEV por elétrons retroespalhados e as mesmas foram processadas a fim de
obter uma estimativa da porosidade de superficie e de fratura. Resultados e discussdes:
Os comprimidos apresentaram variagdes quanto suas porosidades interna e de fratura,
todos tiveram dados de friabilidade e dureza que atendem as normas regulatorias vigentes,
para o estudo de dissolucéo todos os laboratérios apresentaram dados dentros do critério
de aceitacdo das normas regulatérias. Conclusdes: Através do processamento de imagens
de microscopia eletronica de varredura obtidas de comprimidos de cloridrato de propranolol
foi estimar a porosidade de superficie e de fraturas desses comprimidos, assim,essa técnica
se mostra como uma alternativa para o estudo da porosidade de formas farmacéuticas
soélidas (comprimidos), sendo possivel observar a morfologia e caracteristicas dos poros.

Palavras-Chave: Beta-bloqueadores, Processamento de imagens, Controle de qualidade de
medicamentos, Desintegracéo
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ABSTRACT

STUDY OF THE POROSITY OF PROPRANOLOL HYDROCLORIDE TABLETS FROM
BACKSCATTERED ELETRON SCANNNING ELECTRON MICROSCOPY IMAGE
PROCESSING

Camargo H.S.'; Gongalves C.%; Conceicdo E.C.!

1 Laboratorio de Pesquisa em Produtos Naturais (LPPN), Faculdade de Farmacia, Universidade Federal de
Goiés. 2Universidade Tecnolodgica Federal do Parana (UTFPR).

Introduction: The porosity of solid pharmaceutical forms plays a fundamental role in the
drug's disintegration the dosage form and consequently in the bioavailability of the active,
ensuring its therapeutic action in the desired time, in addition, the porosity influences other
aspects such as the mechanical strength of the tablet. Understanding and having methods
to study and manipulate the porosity of pills is a crucial factor to have a quality
pharmaceutical form. Objectives: Thus, the objective of this work was to study the porosity
of Propranolol Hydrochloride tablets from 5 (five) laboratories by processing images
obtained in a scanning electron microscope and to correlate these results with dissolution
studies and the composition of each tablet. Methodology: The tablets were characterized
by thermal techniques, Scanning Differential Calorimetry (DSC) and Thermogravimetry
(TGA), and were submitted to hardness, friability and dissolution tests. Electron backscatter
SEM images were obtained and processed in order to obtain an estimate of the surface and
fracture porosity. Results and discussion: The tablets showed variations in their internal
porosity and fracture, all had friability and hardness data that meet current regulatory
standards, for the dissolution study, all laboratories presented data within the acceptance
criteria of regulatory standards. Conclusions: Through the processing of scanning electron
microscopy images obtained from propranolol hydrochloride tablets, it was possible to
estimate the surface and fracture porosity of these tablets, thus, this technique is shown as
an alternative for the study of the porosity of solid dosage forms (tablets) , being possible to
observe the morphology and characteristics of the pores.

Keywords: Beta-Blockers, Image Processing, Drug Quality Control, Disintegration.
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1. INTRODUCAO

As formas farmacéuticas solidas estdo entre as formas farmacéuticas, mais
administradas em pacientes, isso é consequéncia da facilidade de producédo, alta
estabilidade e praticidade no manuseio [1]. Sucintamente, a mistura de varios excipientes
e um ou mais insumos farmacéuticos ativos (IFAs) é diretamente compactado formando
comprimidos de forma, tamanho e peso desejados [2]. Devido as propriedades fisicas e
quimicas das matérias-primas, varidveis humanas e ambientais ocorre a formagéo dos
poros [3], assim, associando as propriedades fisico-quimicas das particulas do IFA e dos
excipientes, 0os poros sdo conhecidos por apresentarem um papel importante no

desempenho de uma forma farmacéutica solida (comprimido) [4].

Os poros de um comprimido podem ser projetados a fim de atender ao tipo de
liberacdo que se deseja, ou seja, estratégias para adaptar o tamanho, forma, distribuicéo
espacial, tortuosidade séo importantes para que haja a uma liberacdo ideal do medicamento
[5]. A porosidade é resultado da raz&o de vazios de ar em relacdo ao volumetotal de um
comprimido [6], entender a porosidade de uma forma soélida traz como consequéncia
entender a entrada e permeacdo de liquidos no comprimido consequentemente,

provocando o intumescimento e conseguinte a quebra do medicamento [7].

Para ter a seguranca que um medicamento esteja prontamente disponivel para
absorcdo no tempo necessario, o delineamento das formulagbes farmacéuticas sélidas
necessita ser bem preciso e eficiente a fim de atender critérios estabelecidos por agéncias
regulamentadoras. Os comprimidos de liberacdo imediata sdo projetados para se
desintegrar e tornar a substéncia ativa disponivel rapidamente. A imediata liberacdo

esta
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diretamente ligada a um ligeiro inicio de acdo desejado, com por exemplo, analgésicos,

medicamentos para controle de presséo arterial, antipsicético, mas também a rapida

liberacdo esta associada para que haja uma maior biodisponibilidade de um IFA pouco

soluvel [8].

As formas farmacéuticas solidas podem ser classificadas quanto ao tempo de

liberacdo da dose da substancia ativa, sendo definidas como:

Forma Farmacéutica de Liberacédo Imediata: A dose total da substancia ativa esta
disponivel rapidamente, apresenta resultados em ensaios in vitro com dissolucéo

média de no minimo 75 % do ativo em até 45 minutos [9].

Forma Farmacéutica de Liberacdo Prolongada: Apresenta uma liberagéo
modificada, a substancia ativa fica disponivel progressivamente por um periodo
de tempo prolongado, o estudo in vitro é realizado por uma faixa de periodo longa,
como por exemplo, 1, 2 e 4 horas e depois a cada duas horas até que apresente

uma dissolucdo de 80% da substancia ativa ou haja um platé [9].

Forma farmacéutica de Liberacdo Retardada: Apresentam um tempo de liberacéo
diferente daquele imediatamente apds sua administracdo, ou seja, a forma
farmacéutica é delineada para que possam resistir a condices especificas, como
o caso de medicamentos que resistem ao fluido gastrico e tem a liberacédo da

substéancia ativa no intestino [9].

Para as formas farmacéuticas de liberagéo rapida, o processo de desintegracao tem

influéncia direta na disponibilidade da substancia ativa, pois uma rapida desintegracéo

coloca o ativo exposto ao meio de dissolucdo, quando se trata de uma substancia ativa com

alta solubilidade, tem-se uma biodisponibilidade da droga rapidamente fazendo com que o

medicamento tenha a acdo esperada, quando se trata de substéncias ativas com baixa
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solubilidade, a rapida desintegracéo favorece o aumento da biodisponibilidade e eficacia do

medicamento [10].

O processo de desintegracdo de um comprimido é composto por diversas etapas
gue incluem penetracdo/absorcdo de liquido, inchaco (intumescimento) e erosao
(desintegracao), caso ndo houvesse o processo de desintegracdo, apenas a substancia
ativa proxima a superficie do comprimido estaria disponivel para acéo. A desintegracao de
um comprimido € definida como a quebra mecanica em partes menores apds a
administracdo, ou seja, ocorre uma quebra de ligacdes interparticulas, essas ligacdes séo
originadas do processo de compactacao [11].

Apbs processo de desintegracdo ocorre a desagregacao das particulas para enfim,
ter-se a dissolugcédo, que sao justamente a fase 3D do comprimido desintegracao,

desagregacao e dissolucao.

A Figura 01 mostra a visdo geral do mecanismo de desintegracdo de formas sélidas

farmacéuticas compactadas.
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Figura 01: Visao geral do mecanismo de desintegracéo de formas solidas

farmacéuticas compactadas (adaptado) [11]
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A partir da Figura 01 podemos descrever o processo de desintegracdo de formas

sélidas:

e Absorcéo de liquido: Apesar de nao criar pressao suficiente para romper as
ligacBes particula-particula, a absorcao de liquido é considerada uma etapa
determinante para a taxa de desintegracdo e um pré-requisito para que

mecanismos como o intumescimento ocorra [12].

e Intumescimento: E um dos mecanismos mais consolidados sobre a
desintegracdo de formas compactas soélidas. O intumescimento faz com que
haja um aumento omnidirecional das particulas, consequentemente, ha um
aumento de pressédo e acarreta na separacéo das particulas adjacentes que

levam a tenséo todo sistema tendo como resultado a quebra da forma
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sélida [13].

e Recuperacéo da tenséo: A tensdo dentro de uma forma solida é originada da
deformacdo de macromoléculas no processo de compactacao do comprimido.
Assim quando essas macromoléculas entram em contato com o0 meio de
desintegracdo ocorre a recuperacdo da sua forma original, podendo ser

considerada com um processo viscoelastico de deformacéo [11].

e Dissolucdo: O fluido provoca uma dissolucdo ou pode desalojar excipientes
das paredes dos poros, o que altera a porosidade tendo como resultado
variacdo no desempenho da desintegracdo. Esse mecanismo é significativo

em comprimidos que possuem excipientes soluveis [11].

A entrada de liguido no comprimido e a taxa de absorcéo séo afetadas diretamente
pela estrutura porosa da forma farmacéutica, formado durante o processo de compactacéo
do pé [14]. Assim, uma forma farmacéutica sélida com uma alta porosidade facilita a entrada
do meio de dissolucéo, fazendo com que a substancia ativa seja exposta mais rapidamente
melhorando a taxa de dissolucéo [3]. Fatores como o tamanho de particula dos constituintes
da forma farmacéutica sélida impacta na formagcdo da microestrutura do comprimido,
influenciando assim, a entrada de liquido no comprimido [15]. A avaliacdo da porosidade
nao se restringe apenas a porosidade total geral, propriedades como tamanho do poro,
forma, orientacdo, conectividade e tortuosidade afetam o processo de intumescimento do

comprimido [5].

A picnometria de hélio é utilizada para obter a densidade sélida verdadeira de um
material, que em conjunto com a densidade soélida aparente calcula-se o volume total do
poro e a porosidade da amostra [5]. A técnica ndo consegue fornecer informagées como o

tamanho de poros individuais, formato de poros, orientagéo dos poros [5].
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O volume de mercurio liquido penetrado numa amostra em relacdo a massa da
amostra, em uma faixa de pressdo definida, forma uma curva de pressao-volume
cumulativa, que permite calcular o volume de poro como uma funcéo de tamanho de poro,
tal procedimento € denominada por porosimetria de mercario [5]. A utilizacdo da
porosimetria de mercurio é conhecida na area farmacéutica desde 1956 [16], quando foi
utilizada para medir a densidade aparente de granulacdes e porosidade intragranular. Ha
ainda outras técnicas aplicadas para o estudo de porosidade em comprimidos, como

ressonancia magnética nuclear e espectroscopia de dominio de tempo Terahertz.

Esse trabalho estuda a porosidade de comprimidos por meio do processamento de
imagens obtidas microscopia eletrdnica de varredura por elétrons retroespalhados. A
microscopia eletrdnica € um recurso importante na area de tecnologia farmacéutica que
abrange sistemas complexos de distribuicdo de drogas a estudo de compostos individuais
como os excipientes, IFA, impurezas e também a avalicdo da forma farmacéutica final [17].
A microscopia eletrdnica de varredura é aplicada para o estudo da morfologia de superficies
e estruturas internas de comprimidos dando ricas informacdes sobre as caracteristicas do

material.

Na Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) a imagem é formada pela interacéo
do feixe de elétrons com a amostra. O choque do feixe de elétrons com a amostra causa
diversos tipos de espalhamentos, sendo cada um responsavel por carregar informacoes
caracteristicas da amostra [18]. Os espalhamentos podem ser divididos em dois tipos,
espalhamento elastico e espalhamento inelastico. Os espalhamentos elasticos formados
pela interacdo do feixe com a amostra sdo denominados elétrons retroespalhados
possuindo energia superior a 50 eV [19]. A imagem formada por elétrons retroespalhados
correspondem a variagcdo da composicdo do material, pois o0 coeficiente de
retroespalhamento aumenta com o numero atdmico, portanto, tem-se uma imagem cujo

contraste é dado pela diferenca de numeros atémicos da amostra [20]. Os elétronsformados
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por espalhamentos inelasticos sdo denominados elétrons secundarios, as imagensformadas
por esses elétrons sao ricas em informacfes topograficas pois esses elétrons possuem
energia de saida abaixo de 50 eV, assim o0 contraste nessas imagens depende da

guantidade de elétrons coletados [17].

A avaliacdo por meio do processamento imagens obtidas por elétrons
retroespalhados é conhecida na é&rea de ciéncias de materiais para examinar
microestruturas em amostras a base de cimento, sendo possivel quantificar fases em gréaos
de cimento anidro, pasta de cimentos hidratadas, fissuras e estruturas de poros [21].

Werner e Lange [22] apresentaram uma técnica por analise das imagens de elétrons
retroespalhados que utiliza um algoritmo combinado com um método de limiarizacdo de
nivel de cinza. As imagens eram de oito bits com 256 niveis de cinza possiveis, variando
de 0 a 255, sendo que um nivel de cinza de zero € o branco e 255 é preto, assim, regides
mais escuras representam 0s poros e regides mais claras representam o material.

Nesse trabalho a porosidade de comprimidos de Cloridradrato de Propropranolol foi
avaliada por meio do processamento de imagens obtidas por elétrons retroespalhados. O
Cloridrato de Propranolol é um antiarritmico de classe Il, um antagonista beta-adrenérgico
nao seletivo, ou seja, interagem como os receptores 1 e B2 com mesma afinidade. Por ser um
betabloqueador nédo cardiosseletivos € utilizado principalmente no tratamento de angina,
prevencdo de recorréncia de infarto do miocardio [23] arritmia cardiaca reduzindo a
incidéncia de batimentos ventriculares prematuros em 76% [24], no tratamento de
enxaquecas [25] e também ha estudos da aplicacdo do propranolol no tratamento de

transtornos de ansiedade [26].

Em consequéncia da sua acdo bloqueador beta-andrenérgica do miocérdio, o
propropranolol dimininui a frequéncia cardiaca e previne seu aumento indizido por
atividades fisicas e diminui a contratibilidade miocarica, diminui o débito cardiaco, aumenta

0 tempo de ejecao sistoslica e aumenta o volume cardiaco[27]. Em pacientes asmaticos,
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devido a acdo blogueadora beta-andrenérgica, o cloridrato de propranolol aumenta a

resisténcia das vias aéreas[27].

O Cloridrato de Propranolol apresenta formula molecular C16H21NO2.HCL, Cloridrato
de 1-[ (1-metiletil) amino]-3-(1-naftaleniloxi) -2-propanol com mossa molar de 295,81g/mol,
apresenta-se como um pé branco ou quase branco e sabor amargor [28] .A Figura 02
apresenta a estrutura quimica do Cloridrato de Propranolol.

Figura 02: Estrutura quimica do Cloridrato de Propranolol
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E descrito em literatura [29] trés formas polimérficas distintas para o Cloridrato de
Propronolol além de sua forma amorfa. O Cloridrato de Propranolol pertence a classe | do
Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), pois apresenta alta solubilidade e alta
permeabilidade [28]. Por ser altamente lipofilico, o Cloridrato de Propranolol tem absor¢éo
guase que completa apds administracao oral, no entanto, parte da droga é metabolizada
pelo figado durante sua primeira passagem pela circulacdo, sendo que apenas em torno de

25% da dosagem alcanca a circulagéo sistémica [30].

No decorrer dos anos o Brasil investe na publicacdo e aperfeicoamento de lista de
medicamentos essenciais como instrumentos para garantir 0 acesso a assisténcia

farmacéutica e promocéo do uso racional e medicamentos [31].

A Relacéo Nacional de Medicamentos Essenciais (Rename) configura-se como uma
relacdo dos medicamentos disponibilizados por meio de politicas publicas e indicadospara

as necessidades de saude prioritaria e seus agravos gue acometem a populacao brasileira
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[31]. A Rename esta dividida em quatro secfes, sendo a secdo A composta por cinco
anexos. O Cloridrato de Propranolol esta listado no Anexo | — Relacdo Nacional de
Medicamentos do Componente Basico, os medicamentos e IFAs desse anexo sdo voltados
aos principais problemas de saude e programas de atencao primaria. A responsabilidade
do financiamento dos componentes do Anexo | da Rename é de responsabilidade dos entes
federados (Governo Federal, Estados e municipios) tendo como regulamento o Artigo
n° 537 da Portaria de Consolidacdo GM/MS n°6, de 28 de setembro de 2017, ficando sob

responsabilidade pela aquisicéo e fornecimento dos itens a populacéo o ente municipal [31].

Assim, assume-se a relevancia desse estudo a partir de comprimidos de Cloridrato
de Propranolol, um medicamento amplamente conhecido e que tem sua indicacao
terapéutica no Sistema Unico de Saude (SUS), sendo fundamental para que a populacéo

brasileira tenha acesso a medicamentos mais seguros e eficazes.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a porosidade de comprimidos de Cloridrato de Propranolol por meio do
processamento de imagens obtidas em um microscoépio eletrénico de varredura por elétrons

retroespalhados.

2.2 Objetivos Especificos

Caracterizacao térmica dos comprimidos e Cloridrato de Propranolol por Calorimetria
Diferencial Exploratoria (DSC) e Analise Termogravimetrica (TGA).

Caracterizacao de dureza e friabilidade dos comprimidos.

Obtencdo de imagens de superficie e fratura dos comprimidos de Cloridrato de
Propranolol por microscopia eletrénica de varredura (MEV) com elétrons retroespalhados.

Processamento das imagens obtidas por MEV.

Obtencdo da porosidade de superficie e fratura dos comprimidos a partirs das
imagens processadas obtidas por MEV.

Avaliacdo da dissolucao dos cinco fabricantes dos medicamentos em estudo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Dos materiais

Foi utilizado como padrdo secundario de Cloridrato de Propranolol (SIGMA-
ALDRICH).

Os comprimidos de Cloridrado de Propranolol de cinco (05) diferentes laboratérios
foram adquiridos em farmacias da cidade de Goiania, segurado que cada amostra amostras
pertencesse ao mesmo lote e estivessem dentro do prazo de validade.

Foi utilizada membranas PVDF Millipore. Utilizou-se acido cloridrico (Synth, Brasil) e

todas as solugbes foram preparadas com agua purificada.

3.2 Caracterizagdo dos comprimidos e insumo farmacéutico ativo (IFA)

Para caracterizacdo térmica dos comprimidos foi utilizada a calorimetria exploratéria
diferencial (DSC) e andlise termogravimétrica (TGA). Para as andlises utilizou-se um
equipamento NETZSCH STA 409, em atmosfera de nitrogénio e oxigénio com fluxo40
ml/min e taxa de aquecimento de 20°Cmin! de 30°C a 450 °C.

As amostras em comprimidos foram previamente maceradas e homogeneizadas

para a realizacao das analises.

3.3 Testes de dureza

O teste de dureza foi realizado com 10 (dez) comprimidos de cada laboratorio, foi
eliminado qualquer tipo de residuo superficial antes de cada teste individual. Foi utilizado
um durémetro Nova Etica Modelo 298 DPG e o resultado é expresso como a média dos

valores obtidos nas determinacdes [32].

Métodos 23



3.4 Testes de friabilidade das amostras

O teste de friabilidade foi realizado pesando previamente um numero determinado
de comprimidos 20 , apos a pesagem foram submetidos a um equipamento friabildmetro
NovaEtica Modelo 300-1 e retirados ap6s 100 rotacdes/min. Foi retirado qualquer tipo
residuo de pdée os comprimidos foram novamente pesados.

Para comprimidos com peso meédio igual ou inferior a 0,65 g, deve-se utilizar
20 comprimidos, quando o peso médio é superior a 0,65 g deve-se utilizar 10 comprimidos
para o teste. O equipamento foi ajustado para 25 (vinte e cinco) rotacdes por minuto e
programado por um tempo de 4 minutos de teste. Ao final do teste ndo pode haver nenhum
comprimido quebrado, rachado, partido ou apresentar lascas. Sao considerados aceitaveis
os comprimidos com perda igual ou inferior a 1,5 % do seu peso ou a porcentagem

estabelecida na monografia [32].

3.5 Peso médio dos comprimidos

Para o teste de peso médio foi utilizada uma balanca analitica Shimadzu AUX. Foi
pesado, individualmente, 20 comprimidos e determinado o peso médio [32]. O limite de
variacao permitido se o peso médio for menor ou igual a 80mg, é £10%, entre 80 e 250mg

€ +7,5% e maior ou igual a 250mg é + 5% [32].

3.6 Preparo das amostras e obtencdo das imagens por Microscopia Eletronica de

Varredura e Espectros de Raio X por Energia Dispersiva (EDS)

Para as analises de microscopia eletrdnica de varredura (MEV) utilizou-se um
microscoépio eletrénico Jeol, JSM — 6610 com detector de elétrons retroespalhados,
equipado com EDS (Energy Dispersive Spectroscopy), Thermo Scientific NSS Spectral

Imaging — LabMic — UFG. Para a obtencdo das imagens as amostras foram previamente
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preparadas os comprimidos de Cloridrato de Propranolol 40 mg foram fixados por meio de
uma fita dupla face de carbono em um stub de aluminio, devido a amostra apresentar uma
altura consideravel, (maior que 1 mm) foi necessario fazer o contato elétrico entre a
superficie dos comprimidos e o stub com uma tinta de carbono, promovendo assim o fluxo
de elétrons entre a superficie que foi analisada, obtendo imagem de melhor qualidade. Esse
processo de fixacdo das amostras ocorreu em duas etapas, uma para a obtencdo das
imagens na superficie dos comprimidos e outra para obtencdo das imagens na fratura dos
comprimidos, ou seja, os comprimidos foram fraturados e fixados verticalmente a fim de se
observar a morfologia interna dos mesmos.

Apds a secagem da tinta de carbono que fazia a ligacdo entre a superficie das
amostras e o stub as amostras foram submetidas a um processo denominado “metaliza¢ao”
que é a deposicdo de um material condutor sob a superficie das amostras a serem
analisadas por MEV. Neste trabalho o recobrimento foi realizado em um equipamento
Denton Vacuum, Desk V, depositando sobre as amostras um filme de carbono. Apos o
procedimento de metalizacdo as amostras foram acondicionadas em dessecador até o
momento da analise.

Foram obtidas 25 imagens obtidas por elétrons retroespalhados (backscatared
electrons) da superficie de cada comprimido e 25 imagens da fratura de cada comprimido
com magnificagdes de 350 x, com uma tensdo de aceleragdo de 10 Kv e distancia de
trabalho de 7 mm e digitalizadas com 1280 x 960 pixels.

Para obtencao dos espectros de EDS foi utilizado uma tensdo de aceleracao do feixe

eletrbnico de 10 Kv.

3.7 Processamento das imagens de MEV

As imagens obtidas foram processadas por um software numa sequéncia de

processamentos digitais, como binarizacdo, a fim de gerar um histograma, formando uma
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distribuicdo com nivel de Threshold adequado, para poder mapear exatamente as regides
de porosidade e as regides da matriz.

O nivel de Threshold T da imagem é dado por:

g(x,y) = T[f(x,y)] 1)
Em que:

f(x,y) é a funcdo imagem de entrada, g(x,y) é a imagem processada, e T é o operador

em f, definido em alguma regido (x,y) conforme Figura 03 a seguir:

Figura 03- Representacado da funcdo imagem num plano de coordenadas X, y.

Origin —

(x,¥)

Image f(x, ¥)

X

O conceito proposto € de iterar por todos os valores possiveis para o threshold em
uma imagem (ou seja, o intervalo dinAmico da imagem), buscando aquele que minimiza a
soma da variancia intraclasses da imagem. Esse valor ird corresponder ao melhor threshold
para o caso, separando frente e fundo e atribuindo uma cor para cada classe. A variancia

intraclasse para um threshold possivel t pode ser calculada por:

o2 =W o2+ W o? (02)
w b b ffr

Onde W é o peso de cada classe, e os sub indices b e f se referem aos pixels que

compdem o background e foreground.
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O método de Otsu determina o valor deste limiar 6timo, considerando uma imagem
gue apresenta melhor funcionamento em imagens, cujos histogramas devem ser bimodais,
e escolher, portanto o melhor limiar.

Para o processamento das imagens foi feito, no programa MatLab.

O célculo da estimativa da porosidade € obtido pela razdo da quantidade de pixels
nivel O (escuros) mostrado no histograma pelo tamanho da imagem, como mostra a formula

abaixo:

n? de pixels escuros

Porosidade estimada % = x 100 (03)

Tamanho da imagem

3.8 Testes de Perfil de Dissolugao

Os testes de perfil de dissolucéo para os comprimidos de Cloridrato de Propranolol
40 mg foram realizados em aparato 1 (cesto), tendo como meio de dissolucdo acido
cloridrico1,0 % (v/v), com 100 rpm (rotacdo por minuto), com um tempo total de teste de 30
minutos.Foram realizadas 05 (cinco) coletas, os tempos foram 05 (cinco) minutos, 10 (dez)

minutos,15 (quinze) minutos, 20 (vinte) minutos e 30 (trinta) minutos [32].

3.8.1 Preparo da Solucédo Padrao
Foi pesada uma quantidade da substancia padrao equivalente a 20 mg de Cloridrato
de Propranolol e transferiu para baldo volumétrico de 100 mL. Foi adicionado 20 mL do
meio de dissolucéo e levou ao ultrassom até completa solubilizagcdo. Posteriormente, o baléo
foi esfriado a temperatura ambiente. Foi diluido e aferido o o volume com o meio de

dissolugéo e homogeneizado.

Pipetou volumetricamente, 10 mL dessa solucdo e transferiu para um baldo
volumétrico de 50 mL.Foi diluido e aferido o volume com meo de dissolucédo e

homogeneizado.
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Foi obtido, assim uma concentracao final: 0,04 mg/mL de Cloridrato de Propranolol.

3.8.2 Preparo da Solucdo Amostra

Transferiu 1000 mL do meio de dissolugcdo para cada uma das seis cubas de
dissolugéo e aquecido o meio a fim de verificar que todas a cubas estivessem a 37 °C. Foi
programado as condi¢Oes de temperatura, tempo e rotacao no equipamento.

Foi transferido 01 (um) comprimido devidamente pesado para cada uma das cubas

e tampadas.

3.8.3 Pontos de Coleta

Foi retirada uma aliquota de 10 mL de cada cuba nos tempos: 05 (cinco), 10 (dez),
15 (quinze), 20 (vinte) e 30 (trinta) minutos. Cada aliquota foi filtrada em membrana 0,45 pum

PVDF e realizada a leitura em um Espectrofotdmetro UV Agilent Cary 60.

Concentracdao teérica Final de Cloridrato de Propranolol na amostra: 0,04 mg/mL.

3.84 Procedimento de Leitura das amostras

Para a leitura do das aliquotas retiradas do teste de dissolucédo foi realizado o
seguinte protocolo.

Realizou-se 05 (cinco) leituras da solugéo padrao e conseguinte realizou a leitura
das solucbes amostras. As leituras foram realizadas em um espectrofotdmetro
adequado, ajustado em289 nm, utilizando o meio de dissolucao para ajuste do zero.

Para o célculo do teor individual de Cloridrato de Propranolol presente nas amostras

utilizou-se a seguinte férmula:

AaxCpx Rt

(%) = Ap x Ca

x100  (04)
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Onde:

Aa: Absorbancia do Cloridrato de Propranolol na solu¢do amostra

Cp: Concentragéo final de Cloridrato de Propranolol na solugéo padrao em mg/mL.

Pot: Poténcia do Padréo de Cloridrato de Propranolol na solugéo padréo.

Ap: Absorbancia do Cloridrato de Propranolol na solu¢ao padrao.

Ca: Concentragéo teoria final de Cloridrato de Propranolol na amostra em mg/mL

100: Fator de porcentagem

3.8 Do tratamento estatistico, modelos cinéticos de liberacao e fator de
semelhanca

Para andlise de variancia na comparacédo dos grupos foi aplicado o teste de ANOVA
e Tukey, no programa Origin, ao nivel de significancia de 95%. A cinética de liberacao para
os comprimidos de Cloridrato de Propranolol foi avaliada usando os modelos dependente
de zero ordem, primeira ordem, Higuchi, Korsmeyer-Peppas e Weibull. O melhor mais
adequado para cada liberacdo foi selecionado tendo como base o Coeficiente de
determinacao ajustado (RZadjusted) € nos Critérios de Sele¢cdo do Modelo (MSC) [33]. As
analises dos modelos estatisticos, mecanismos de liberacdo e calculo do fator de
semelhanca f2 foram realizadas por meio do Microsoft Office Excel®supplement DDSolver®

[33]. O tempo de meia vida (Tso) de cada de cada dissolucéo foi determinado a partir das

equacdes indicadas pelos modelos matematicos que tiveram um coeficiente de correlacéo

mais significativo.
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4. RESULTADOS

O padréao de Cloridrato de Propranolol foi caracterizado por DSC e TGA por meio da
visualizagcéo do pico de fuséo e decomposicao. A Figura 04 mostra as curvas de DSC e

TGA em atmosfera inerte para o padréo de Cloridrato de Propranolol.

Figura 04 — Curvas de Calorimetria Diferencial Exploratoria e curvas
Termogravimétricas em atmosfera inerte (N2) para substancia padréo de Cloridrato

de Propranolol
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A Figura 05 mostra as curvas de DSC para os 05 (cinco) comprimidos analisados. A
area demarcada com o retangulo corresponde a faixa de fusdo do ativo Cloridrato de

Propranolol.
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Figura 05 — Curvas de Calorimetria Diferencial Exploratoria em atmosfera
inerte (N2) para os comprimidos de Cloridrato de Propranolol produzidos pelos

cinco laboratérios estudados.
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Na Tabela 01 temos os dados térmicos obtidos das curvas DSC para os comprimidos

analisados.

Tabela 01 — Dados térmicos obtidos das curvas de Calorimetria Diferencial
Exploratéria em atmosfera inerte (N2) para os comprimidos de Cloridrato de

Propranolol produzidos pelos cinco laboratérios estudados

Laboratorio Tpeak (°C) Tonset (°C) Tendset (°C)
Laboratorio A 162,7 155,1 167,4
Laboratorio B 160,9 153.4 166,3
Laboratorio C 160,2 151,8 164,8
Laboratorio D 160,4 153,5 166,4
Laboratorio E 164,3 156,1 170,5

A Figura 06 mostra as curvas de DSC e TGA para o comprimido de Cloridrato de

Propranolol 40 mg produzido pelo Laboratério A.
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Figura 06 - Curvas de Calorimetria Diferencial Exploratéria e curvas
Termogravimétricas em atmosfera (N2) para o Comprimido de Cloridrato de

Propranolol produzido pelo Laboratorio A.
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A Figura 07 mostra as curvas de DSC e TGA para o comprimido de Cloridrato de

Propranolol 40 mg produzido pelo Laboratério B.
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Figura 07 — Curvas de Calorimetria Diferencial Exploratdria e curvas
Termogravimétricas em atmosfera (N2) para o Comprimido de Cloridrato de

Propranolol produzido pelo Laboratorio B.
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A Figura 08 mostra as curvas de DSC e TGA para o comprimido de Cloridrato de

Propranolol 40 mg produzido pelo Laboratério C.
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Figura 08 — Curvas de Calorimetria Diferencial Exploratéria e curvas
Termogravimétricas em atmosfera (N2) para o Comprimido de Cloridrato de

Propranolol produzido pelo Laboratério C
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A Figura 09 mostra as curvas de DSC e TGA para o comprimido de Cloridrato de

Propranolol 40 mg produzido pelo Laboratério D.
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Figura 09 — Curvas de Calorimetria Diferencial Exploratdria e curvas
Termogravimétricas em atmosfera (N2) para o Comprimido de Cloridrato de

Propranolol produzido pelo Laboratério D

—— TG - Laborat6rio D

exo T DSC - Laboratério D
100
90 |
1 o)
80 E
S =
~ 70 | E
()] | -
g 1en 7o S
S 60 | TPeak :162.7 °C 8
1 T, 155.1 °C o
50 | T, . 167.4 °C o
=
7] [T
40
T T T T T T T T T T T r T
30
50 100 150 200 250 300 350 400

Temperatura (°C)

A Figura 10 mostra as curvas de DSC e TGA para o comprimido de Cloridrato de

Propranolol 40 mg produzido pelo Laboratério E.
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Figura 10 — Curvas de Calorimetria Diferencial Exploratdria e curvas
Termogravimétricas em atmosfera (N2) para o Comprimido de Cloridrato de
Propranolol produzido pelo Laboratério E
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A Figura 11 mostra as curvas de TGA para o comprimido de Cloridrato de Propranolol

40 mg produzido pelo Laboratério A obtidas em atmosfera inerte e atmosfera oxidativa.
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Figura 11 — Curvas de analises termogravimeétricas para o comprimido de
Cloridrato de Propranolol 40 mg produzido pelo Laboratério A obtidas em

atmosfera inerte e atmosfera oxidativa.
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Figura 12 mostra as curvas de TGA para o comprimido de Cloridrato de Propranolol

40 mg produzido pelo Laboratorio B obtidas em atmosfera inerte e atmosfera oxidativa.
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Figura 12 — Curvas de andlises termogravimeétricas para o comprimido de
Cloridrato de Propranolol 40 mg produzido pelo Laboratorio B obtidas em

atmosfera inerte e atmosfera oxidativa.
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A Figura 13 mostra as curvas de TGA para o comprimido de Cloridrato de

Propranolol 40 mg produzido pelo Laboratorio C obtidas em atmosfera inerte e atmosfera

oxidativa.

Figura 13 — Curvas de analises termogravimétricas para o comprimido de
Cloridrato de Propranolol 40 mg produzido pelo Laboratério C obtidas em

atmosfera inerte e atmosfera oxidativa.
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A Figura 14 mostra as curvas de TGA para o comprimido de Cloridrato de Propranolol

40 mg produzido pelo Laboratério D obtidas em atmosfera inerte e atmosfera oxidativa.

Figura 14 — Curvas de andlises termogravimeétricas para o comprimido de
Cloridrato de Propranolol 40 mg produzido pelo Laboratorio D obtidas em

atmosfera inerte e atmosfera oxidativa
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A Figura 15 mostra as curvas de TGA para o comprimido de Cloridrato de Propranolol

40 mg produzido pelo Laborat6rio E obtida em atmosfera inerte e atmosfera oxidativa.
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Figura 15 — Curvas de andlises termogravimeétricas para o comprimido de
Cloridrato de Propranolol 40 mg produzido pelo Laboratério E obtidas em atmosfera

inerte e atmosfera oxidativa
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Na Tabela 02 temos os valores do teste de dureza obtidos dos comprimidos de

Cloridrato de Propranolol 40 mg dos laboratérios analisados.

Tabela 2 - Valores obtidos para o teste de dureza para os comprimidos de

Cloridrato de Propranolol dos cinco laboratérios avaliados.

N° Laboratério Laboratério Laboratorio Laboratério Laboratério
A B C D E
Forca (N) Forca (N) Forca (N) Forca (N) Forca (N)
01 36,0 81,0 48,5 46,0 24,0
02 42,0 85,0 90,0 445 21,0
03 30,5 92,0 84,5 40,0 37,5
04 36,0 96,5 91,0 40,0 37,0
05 34,5 87,5 60,5 35,5 23,0
06 38,0 84,5 64,5 445 17,5
07 42,5 82,5 65,0 37,5 14,0
08 34,0 96,5 98,0 34,0 58,0
09 36,0 98,0 55,0 46,5 17,0
10 41,5 94,5 73,0 40,5 19,0
Media 37,1 89,8 73,0 40,9 26,8
SD () 3,9 6,4 17,0 4.4 13,6
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Na Tabela 03 temos os valores do teste de friabilidade obtidos dos comprimidos de

Cloridrato de Propranolol 40 mg dos laboratérios analisados

Tabela 03 - Valores obtidos para o teste de friabilidade para os comprimidos

de Cloridrato de Propranolol dos cinco laboratorios avaliados.

Fabricante Friabilidade
Laboratorio A 0,48 %
Laboratdrio B 0,24 %
Laboratorio C 0,22 %
Laboratorio D 0,72 %
Laboratorio E 0,21 %

A Tabela 04 apresenta os valores dos pesos dos comprimidos realizados para o teste de

peso médio para os laboratérios analisados.

Tabela 04- Valores obtidos para o teste de peso médio para os comprimidos

de Cloridrato de Propranolol dos cinco laboratérios avaliados.

Ne° Laboratério Laboratério Laboratério Laboratdério Laboratorio
A B C D E
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg)
01 149,13 178,01 194,18 158,40 210,36
02 154,45 179,45 196,93 156,59 209,83
03 148,57 177,56 194,30 158,79 208,59
04 144,55 177,53 196,76 158,36 210,45
05 148,03 179,47 198,07 159,67 212,13
06 147,59 179,21 199,01 161,16 209,10
07 149,33 177,93 195,66 158,60 208,14
08 154,65 179,22 197,34 156,79 208,12
09 148,77 179,41 198,74 158,99 211,15
10 144,75 177,61 193,99 158,56 213,16
11 148,23 179,23 196,72 159,87 21211
12 147,79 179,79 195,62 161,36 214,41
13 154,35 179,81 197,58 158,30 209,03
14 148,47 176,88 194,45 156,49 208,11
15 146,45 177,36 195,02 158,69 209,30
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Ne° Laboratério Laboratério Laboratério Laboratdorio Laboratorio
A B C D E
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg)
16 149,63 179,72 196,96 159,97 212,31
17 154,95 182,32 198,27 161,46 214,61
18 149,07 179,10 199,21 158,90 209,23
19 145,05 176,58 195,86 157,09 208,31
20 148,53 178,72 197,54 159,29 209,50
Media 149,12 178,75 196,61 158,87 210,40
SD () 3,18 1,33 1,66 1,46 2,08

Algumas das imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura dos comprimidos

avaliados sdo mostradas a seguir.

As imagens de MEV obtidas da superficie (A) e fratura (B) dos comprimidos do

Laboratodrio A sdo mostradas na Figura 16.

Figura 16 — Imagens de microscopia eletronica de varredura obtidas da

Superficia (A) e Fratura (B) dos comprimidos de Cloridratro de Propranolol do

Laboratério A

As imagens de MEV obtidas da superficie e fratura dos comprimidos do Laboratério B sédo

mostradas na Figura 17.
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Figura 17 — Imagens de microscopia eletrénica de varredura obtidas da

Superficia (A) e Fratura (B) dos comprimidos de Cloridratro de Propranolol do

Laboratério B

As imagens de MEV obtidas da superficie e fratura dos comprimidos do Laboratério C séo

mostradas na Figura 18.

Figura 18 — Imagens de microscopia eletrénica de varredura obtidas da
Superficia (A) e Fratura (B) dos comprimidos de Cloridratro de Propranolol do

Laborat6rio C

As imagens de MEV obtidas da superficie e fratura dos comprimidos do Laboratério D séo

mostradas na Figura 19.
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Figura 19 — Imagens de microscopia eletrénica de varredura obtidas da

Superficia (A) e Fratura (B) dos comprimidos de Cloridratro de Propranolol do

Laboratério D

As imagens de MEV obtidas da superficie e fratura dos comprimidos do Laboratério E sao

mostradas na Figura 20.

Figura 20 — Imagens de microscopia eletronica de varredura obtidas da
Superficia (A) e Fratura (B) dos comprimidos de Cloridratro de Propranolol do

Laboratério E

A Figura 21 mostra a binarizacdo de uma imagem obtida da superficie do comprimido

do Laboratério A.
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Figura 21 — Imagem Binarizada obtidada a partir do processamento a partir de

imagem de microscopia eletrénica de varredura obtida da superficia do comprimido

de Cloridratro de Propranolol do Laboratério A

A Figura 22 mostra a binariza¢do de uma imagem obtida da superficie do comprimido

do Laboratoério B.

Figura 22 — Imagem Binarizada obtidada a partir do processamento a partir de
imagem de microscopia eletrénica de varredura obtida da superficia do comprimido

de Cloridratro de Propranolol do Laboratério A
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A Figura 23 mostra a binariza¢do de uma imagem obtida da superficie do comprimido

do Laboratério C.
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Figura 23 - Imagem Binarizada obtidada a partir do processamento a partir de

imagem de microscopia eletrénica de varredura obtida da superficia do comprimido

de Cloridratro de Propranolol do Laboratério C

A Figura 24 mostra a binarizacdo de uma imagem obtida da superficie do comprimido

do Laboratério D.

Figura 24 — Imagem Binarizada obtidada a partir do processamento a partir de
imagem de microscopia eletrénica de varredura obtida da superficia do comprimido

de Cloridratro de Propranolol do Laboratério D

A Figura 25 mostra a binarizacdo de uma imagem obtida da superficie do comprimido

do Laboratorio E.
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Figura 25 — Imagem Binarizada obtidada a partir do processamento a partir de

imagem de microscopia eletrénica de varredura obtida da superficia do comprimido

de Cloridratro de Propranolol do Laboratério E

A tabela 05 apresenta a porosidades em % (porcentagem) na superficie e na fratura

para cada fabricante dos comprimidos de Cloridrato de Propranolol 40mg.

Tabela 05 — Porosidade calculada para surficie e fratura cada comprimido de
Cloridrato de Propranolol por meio do processamento de imagens obtidas por

microscopia eletronica de varredura

Fabricante Superficie Fratura
Laboratdrio A 8,78% 41,69%
Laboratorio B 18,23% 27,96%
Laboratorio C 4,39% 35,30%
Laboratorio D 12,03% 37,52%
Laboratorio E 10,32% 36,64%

A Tabela 06 mostra os valore obtidos quando aplicado o teste Tukey para os dados

de porosidade de superficie.
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Tabela 06 — Teste de Tukey para verificar se houve diferenca significativa de

porosidade de superficie dos comprimidos e Cloridrato de Porpranolol entre os

grupos

Grupo p p<> 0,05
AC 0,0000000485 p <0,05
B C 0,0000010687 p <0,05
B A 0,0000000000 p <0,05
EC 0,0000000000 p <0,05
EA 0,1778497200 p >0,05
EB 0,0000000000 p <0,05
DC 0,0000000000 p <0,05
DA 0,0000670391 p <0,05
D B 0,0000000000 p <0,05
D E 0,1023716129 p >0,05

A Tabela 07 mostra os valore obtidos quando aplicado o teste Tukey para os dados

de porosidade de fratura.

Tabela 07 — Teste de Tukey para verificar se houve diferenca significativa de

porosidade de fratura dos comprimidos e cloridrato de porpranolol entre os grupos

Grupos p p<> 0,05
A C 0,0000005413 p<0,05
B C 0,0000000083 p<0,05
B A 0,000000000 p<0,05
EC 0,0527288983 p >0,05
EA 0,0225695596 p <0,05
EB 0,0000000000 p < 0,05
DC 0,2007266130 p>0,05
D A 0,0035853013 p <0,05
DB 0,0000000000 p <0,05
D E 0,9769932529 p 0,05

Resultados 48



A Figura 26 mostra os perfis de dissolucao obtidos para os comprimidos de Cloridrato

de Propranolol 40 mg produzidos pelos laboratorios.

Figura 26 — Teste de Dissolucao dos comprimidos de Cloridrato de

Propranolol 40 mg produzido por 05 Laboratérios difererentes
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A Figura 27 mostra o Teste de dissolugéo obtidos para os comprimidos de Cloridrato

de Propranolol produzido pelo Laborat6rio A.

Figura 27 — Curva do Teste de Dissolucdo dos comprimidos de Cloridrato de

Propranolol 40 mg do Labortério A
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Os dados obtidos da dissolucédo estdo apresentados na Tabela 08.

Tabela 08 — Dados obtidos do Teste de Dissolucdo dos comprimidos de

Cloridrato de Propranolol 40 mg do Labortorio A

N° 5 min 10 min 15 min 20 min 30 min

1 95,51% 96,21% 96,15% 96,27% 96,32%
2 95,15% 96,03% 95,97% 96,07% 96,08%
3 99,60% 100,47% 100,47%  100,53% 100,53%
4 94,60% 95,56% 95,58% 95,62% 95,57%
5 95,67% 96,80% 96,71% 97,08% 97,07%

6 95,90% 96,84% 97,02% 97,02% 97,04%

Média 96,07% 96,99% 96,98% 97,10% 97,10%

%RSD 1,86% 1,83% 1,84% 1,83% 1,83%
%CV 1,94% 1,89% 1,90% 1,88% 1,88%

A Figura 28 mostra o Teste de dissolucéo obtidos para os comprimidos de Cloridrato

de Propranolol produzido pelo Laboratério B.
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Figura 28 — Teste de Dissolucao dos comprimidos de Cloridrato de

100 -
08 -
96
94 -

02 1

90 1

88 -

86

Concentragédo (%)

841
82 1
80—-
78

76

Propranolol 40 mg do Labortério B

—w— Laboratério B

/V v
v
v
T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
Tempo (min)

Os dados obtidos da dissolucédo estdo apresentados na Tabela 09.

Tabela 09 — Dados obtidos do Teste de Dissolugcdo dos comprimidodos de

Cloridrato de Propranolol 40 mg do Labortério B.

N° 5 min 10 min 15 min 20 min 30 min
1 70,74% 98,44% 99,29% 100,02% 99,47%
2 73,83% 97,23% 99,97% 100,70% 95,46%
3 87,67% 93,40% 95,37% 95,92% 96,18%
4 83,58% 93,98% 96,41% 96,49% 100,15%
5 83,61% 94,02% 96,46% 96,33% 100,20%
6 71,01% 98,60% 100,65% 100,50% 95,58%
Média 78,40% 95,95% 98,02% 98,33% 97,84%
%RSD 9,44% 2,51% 2,25% 2,34% 2,38%
%CV 12,0% 2,6% 2,3% 2,4% 2,4%

A Figura 29 mostra o Teste de dissolugéo obtidos para os comprimidos de Cloridrato de

Propranolol produzido pelo Laboratério C.
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Figura 29 — Curva do Teste de Dissolucdo dos comprimidos de Cloridrato de
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Tabela 10 — Dados obtidos do Teste de Dissolucdo dos comprimidos de

Cloridrato de Propranolol 40 mg do Labortério C.

N° 5 min 10 min 15 min 20 min 30 min
1 93,55% 94,67% 94,82% 94,83% 94,83%
2 93,69% 94,58% 94,86% 94,87% 94,71%
3 89,90% 90,97% 90,97% 91,24% 91,27%
4 90,88% 91,67% 91,79% 91,79% 91,94%
5 90,91% 91,71% 91,84% 92,43% 92,13%
6 93,43% 94,83% 94,83% 95,01% 95,08%
Média 92,06% 93,07% 93,18% 93,36% 93,33%
%RSD 1,83% 1,93% 1,97% 1,86% 1,85%
%CV 1,98% 2,08% 2,11% 1,99% 1,98%

A Figura 30 mostra o Teste de dissolug&o obtidos para os comprimidos de Cloridrato

de Propranolol produzido pelo Laboratério D.
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Figura 30 — Curva do Teste de Dissolucdo dos comprimidos de Cloridrato de

Propranolol 40 mg do Labortério D

Os dados obtidos da dissolucéo estao apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11 — Dados obtido do Teste de Dissolucdo dos comprimidos de

Cloridrato de Propranolol 40 mg do Labortério D

N° 5 min 10 min 15 min 20 min 30 min
1 57,37% 85,63%  100,92% 102,30% 98,67%
2 67,39% 94,89%  100,49% 101,12% 102,62%
3 67,40% 98,98%  100,26%  100,41%  101,21%
4 68,42% 96,00%  100,16% 100,35% 100,44%
5 70,86% 99,83%  101,70% 101,64% 100,42%
6 64,75% 90,58%  98,62% 98,73% 101,73%
Média 66,03% 94,32%  100,36% 100,76% 100,85%
%RSD 7,08% 5,70% 1,02% 1,23% 1,34%
%CV 10,72% 6,05% 1,01% 1,22% 1,33%

A Figura 31 mostra o Teste de dissolug&o obtidos para os comprimidos de Cloridrato

de Propranolol produzido pelo Laboratério E.
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Figura 31 — Curva do Teste de Dissolucdo dos comprimidos de Cloridrato de

Propranolol 40 mg do Labortério E
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Os dados obtidos da dissolucédo estdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 — Dados obtidos do Teste de Dissolugdo dos comprimidodos de

Cloridrato de Propranolol 40 mg do Labortorio E.

N° 5 min 10 min 15 min 20 min 30 min
1 20,78% 42,66% 68,80% 84,13% 92,68%
2 20,94%  40,48%  g4799 ~ 8217%  9311%
3 21,60%  41,13%  gggay ~ 81.89%  9427%
4 18,74%  34,88%  gggry,  69.87%  90,77%
5 18,79%  3515%  ggg3y,  84.01%  92,34%
6 2027%  42,68%  gegey ~ 82.62%  94,65%

Média ~ 20,19%  39,49%  g5g30,  80.78%  92,97%

%RSD 5,84% 9,06% 6,44% 6,72% 1,51%

%CV 28,94% 22,93% 10,51% 8,31% 1,62%

Parametros cinéticos de dissolucdo obtidos a partir dos testes de dissolugdo dos

laboratoériso estudados sdo mostrados na Tabela 13 .
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Tabela 13 — Resultados dos modelos cinéticos e do mecanismo de dissolugdo obtidos para os comprimidos de Cloridato de

Propanolol dos 05 Laboratorio estudados

Lab A Lab B Lab C Lab D Lab E
_ —
Modelo Equagao R2adjusted MSC R2adjusted MSC R2adjusted MSC R aZJUSte MSC R2adjusted | MSC
F=kO t ; ;

Zero-order -0,33082 | -2,410 005857 | 0933 030567 | 2406 | | 017737 | 1472 0,92851 | 1,905
First-order | F~100 [1-Exp(-k10)] 092460 | 1,388 0.99033 | 2,873 086223 | -0126 | | 0,97469 | 2,560 0.95364 | 2,283
Higuchi F=kH t0.5 055178 | -1,322 0,70967 | -0,020 0,55526 | -1,313 | | 0,81700 | 0,043 0,92218 | 1,756
ggg;rgfyer' F=kKP tn 0,99996 | 7,835 0,97681 | 2,561 0,99996 | 7.852 | | 0,94386 | 1,080 0,93904 | 2,009
Weibull F=100 {1-Exp[-(tB)/of} 0,99996 | 7,900 0,98049 | 2.884 0,99996 | 7,842 | | 097479 | 1,917 0,99116 | 3,980
6.84E-14 0518712279 6.52E-30 1.890245429 1137659831
t50(min) +1,67E-13 +0,377825354 +1,55949E-29 +0,680717137 +0,850910502
N 0,0058 +0,0013 0,1227 +0,0444 0,0077 +0,0012 0,2355 +0,454 0,8965 +0,0348

T50: tempo para liberacdo de 50% da quantidade rotulada de cloridrato de propranolol;
n: coeficiente de difus&o obtido pelo modelo Korsmeyer-Peppas
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A Tabela 14 mostra os valores do fator de semelhanca

comparacdes entre entre os produtos dos laboratorios A, B, C, D

f2 resultantes das

e E.

Tabela 14 — Valores do fator de semelhanca f 2 resultantes das comparagdes

entre os produtos dos laboratérios A,B,C,DeE

A B C D E
A - 56,74 71,86 44,96 19,08
B - - 58,70 62,94 21,91
C - - - 46,24 20,63
D - - - - 23,65

A Tabela 15 mostra a composi¢cdo qualitativa os comprimidos produzidos

pelos Laboratérios A, B, C, D e E.

Tabela 15 - Composicao Qualitativa dos comprimidos.

A B C D E
Cloridrato De  Cloridrato De  Cloridrato De  Cloridrato De  Cloridrato De
Propranolol Propranolol Propranolol Propranolol Propranolol
Celulose Lactose Lactose Gelatina Amido

Microcristalina Monoidratada Monoidratada

Dioxido De Povidona Celulose Lactose Estearato De
Silicio Microcristalina Monoidratada Magnésio
Estearato De , Dioxido De Celulose :
L Crospovidona o . R Povidona
Magnésio Silicio Microcristalina
Amidoglicolato Estearato De  Estearato De . .
> e L Amido Manitol
De Sdédio Magnesio Magnésio
] Acido Acido Estearato De Celulose
Esteérico Estearico Magnésio Microcristalina
- - - - Alcool etilico
- - - - Talco
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O Quadro 01 mostra imagens da superficie do comprimido pelo produzido pelo

Laboratorio E.

Quadro 01 — Imagens da superficie dos comprimidos produzido pelo

Laboratorio E.

A Figura 32 mostra as regides que foram realizadas as analises de EDS no

comprimido produzido pelo Laboratério E, as regides foram marcadas de 1 a 11.
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Figura 32 — Regides de analise de Energia Dispersiva de Raio X na superficie

do comprimido de cloridrato de propranolol do laboratorio E
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O Quadro 02 mostra os espectros de Energia dispersiva de raio X obtidos nos pontos

1 a 4 na superficie do comprimido de cloridrato de propranolol do laboratorio E.
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Quadro 02 — Expectros de Energia Dispersiva de Raio X na superficie do

comprimido de cloridrato de propranolol do laboratério E no pontos 1a 4
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O Quadro 03 mostra os espectros de Energia dispersiva de raio X obtidos nos pontos

05 a 10 na superficie do comprimido de cloridrato de propranolol do laboratério E.
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Quadro 03 — Expectros de Energia Dispersiva de Raio X na superficie do

comprimido de cloridrato de propranolol do laboratério E no pontos 5 a 10

Full scale counts: 5341

Amostra 01(1)_ptd

Full scale counts: 4285

Amostra 01{1)_pt6

0
5000+ 4000
4000 3000
i Mg Si
3000 v 2000 4
2000+
1000 C 1000
) a
0 T
0 T T T i i T 7 T T T T J N T
05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 25 30 35 40 45
kel keV
Full scale counts: 4075 Amostra 01(1)_pt8
Full scale counts: 3575 Amaostra 01(1)_pt7
Q
0 4000
30007 My 3000 wg S
2000+ 2000 -
C C
1000 o 1000 4
0 T T T T f i T T f T 0 T T T T T T T T T T
05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50
keV keV
Full scale counts: 3675 Amostra 01{1)_pt9 Full scale counts: 5703 Amostra 01{1}_pt10
4000+
0 5000 C
3000 1 5000
My 4000
20004 ¢ 3000
2000
1000 -
1000 0
Al
0 T T T T T T T T T T 0 T T T T T T T T T T
0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 35 40 45 50 0.5 1.0 1.5 20 25 30 35 4.0 15 54
keV keV

Resultados 49




5. DISCUSSAO

O padrao do ativo Cloridrato de Propranolol caracterizado por DSC e TGA
mostrado na Figura 03 apresenta um evento endotérmico com Temperatura de Pico (Tpreak)
em 164,6 °C, na curva TGA da amostra ndo é observado uma perda de massa na
temperatura do evento, assim, o0 mesmo € caracteristico da fusdo do Cloridrato de
Propranolol. O ponto de fusdo do Cloridrato de Propranolol é relatado em literatura entre
163-164 © [34]. E possivel observar uma pequena perda de massa até 200 °C, que é
associada desidratacdo da amostra, porém, entre 250 e 390 °C ha uma perda de massa
maior que 90% da massa inicial da que correspondente a decomposicao térmica da amostra

em uma Unica etapa, observada na curva DSC um evento endotérmico em 342,9 °C.

A Figura 05 mostra as curvas DSC obtidas para comprimidos de Cloridrato de
Propranolol 40 mg para 5 laboratorios distintos. Observamos pelas curvas que o evento
endotérmico correspondente a fusdo do ativo se encontra presente em todas as curvas, no
entanto, h4 uma variacdo na intensidade do evento. A Tabela 01 apresenta os dados
térmicos obtidos das curvas DSC. A partir dos dados mostrados na Tabela 01 observa-se
gue a temperatura de pico (Treak), temperatura de inicio e final do evento (Tonset € Tendset

respectivamente) ndo apresentaram variacoes expressivas.

A curva DSC para o comprimido produzido pelo Laboratério A apresentada na Figura
06, observou-se a presenca de dois picos endotérmicos, sendo o0 primeiro na temperatura
de 162,7 °C correspondente a fusdo do ativo e um segundo evento em torno de 259,2 °C

gue corresponde a decomposi¢ao térmica da amostra.

A curva DSC para o comprimido produzido pelo laboratério pelo Laboratério B,

apresentada na Figura 07, foi observado um evento endotérmico em torno de 143,4 °C
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atribuido a desidratacdo, uma vez que na curva TGA da amostra nessa mesma faixa de
temperatura ha uma perda de massa. O segundo evento com Tpeak 160,9 °C € atribuido a
fusdo do ativo Cloridrato de Propranolol, sendo que nessa faixa de temperatura ndo ha
variacdo de massa na curva TGA. O terceiro evento em torno de 195,2 °C é atribuido a

fusdo da Lactose Monoidratada [35], seguida da decomposicao térmica da amostra.

Assim como no comprimido do Laboratério B, a curva DSC para o comprimido
produzido pelo Laboratério C, apresentada na Figura 08, apresenta um evento endotérmico
em torno de 139,6 °C atribuido a desidratacéo, o segundo evento em 160,2 °C é atribuido
ponto de fusdo do ativo Cloridrato de Propranolol. A forma farmacéutica também possui em
sua composicao Lactose Monoidratada, assim, o terceiro evento térmico em torno de 197,2

°C é atribuido a fuséo desse excipiente, seguida da decomposicao térmica da amostra.

As Figuras 09 e 10 mostram o estudo térmico para os comprimidos produzidos pelos
laboratérios D e Laboratério E, respectivamente. Em ambas curvas DSC é verificado um
evento endotérmico em torno de 150 °C que é atribuido a desidratacdo da amostra, o
segundo evento endotérmico em torno de 162,7 °C e 164,3 °C respectivamente, sdo
atribuidos a fusdo do Cloridrato de Propranolol. Os demais eventos sao associados a
decomposicédo térmica das amostras, sendo observado na curva TGA a perda de massa

com o aumento da temperatura.

Para a avaliacdo e compreensdo da variacdo de intensidade do pico de fusdo do
ativo Cloridrato de Propranolol nos comprimidos estudados é necessario observar os
excipientes utilizados em cada formulagéo. Ao realizar analises de DSC e TGA de amostras
gue possuem varios componentes, pode haver a solubilizacdo do ativo durante o processo
de aquecimento por um dos constiuintes da amostra, isso acontece quando um dos
excipientes possui uma temperatura de fusdo menor e consegue solubilizar o ativo presente

na amostra, porém, se persistirem cristais do insumo farmacéutico ativo na misturaestes se

aade
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Nos comprimidos avaliados temos a presenca do excipiente estearato de magnésio
gue comercialmente apresenta uma variacdo de composicao de acidos graxos fazendo com
gue apresente uma variagao nas temperaturas de fuséo obtidas, dados de literatura indicam
uma faixa de fusdo entre 130 e 145 °C [37] e outros um pico de fusdo a 88 °C [38].
Excipientes como a Povidona, Crospovidona e Gelatina também estdo presentes nas
formulacdes e possuem temperaturas de fusdo inferiores a temperatura de fusdo do ativo
[39, 40, 41], podendo favorecer a solubilizacdo do ativo durante o processo de aguecimento

da amostra influenciando diretamente na intensidade do evento de fusao do ativo.

As curvas TGA obtidas em atmosfera oxidativa mostradas nas Figuras 11 a Figura 15
sugerem que a forma farmacéutica tem uma degradacao favorecida quando esta em uma
atmosfera rica em oxigénio isso é evidenciado pelo perfil de perda de massa mais
acentuada quando comparada a curva TGA em atmosfera inerte. No entanto, vale ressaltar
gue as condi¢des experimentais tém como objetivo maximizar as possiveis interacdes entre

a atmosfera e a amostra, que num cenario real isso € minimizado como a utilizacdo de

embalagens primérias e secundarias a fim de evitar tais interacoes.

Por meio do teste de dureza é possivel determinar a resisténcia do comprimido
guanto ao esmagamento ou a ruptura quando submetida a uma presséao radial, sabendo
assim como produto venha a resistir durante processamento, manipulacdo, armazenagem
e transporte. Os dados de dureza obtidos para os 05 fabricantes distintos de Cloridrato de

Propranolol 40 mg analisados nesse trabalho cumprem o teste exigido pela ANVISA [32].

Com o teste de friabilidade foi possivel determinar a resisténcia que os comprimidos
possuem a abrasdo, quando impostos a acdo mecanica. Os comprimidos estudados
possuem peso médio superior a 0,65 g, assim, para a obtencado da friabilidade utilizou-se
10 comprimidos de cada fabricante. Ao final do teste nenhum comprimido apresentou-se

guebrado, lascado, rachado ou partido. Todos os comprimidos ficaram dentro dos critérios
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estabelecidos em legislacéo [32], ou seja, apresentaram perda igual ou inferior a 1,5 % do

Seu peso.

Os resultados encontrados para o teste de determinacdo de peso médio para 0s
cinco laboratérios demonstraram que todos laboratorios estdo adequados, ou seja,
apresentam limite de variacéo + 7,5 [32].

A partir das imagens obtidas por microscopia eletrbnica de varredura (MEV) é
possivel observar a porosidade das amostras estudadas. A Figura 16 representa a
superficie e a fratura do comprimido de Cloridrato de Propranolol fabricado pelo Laboratorio
A é observado na superficie (A) poros que estéo interligados, formando placas e também a
presenca de poros com raio bem consideravel. Na fratura (B) os poros apresentam grande

profundidade e uma grande distancia entre as placas.

A Figura 17 representa a superficie e a fratura do comprimido de Cloridrato de
Propranolol fabricado pelo Laboratério B, a superficie (A) apresenta poros menores, e
algumas regides de poros agrupados, ndo ha prevaléncia de poros interligados. Na fratura

(B) € possivel observar blocos com tamanhos maiores e uma estrutura mais densa.

A Figura 18 representa a superficie e a fratura do comprimido de Cloridrato de
Propranolol fabricado pelo Laboratério C, a superficie (A) se apresenta mais lisa com pouco
poros, com a prevaléncia de fissuras. A fratura (B) apresenta blocos separados por grandes

espacos e ainda nesses blocos é possivel observa a presenca de poros menores.

A Figura 19 representa a superficie e a fratura do comprimido de Cloridrato de
Propranolol fabricado pelo Laboratério D, a superficie (A) apresenta poros interligados,
formando fissuras em varias partes da superficie, também ¢é possivel observar poros
isolados com grande raio. A fratura (B) é constituida por pequenos fragmentos separados

por fissuras e também h& a presenca de poros menores.

A Figura 20 representa a superficie e a fratura do comprimido de Cloridrato de
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Propranolol fabricado pelo Laboratorio E, a superficie (A) apresenta a prevaléncia de poros
com grande raio e também poros interligados formando fissuras. Na Fratura (B) observa-

se pequenas particulas separadas entre si por fissuras.

A partir das imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV) das
superficies e fraturas foi possivel prever a porosidade dos comprimidos para cada interface

(superficie e fratura) por meio do processamento dessas imagens.

Assim, os comprimidos da produzidos pelo Laboratério A uma porosidade média de
superficie de 8,78 % e 41,69 % de porosidade na fratura. Os comprimidos da produzidos
pelo Laboratério B apresentaram uma porosidade média de superficie de 18,23 % e
27,96 % de porosidade na fratura. Os comprimidos produzidos pelo Laboratério C
apresentaram uma porosidade média de superficie de 4,39 % e 35,30 % de porosidade na
fratura. Os comprimidos produzidos pelo laboratério D apresentaram uma porosidade
meédia de superficie de 12,03 % e 37,52 % de porosidade na fratura. Os comprimidos da
produzidos pelo Laboratério E apresentaram uma porosidade média de superficie de
10,32 % e 36,64 % de porosidade na fratura.

O teste de Tukey foi utilizado para verificar sé houve alguma diferenca significativa
entre 0s grupos estudados para os valores obtidos da porosidade de superficie e

porosidade interna.

Com base na Tabela 05 temos que os grupos E A e D E ndo apresentaram diferenca
significativas de suas médias, ou seja, estatisticamente, a porosidade de superficie desses

comprimidos ndo possuem diferenca significativa, pois p>0,05

Com base na Tabela 06 temos que os grupos E C, D C e D E ndo apresentaram a
diferenca significativas de suas médias, ou seja, estatisticamente, a média da porosidade
de fratura desses comprimidos néo sao significativa, pois p>0,05.

Para a avaliagé@o do teste de dissolucéo realizado para cada laboratorio, foi tomado
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como base a legislacdo vigente [32] que estabelece como tolerancia para o teste de
dissolucdo para comprimido de Cloridrato de Propranolonol no minimo 75% (Q) da
guantidade declarada do ativo se dissolvem em 30 minutos, sendo o termo Q corresponde
a quantidade dissolvida de farmaco, especificada na monografia individual, expressa como
porcentagem da quantidade declarada.

Assim, seguindo os critérios de aceitacdo para o teste de dissolugdo de formas
farmacéuticas de liberacdo imediata [32] todos os laboratérios atendem o estagio 1 (E1),
ou seja, todas as 06 amostras testadas apresentam resultado igual ou maior Q +5 (75 + 5)
no tempo de 30 minutos.

Os parametros cinéticos de dissolucdo apresentados na Tabela 13 para o0s
comprimidos produzidos pelos Laboratoérios A, B, D e E 0 modelo matemético de Weibull
pode ser aplicado para descrever a liberacéo do farmaco e para o Laboratério C o modelo
matematico mais adequado pra descrever sua liberacdo € o modelo de Korsmeyer-Peppas.

O coeficiente de difuséao (n), indica os mecanismos para descrever como 0 COmposto
ativo é liberado de sua matriz. Para os Laboratorios A, B, C e D a difusédo do solvente &
muito maior do que o processo de relaxamento da cadeia polimérica ( n<0,5), assim,
cinética deste fenbmeno caracterizada por difusividade [42, 43]. Para o Laboratorio E o
mecanismo de liberacéo pode ser atribuido ao transporte anémalo (0,45 <n <0,89), ou seja,
a liberacdo do farmaco depende da difusé@o através da matriz polimérica, bem como de seu
intumescimento e erosao [44].

Para a avalicdo da comparacédo entre os produtos dos laboratorios A, B, C, D e E foi
calculado o fator de semelhanca (f2), sendo a semelhanca ou equivaléncia de dois perfis é
observada quando os valores de f2 se apresentarem entre 50 e 100 [9], assim, com 0s dados
apresentados na Tabela 14 indicam diferencas para os produtos dos Laboratorios AD, AE,

BE, CD, CE e DE pois apresentam f2 abaixo de 50.

Os excipientes utilizados em cada comprimido tém importancia fundamental na
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desintegracdo da forma solida. Os excipientes mostrados na Tabela 15 podem ser

classificados como:

e Lubrificantes: Acido esteérico, Talco, Estearato de Magnésio, Diéxido de Silicio.

e Desintegrantes: Amido, Celulose Microcristalina, Lactose Monoidratada, Amido,

Amidoglicolato de Sodio, Crospovidona.

e Diluentes: Manitol, Amido, Celulose Microcristalina.

Assim todas as formas farmacéuticas apresentam em sua composicao excipientes
necessarios para que haja uma desintegracdo rapida, ou seja, possuem excipientes
desintegrantes que favorecem o mecanismo de intumescimento levando ao colapso do

sistema.

Curlin em 1955 [45] presumiu que o0 processo de absor¢cdo em comprimidos de
liberacdo imediata € favorecido pela acdo capilar, assim é importante que excipientes
hidrofilicos estejam bem distribuidos em todo comprimido, pois esses excipientes
transportam liquido da superficie para o centro acelerando a desintegracao [5]. Ganderton
e Fraser [46] enfatizaram a dependéncia do impacto da pressdo de compactacdo do
comprimido, tamanho de particula e granulacéo na porosidade e permeabilidade de formas
sélidas.

Também foi avaliado o papel dos excipientes lubrificantes no processo de
desintegracéo de comprimidos compactados [11], observaram que os lubrificantes podem
interferir no processo de absorcao do liquido (absorgéo) pois sao excipientes hidrofébicos,
portanto, a distribuicdo de excipientes lubrificantes pode retardar a penetracdo de liquido,
interferindo diretamente no processo de desintegragdo do comprimido. Lubrificanes sao

materiais com alto grau hidroféfico, ou seja, afetam diretamente molhabiliddde da matriz,

ente
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atrasem o inicio da desintegracéao e dissolucao [47, 48].

A partir das imagens de superficie dos comprimidos de Cloridrato de Propranolol
produzidos pelo Laboratorio E, apresetadas no Quadro 01 é possivel observar aglomerados
de materiais com namero atémico elevado, quando comparado ao carbono, isso se déa pelas
regides com grande contraste nas imagens, € possivel observar que elas encontram

aglomeradas por toda superficie.

As imagens obtidas por sinais de elétrons retroespalhados revela a distribuicdo
composicional da amostra, ou seja, a imagem obtida € consequéncia do numero atdmico
dos materiais constituintes da amostra, assim, regides com baixo contraste séo resultantes
de um pequeno coeficiente de emisséo de elétrons retroespalhados, ao contrario de regides
gue possuem em sua composicdo um numero atdbmico maior, sdo vistas na imagem como

regides com alto contraste [20].

A fim de identificar a composicao elementar das regibes dos materiais com alto

contraste nos comprimidos de Cloridrato de Propranolol produzidos pelo Laboratério E, foi

realizada a andlise por Espectroscopia de Raio X por Energia Dispersiva (EDS). A
Espectroscopia de Raio-X por energia dispersiva é uma técnica analitica que consegue
realizar uma caracterizacdo elementar de materiais, o feixe de elétrons do microscoépio
eletrbnico de varredura excita a amostra que por sua vez libera um raio-X caracteristico do
dos atomos que compdes a amostra, assim, € possivel fazer a analise composicional em
determinados pontos da amostra e obter um espectro com picos correspondente a energia

de raio-X de cada elemento que compde a amostra.

Os espectros de EDS obtidos apresentados no Quadro 02 e Quadro 03 mostram a
presenca dos elementos Magnésio (Mg), Silicio (Si) e Aluminio (Al), evidenciando a

presenca de talco na superficie do comprimido. Tomando como base a composi¢cao do
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comprimido produzido pelo laboratorio E, Tabela 15, € encontrado a presenca de talco, um
excipiente composto por silicato de magnésio podendo ter também silicato de aluminio,
possui caracteristica hidrofébica [49]. Assim, esses aglomerados e particulas hidrofébicas
podem influenciar na absorcdo de agua na forma farmacéutica tendo como consequéncia

uma liberacao inicial mais lenta.
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6. CONCLUSOES

Os comprimidos de Cloridrato de Propranolol 40 mg obtidos de 5 (cinco) laboratérios
distintos foram caracterizados termicamente por Calorimetria Diferencial Exploratoria e
Termogravimetria, todas as amostras apresentaram ponto de fusédo caracteristico para o
ativo Cloridrato de Propranolol, ente 160 e 164 °C.

As amostras apresentaram resultados satisfatérios quanto aos testes de dureza e
friabilidade, atendendo os critérios de aceitacdo do 6rgéo regulador.

Por meio das imagens obtidas por MEV das amostras foi possivel observar a
diversidade de suas morfologias, caracteristicas de poros e estimar a porosidade por meio
do processamento das imagens.

A avaliacdo da dissolucdo dos comprimidos dos cinco laboratérios atendeu o critério
de aceitacdo do 6rgao regulador.

Portanto, com esse trabalho foi possivel observar a aplicacdo de recursos de
obtencao e processamento de imagem a fim de estimar a porosidade de comprimidos em
conjunto com a avaliacdo morfolégica da forma farmacéutica, ou seja, além de estimar a
porosidade é possivel elucidar a morfologia desses poros e como esses sdo diretamente

ligados a liberacéo do ativo.
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8. APENDICES

Apéndice 1 — Processamento das imagens

%Titulo%
A=imread('nomodoarquivo.jpg");
T=size(A)

imshow(A)

figure

histogram(A)

figure

I=rgb2gray(A)

imshow(l)

figure

bw=im2bw(l,0.44)
imshow(bw)

figure

K=medfilt2(bw)

K=uint8(K)

imshowpair(bw, K, 'montage’)
figure

histogram (K)
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