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RESUMO 

O Sistema de Classificação Biofarmacêutica (SCB) se baseia nas propriedades de 

solubilidade e permeabilidade de fármacos veiculados em formas farmacêuticas sólidas 

de liberação imediata (FFSOLI). O conhecimento destas características permite uma 

previsão da extensão e velocidade de absorção do fármaco; assim, este sistema tem sido 

utilizado como ferramenta para fundamentar a possibilidade de substituição de estudos in 

vivo por estudos in vitro, no registro de novos medicamentos, o que caracteriza a 

bioisenção. Este trabalho teve como objetivo contribuir para a definição da classificação 

biofarmacêutica do diurético cloridrato de amilorida, a fim de subsidiar uma decisão sobre 

a possibilidade ou não de bioisentar novos produtos contendo o referido fármaco. Para 

tal, foi realizado o estudo da solubilidade em equilíbrio empregando-se o método de 

agitação orbital em frasco e também foi identificado na literatura dados de permeabilidade 

que possibilitaram classificar o fármaco pelo SCB. Foi realizado ainda um estudo de 

dissolução, empregando 900mL de meio, aparato pá e com 50 rpm, de três produtos do 

mercado brasileiro contendo o cloridrato de amilorida sob a FFSOLI. Inicialmente foram 

desenvolvidos e validados métodos analíticos por cromatografia a líquido de alta 

eficiência (CLAE) para quantificação do cloridrato de amilorida, nos meios fluido 

gástrico simulado sem enzimas (FGSSE - pH 1,2), tampão acetato (TA pH - 4,5) e suco 

entérico simulado sem enzimas (SESSE - pH 6,8) utilizados nos estudos de solubilidade 

e dissolução. Os métodos apresentaram-se seletivos, lineares, precisos e exatos nas faixas 

de trabalho utilizadas em cada meio tamponado. O valor da solubilidade do cloridrato de 

amilorida encontrado nos meios FGSSE, TA e SESSE foram de 590,11 µg/mL, 3072,44 

µg/mL e 168,66 µg/mL, respectivamente. A razão Dose/Solubilidade do cloridrato de 

amilorida foi de 8,5 mL no FGSSE, 1,6 mL no TA e 29,6 mL no SESSE. Todos os 

resultados foram inferiores a 250 mL confirmando, em condições adequadas, que o 

cloridrato de amilorida é um fármaco de alta solubilidade. Estudos in vivo disponíveis na 

literatura afirmam que o cloridrato de amilorida é um fármaco de alta permeabilidade com 

Peff jejunal de    1,6x10-4 cm/s. O estudo de dissolução mostrou que no meio FGSSE os 

medicamentos genérico e similar obtiveram dissolução rápida; no meio TA os três 

produtos apresentaram dissolução rápida e no meio SESSE, somente o similar apresentou 

dissolução rápida. Neste contexto, considerando que todas as agências regulatórias 

aceitam a bioisenção de fármacos classe I, com comprovada segurança, amplo intervalo 

terapêutico e farmacocinética linear, contidos em formas farmacêuticas sólidas que 

tenham dissolução rápida (85% em 30 minutos) pode-se inferir que novos medicamentos 

contendo o cloridrato de amilorida poderão ser bioisentos se cumprirem esta condição de 

dissolução.  

 

Palavras chave: Bioisenção; Cloridrato de amilorida; Cromatografia a líquido de alta 

eficiência; Método de agitação orbital em frasco; Sistema de Classificação 

Briofarmacêutica; Solubilidade. 

  



 

 

ABSTRACT 

The Biopharmaceutics Classification System (BCS) is based on the solubility and 

permeability properties of drugs delivered on immediate release solid dosage forms. 

Knowledge of these characteristics allows a prediction of the extent and rate of drug 

absorption. Thus, this system has been used as a tool to support the substitution possibility 

of in vivo by in vitro studies, without new drugs registration , which characterizes the 

biowaiver. This work aimed to contribute to biopharmaceutics classification definition of 

the diuretic amiloride hydrochloride, in order to subsidize a decision on whether or not to 

biowaiver new products containing the drug. For this, the study ofan equilibrium 

solubility study was carried out using shake-flask method in bottle. In the literature was 

identified permeability data that made it possible to classify the drug by BCS. A drug 

dissolution study from tablets was performed too, using 900mL of medium, the paddle 

apparatus (50 rpm). Initially, the high performance liquid chromatography (HPLC) 

analytical methods were developed and validated for the quantification of amiloride 

hydrochloride in in Simulated Gastric Fluid (SGF) without enzymes (pH 1.2), acetate 

buffers (AB) (pH 4.5) and Simulated Intestinal Fluid (SIF) without enzymes (pH 6.8) to 

use in the solubility and dissolution studies. The methods were selective, linear, precise 

and exact in the working ranges used in each buffered medium. The solubility of 

amiloride hydrochloride found in the SGF, AB and SIF media was 590,11 μg/mL, 

3072,44 μg/mL and 168,66 μg/mL, respectively. The dose / solubility ratio of amiloride 

hydrochloride was 8.5 mL in SGF, 1.6 mL in TA and 29.6 mL in SIF. All results were 

less than 250 mL confirming, under appropriate conditions, that amiloride hydrochloride 

is a high solubility drug. Additionally, in vivo studies available in the literature shows 

that amiloride hydrochloride is a high permeability drug with jejunal Peff of 1.6x10-4 

cm/s. On the other hand, the dissolution results showed that in the SGF medium the 

generic and similar drugs obtained fast dissolution; In the middle TA the three products 

presented fast dissolution and in the SIF medium, only the similar presented fast 

dissolution. In this context, and considering that all regulatory agencies accept the 

biowaiver of class I drugs with proven safety, broad therapeutic range and linear 

pharmacokinetics contained in solid dosage forms, and that have fast dissolution (85% in 

30 minutes); it can be inferred that new dosage forms containing amiloride hydrochloride 

may be biowaiver if they comply with this dissolution condition. 

Keywords: Biowaiver; Amiloride hydrochloride; High efficiency liquid 

chromatography; Shake-flask method; Biopharmaceutics Classification System; 

Solubility. 
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1 . INTRODUÇÃO 

No Brasil a Política Nacional de medicamentos genéricos foi implantada em 1998 

com o intuito de estimular a concorrência comercial, melhorar a qualidade dos 

medicamentos e facilitar o acesso da população ao tratamento medicamentoso. 

Atualmente os medicamentos genéricos e similares são intercambiáveis ao medicamento 

de referência, uma vez que foram aprovados nos testes de bioequivalência (BRASIL, 

1998, BRASIL, 2014b). 

O estudo de bioequivalência consiste em um ensaio clinico onde são comparadas 

as biodisponibilidades de um candidato a genérico com um medicamento de referência, 

que implica em importantes aspectos econômicos e éticos, e por isso, têm-se investido no 

estudo e obtenção de dados que possibilitem subsidiar a substituição desses testes in vivo 

por testes in vitro, o que caracteriza a bioisenção. 

Dentre os critérios utilizados para bioisentar novos produtos, está o Sistema de 

Classificação Biofarmacêutica (SCB) que foi proposto por Amidon e colaboradores em 

1995 e divide os fármacos em quatro diferentes classes de acordo com suas características 

de solubilidade e permeabilidade. As propriedades de solubilidade e permeabilidade 

quando combinadas às propriedades de dissolução do medicamento são importantes para 

inferir sobre a biodisponibilidade de formas farmacêuticas sólidas orais de liberação 

imediata (FFSOLI) (AMIDON, et al., 1995). 

Agências reguladoras como a Food and Drug Administration (FDA), European 

Medicines Agency (EMA), Organização Mundial da Saúde (OMS) e a Agência Nacional 

de Vigilância Sanitária (Anvisa), vem utilizando o SCB como critério que pode viabilizar 

a bioisenção, ou seja, a possibilidade de substituição dos estudos de bioequivalência in 

vivo por teste in vitro, para o registro de novos medicamentos (BRASIL, 2011a; EMA, 

2010; FDA, 2015; WHO, 2015). 

A Federação Internacional Farmacêutica (FIP) por meio do grupo com foco sobre 

o SCB e bioisenção, selecionou fármacos baseados na “Lista de Medicamentos 

Essenciais” da OMS que necessitam de uma completa revisão de suas características 

biofarmacêuticas, visando a elaboração e a publicação de monografias individuais a fim 

de fornecer uma plataforma mundial para a discussão científica sobre as limitações da 

bioisenção (WHO, 2006; FIP, 2016). Dentre os medicamentos selecionados, encontra-se 

o cloridrato de amilorida, um fármaco diurético poupador de potássio. 
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Ao ser avaliada a literatura científica no que se refere aos estudos de solubilidade 

e permeabilidade do cloridrato de amilorida, nota-se que existem divergências sobre sua 

real classificação segundo o SCB. O fármaco foi alocado na classe III (alta solubilidade 

e baixa permeabilidade) por Kassim e colaboradores, 2003; e na classe I (alta solubilidade 

e alta permeabilidade) por Lindenberg e colaboradores, 2004. Adicionalmente, deve ser 

ressaltado que as informações encontradas relativas à solubilidade não foram obtidas em 

condições adequadas para sua classificação segundo o SCB, ou seja, os experimentos não 

foram realizados a 37°C e numa faixa de pH de 1 a 6,8 (BRASIL, 2011a; FDA, 2015). 

Isto demonstra que estes dados são insuficientes para uma classificação conclusiva pelo 

SCB. Assim, neste trabalho propõe-se a contribuir com resultados que possam viabilizar 

esta definição.  
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2. REVISÃO 

2.1 A intercambialidade de medicamentos no Brasil 

A implementação da Política Nacional de Medicamentos de um modo geral e a 

inserção dos genéricos iniciou-se em 1998 com o intuito de garantir segurança, eficácia e 

qualidade dos medicamentos, possibilitando a promoção do uso racional e a ampliação 

do acesso da população (BRASIL, 1998). Adicionalmente, definiu as funções e 

finalidades da Assistência Farmacêutica dentro do Sistema Único de Saúde como um 

grupo de atividades relacionadas ao medicamento, atribuído a apoiar as ações de saúde 

(OLIVEIRA et al., 2010).  

De acordo com a Lei n° 9.787/1999, um medicamento de referência é aquele 

produto inovador registrado no órgão federal do país, cuja eficácia, segurança e qualidade 

foram comprovadas por este órgão, por ocasião do registro. Já o medicamento genérico é 

aquele semelhante ao produto de referência, que pretende ser com este intercambiável e 

produzido após a expiração ou renúncia de sua patente. Para comprovação de sua eficácia, 

segurança e qualidade deve cumprir os requisitos dos estudos de bioequivalência 

(BRASIL, 1999). 

No Brasil existem ainda os medicamentos que são denominados “similares” que 

contêm o mesmo princípio ativo, na mesma dose, forma farmacêutica, via de 

administração, posologia e indicação terapêutica do medicamento de referência registrado 

no órgão federal competente, podendo diferir apenas em características relativas ao 

tamanho e forma do produto, prazo de validade, embalagem, rotulagem, excipientes e 

veículos (BRASIL, 1999). O registro desses medicamentos segue duas resoluções da 

Diretoria Colegiada da Anvisa de 2003 (RDC N°133 e RDC N°134) que tornaram 

obrigatória a realização de testes de biodisponibilidade relativa, para os medicamentos 

similares, que são tecnicamente idênticos aos testes de bioequivalência exigidos para os 

candidatos a medicamentos genéricos (BRASIL, 2003a; BRASIL, 2003b). Assim, os 

medicamentos similares que passarem no teste de biodisponibilidade relativa também 

poderão ser considerados bioequivalentes ao medicamento de referência. 

Em outubro de 2014, foi promulgada a RDC N°58 que dispõe sobre as medidas a 

serem adotadas junto à Anvisa para oficialização da possibilidade de intercambialidade 

entre os medicamentos similares com seus respectivos medicamentos de referência. A 

informação da intercambialidade deve estar contida na bula do medicamento similar. 
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Nesta resolução ficou determinada a obrigatoriedade de publicação no sítio eletrônico da 

Anvisa da relação dos medicamentos similares que passaram a ser intercambiáveis com 

seus respectivos medicamentos de referência. Atualmente, esta lista encontra-se 

disponível, sendo atualizada à medida que novos medicamentos similares são aprovados 

ou passam por renovação do registro. Assim, é considerado intercambiável o 

medicamento similar cujos estudos de equivalência farmacêutica, biodisponibilidade 

relativa ou bioisenção forem apresentados, analisados e aprovados pela Anvisa (BRASIL, 

2014b). 

Equivalentes farmacêuticos são medicamentos que possuem a mesma forma 

farmacêutica, mesma via de administração e mesma quantidade do mesmo sal ou éster da 

molécula terapêutica, podendo ou não conter excipientes idênticos e que podem ser 

avaliados por testes in vitro (BRASIL, 2010a; STORPIRTIS et al., 2004). Devem cumprir 

os mesmos requisitos da monografia individual da Farmacopeia Brasileira, dos 

compêndios oficiais, normas ou regulamentos aprovados ou referendados pela Anvisa ou, 

na ausência desses, com outros padrões de qualidade e desempenho (BRASIL, 2010a).  

Nos estudos de equivalência farmacêutica, o medicamento similar, genérico e o 

de referência, devem cumprir os requisitos preconizados na legislação e nos compêndios 

oficiais pertinentes, complementados com os ensaios descritos nos métodos gerais da 

Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010a). 

É importante destacar que diferenças em relação às características físicas e físico-

químicas do fármaco e demais componentes da formulação e dos processos de fabricação, 

podem acarretar em diferenças na biodisponibilidade, que no caso do genérico e similar, 

podem comprometer a bioequivalência/biodisponibilidade relativa e, consequentemente, 

a intercambialidade entre eles e seus respectivos medicamentos de referência. Esse fato 

pode ser evitado quando se realiza o desenvolvimento farmacotécnico adequado do 

produto (STORPIRTIS et al., 2004).  

O estudo de bioequivalência compreende três etapas (clínica, analítica e 

estatística) seguidas de elaboração de um relatório técnico. A etapa clínica consiste na 

seleção de indivíduos sadios, administração do medicamento em estudo e coleta das 

amostras biológicas, de forma padronizada. Na etapa analítica, o fármaco ou metabólito 

é quantificado nas amostras biológicas empregando um método para sua quantificação, 

devidamente validado conforme o Guia para validação de métodos analíticos e 
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bioanalíticos e são determinados os parâmetros farmacocinéticos obtidos por meio da 

curva de concentração plasmática versus tempo. Os resultados dos parâmetros 

farmacocinéticos correspondentes a concentração plasmática máxima e área sob a curva 

de concentração plasmática versus o tempo obtidos na etapa analítica são avaliados na 

etapa estatística. Os resultados do intervalo de confiança de 90% (IC 90%) devem estar 

compreendidos entre 80 e 125% para que os produtos sejam considerados bioequivalentes 

(BRASIL, 2006). 

O teste de biodisponibilidade relativa/bioequivalência, deve ser realizado de 

acordo com as Boas Práticas de Clínica (BPC) e de Laboratório (BPL), empregando 

indivíduos sadios para garantir que dois medicamentos que comprovaram a equivalência 

farmacêutica, confirmem também semelhança entre a velocidade e extensão da absorção, 

biodisponibilidade equiparáveis, tornando-se assim, intercambiáveis (STORPIRTIS et 

al., 2004). 

2.2 Solubilidade e permeabilidade de fármacos como critérios para bioisenção 

Em 1995, Amidon e colaboradores propuseram o Sistema de Classificação 

Biofarmacêutica (SCB) que classifica os fármacos em quatro classes diferentes de acordo 

com sua solubilidade e permeabilidade a partir da forma farmacêutica. Considerando 

essas características, os fármacos foram alocados em quatro classes, conforme 

apresentado abaixo: 

• Classe I: Fármacos de alta solubilidade e alta permeabilidade. Esses 

fármacos possuem o esvaziamento gástrico como passo limitante da 

velocidade de absorção, desde que a sua dissolução a partir da sua forma 

farmacêutica seja rápida. 

• Classe II: Fármacos de baixa solubilidade e alta permeabilidade. Devido 

as suas características, apresentam como passo limitante da sua velocidade 

de absorção, a dissolução. 

• Classe III: Fármacos de alta solubilidade e baixa permeabilidade. O passo 

que limita a velocidade de absorção desses fármacos é a permeabilidade. 

• Classe IV: Fármacos de baixa solubilidade e baixa permeabilidade. Esses 

fármacos apresentam problemas para a sua efetiva liberação oral. 
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Em se tratando de bioequivalência, pressupõe-se que fármacos altamente solúveis 

e permeáveis que possuem rápida dissolução (Classe I), darão origem a medicamentos 

bioequivalentes. E, a menos que ocorram grandes alterações na formulação, os dados de 

dissolução podem ser utilizados para substituir os dados farmacocinéticos a fim de 

demonstrar esta bioequivalência, ou seja, estes fármacos podem ser bioisentos. Dessa 

forma, o SCB pode permitir aos fabricantes uma redução dos custos para registro e 

aprovação ou alteração do tamanho de lote em certos medicamentos orais sem 

comprometer os interesses de segurança pública (ROHILLA et al., 2011). 

Um fármaco é considerável altamente solúvel, se a sua maior dose administrada 

por via oral na forma farmacêutica sólida de liberação imediata se solubiliza 

completamente em até 250 mL de solução tampão dentro da faixa de pH fisiológico (1,2 

a 6,8) na temperatura de 37 ± 1ºC (BRASIL, 2011a). O cálculo da solubilidade é realizado 

utilizando a razão Dose/Solubilidade demonstrada na Equação 1. A solubilidade deve ser 

comprovada experimentalmente por meio do método de agitação orbital em frasco 

(shake-flask) (EMA, 2010; BRASIL, 2011a; FDA, 2015; WHO, 2015). 

 

 

 

Para um fármaco ser considerado de alta permeabilidade, a sua fração de absorção 

deve ser maior ou igual a 85% de acordo com a European Medicines Agency (EMA), 

Organização Mundial de Saúde (OMS), Anvisa e Food and Drug Administration (FDA) 

(EMA, 2010; BRASIL, 2011a; FDA, 2015; WHO, 2015). 

A permeabilidade pode ser avaliada empregando modelos computacionais in 

silico, experimentos in vivo e in vitro. Os estudos in vitro são os mais realizados e utilizam 

membranas obtidas de células de adenocarcinoma de Cólon humano (Caco-2) ou 

membranas lipídicas artificiais, pelo método denominado PAMPA (Parallel Artificial 

Membrane Permeation Assay) (SCHINEIDER, 2011). Porém, os estudos in vivo de 

avaliação da permeabilidade em segmentos do intestino humanos são os reconhecidos ou 

aceitos para classificar um fármaco quanto a sua permeabilidade, apesar de possuírem 

limitações metodológicas (BONAMICI, 2009). 

Equação 1: Equação para o cálculo da solubilidade segundo o SCB. 
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A primeira agência a considerar a possibilidade de permitir a utilização de dados 

de dissolução in vitro ao invés de estudos in vivo para demonstrar a bioequivalência para 

fármacos veiculados em forma farmacêutica oral de liberação imediata da classe I do SCB 

foi o FDA no ano de 2000. Posteriormente, a OMS (2001) e a EMA (2001) seguiram a 

recomendação do FDA a fim de tornar os produtos bioequivalentes/intercambiáveis mais 

acessíveis à população (ARIETA et al., 2015). 

A bioisenção pode ser caracterizada como a não exigência de um estudo de 

bioequivalência / biodisponibilidade relativa in vivo para o registro de um medicamento 

pelo órgão federal competente, quando o ensaio in vitro adequado puder substituir o 

estudo in vivo. Ainda existem divergências entre as agências regulatórias no que diz 

respeito aos critérios para a biosenção. (CRISTOFOLETTI et al., 2013). 

 Atualmente, a EMA e o FDA preconizam a possibilidade de bioisenção de 

fármacos das classes I e III (EMA, 2010; FDA, 2015). A OMS, por sua vez, até 2015, 

preconizava a biosenção pelo SCB de fármacos das classes I, II e III (WHO, 2006). 

Porém, em 2015 retirou os fármacos da classe II como possíveis candidatos a bioisenção, 

uma vez que foi demonstrado que a metodologia de dissolução não é capaz de demonstrar 

diferenças in vivo na velocidade de liberação desses fármacos (ARIETA et al., 2015; 

WHO, 2015).  

No Brasil, a Anvisa publicou por meio da Resolução Nº 37 de agosto de 2011, o 

guia para isenção e substituição de estudos de bioequivalência para os fármacos 

classificados como classe I de acordo com o SCB (BRASIL, 2011a), bem como a 

Instrução Normativa Nº 04, onde constavam doze fármacos candidatos a bioisenção 

(BRASIL, 2011b). No ano de 2013 esta Instrução Normativa foi atualizada com o 

acréscimo de dois fármacos à lista de 2011 (BRASIL, 2013a), e em 2014, a Anvisa 

divulgou a Instrução Normativa Nº 07 que acrescentou mais seis fármacos à lista 

(BRASIL, 2014a). Em 2016 foi divulgada a Instrução Normativa N° 10 com um total de 

21 fármacos candidatos a bioisenção (BRASIL, 2016). Assim, atualmente a EMA, FDA 

e OMS consideram os fármacos da classe I e III como possíveis candidatos a bioisenção 

pelo SCB; porém a Anvisa ainda recomenda apenas os fármacos classe I como possíveis 

candidatos à bioisenção. 

A Federação Internacional Farmacêutica (FIP), por meio de seu grupo especial 

com foco em bioisenção e o SCB, vem realizando junto à OMS e FDA, estudos com o 
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objetivo de fornecer uma plataforma, mundial e independente, para a discussão científica 

entre universidades, indústria e os órgãos regulatórios sobre a possibilidade e limitações 

da bioisenção de estudos in vivo de bioequivalência. Em seu site a FIP relata a necessidade 

da coleta de informações publicamente disponíveis sobre vários medicamentos essenciais 

da lista da OMS, visando orientar a discussão e a decisão sobre a possibilidade ou não de 

bioisenção dos mesmos, baseada no SCB (FIP, 2016).  

Um dos fármacos selecionados pela FIP como sendo necessária uma completa 

revisão de suas características biofarmacêuticas visando uma possível bioisenção é o 

cloridrato de amilorida, fármaco diurético poupador de potássio com, relativamente, fraca 

atividade natriurética, utilizado para o tratamento da hipertensão arterial sistêmica 

(THAKRAL, et al, 2008).  

2.3 Dissolução de fármacos 

A liberação do fármaco da sua forma farmacêutica sólida pode abranger três 

etapas: a desintegração, a desagregação e a dissolução (SERRA; STORPIRTIS, 2007). A 

dissolução pode ser definida como o processo na qual o fármaco é liberado de sua forma 

farmacêutica e se torna disponível para ser absorvido pelo organismo (CHORILLI, et al., 

2010).   

A velocidade pela qual o processo de dissolução ocorre determinará a liberação 

do fármaco e a sua absorção, por esse motivo, os estudos de dissolução in vitro são 

fundamentais para assegurar a qualidade das formulações na forma sólida, bem como para 

permitir a sua otimização no momento de seu desenvolvimento (MANADAS et al., 2002; 

SERRA; STORPIRTIS, 2007; SOUZA, et al., 2007; CHORILLI, et al., 2010).  

Para avaliar a fração do fármaco dissolvido em função do tempo, são traçados 

gráficos ou perfis de dissolução, que são obtidos a partir da porcentagem dissolvida do 

fármaco em diferentes tempos de coleta e por isso, permitem uma análise mais conclusiva 

do processo de liberação do fármaco (SERRA; STORPIRTIS, 2007; SOUZA, et al., 2007; 

CHORILLI, et al, 2010).  

No contexto das bioisenções os testes de dissolução são complementares aos 

estudos de solubilidade e permeabilidade. Estes três fatores corroboram para avaliação da 

possibilidade de registrar um novo medicamento por testes in vitro, pois esses modulam 

a velocidade e a extensão da absorção de fármacos a partir de formas farmacêuticas 
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sólidas de liberação imediata (AMIDON, et al., 1995). Para ser bioisento, um fármaco da 

classe I deve apresentar dissolução rápida (85% em 30 minutos); já os fármacos da classe 

III a dissolução deve ser muito rápida (85% em 15 minutos) (BRASIL, 2011a; EMA, 

2010; FDA, 2015; WHO, 2015).  

2.4 Método de agitação orbital em frasco (“Shake-flask”) 

O procedimento para a realização de estudos de solubilidade de fármacos pelo 

método de agitação orbital em frasco consiste em adicionar um excesso de fármaco em 

no mínimo três meios tamponados com diferentes valores de pH, em recipiente fechado, 

com temperatura e agitação controlada. Uma solução saturada é formada, e coletas 

sucessivas de amostras, em tempos pré-determinados, são realizadas de forma que se 

observe a formação do equilíbrio. Após atingir o equilíbrio, a concentração do composto 

é quantificada (GLOMME; MARZ; DRESSMAN, 2005; BRASIL, 2011a; MONTEIRO, 

2014; CONSULTA PÚBLICA nº 139). 

O método da agitação orbital em frasco (shake-flask) é preconizado pelas agências 

regulatórias como o método de escolha para a realização dos experimentos de 

solubilidade para bioisenção (BRASIL, 2011, EMA 2010, FDA 2015, WHO, 2015). No 

entanto, ainda não há uma maneira padrão aceita para a realização destes estudos por este 

método. Estudos de solubilidade publicados mostram grandes diferenças nas condições 

experimentais utilizadas, como a agitação e os tempos de sedimentação (BAKA et, al., 

2008). Em 2013, a Anvisa publicou a nota técnica Nº 03 que determina que os estudos de 

solubilidade devem ser realizados no modelo shake-flask a 37°C ± 1°C em pH fisiológico 

(1,2 a 6,8) e com excesso de fármaco até obtenção de uma solução saturada (BRASIL, 

2013b).  

Nosso grupo de pesquisa realizou um projeto junto à Anvisa sobre a possibilidade 

de padronização deste método de determinação da solubilidade em equilíbrio (shake-

flask). Neste trabalho foram avaliados um fármaco de alta solubilidade, a nimesulida e 

um de baixa solubilidade, o propranolol. Como resultados foram obtidos, para ambos os 

fármacos, que a temperatura utilizada durante o teste deve ser rigorosamente controlada, 

pois este parâmetro afeta a solubilidade. A velocidade de agitação utilizada (100 rpm) 

promoveu rápida obtenção do equilíbrio entre as fases, e para o propranolol (fármaco de 

baixa solubilidade) a quantidade do excesso de matéria prima demonstrou ser um 

parâmetro crítico (MONTEIRO, 2014).   
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2.5 Desenvolvimento e validação de método cromatográfico para quantificação de 

fármacos 

Os métodos analíticos são utilizados para a quantificação de fármacos sob a forma 

de matéria-prima ou em preparações farmacêuticas. Esta quantificação é uma exigência 

do Ministério da Saúde e da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (BRASIL, 2010a) 

para que os medicamentos sejam comercializados. Para se desenvolver um método 

analítico são necessárias diversas etapas incluindo o levantamento bibliográfico, a seleção 

da técnica, o desenvolvimento e a validação da metodologia (RIBANI, et al., 2004).  

A cromatografia a líquido de alta eficiência (CLAE) é uma técnica analítica de 

separação, identificação e quantificação que possui a capacidade de realizar análises 

qualitativas e quantitativas em amostras farmacêuticas, ambientais, biológicas e de 

alimentos (RIBANI, et al., 2004). 

O processo de avaliação que atesta a eficiência em uso rotineiro de um novo 

método analítico ou a adaptação ou até mesmo a aplicação de um método já conhecido é 

denominado validação (ARAGÃO, et al., 2009). O seu objetivo é demonstrar que o 

método é adequado para a determinação qualitativa, semi-quantitativa e/ou quantitativa 

de fármacos e outras substâncias em produtos farmacêuticos (BRASIL, 2003c). 

Os parâmetros analíticos a serem avaliados devem se basear na finalidade do uso 

do método. De acordo com a Anvisa, os parâmetros necessários para a validação de um 

método analítico de quantificação consistem em linearidade, seletividade, exatidão, 

precisão, limite de detecção e quantificação e robustez (BRASIL,2003c). 

A linearidade é a capacidade do método de fornecer resultados diretamente 

proporcionais à concentração da substância de interesse, dentro de um intervalo 

específico (BRASIL, 2003c; RIBANI, et al., 2004). 

A seletividade é a capacidade que o método possui de quantificar um composto 

na presença de outros componentes tais como impurezas, excipientes, e produtos de 

degradação (BRASIL, 2003c; RIBANI, et al., 2004). A seletividade assegura que o pico 

resposta, em uma análise cromatográfica, seja exclusivamente do composto de interesse 

(RIBANI, et al., 2004). 

A exatidão representa o grau de concordância entre os resultados individuais 

encontrados e um valor de referência (RIBANI, et al., 2004). 
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A precisão pode ser dada como a aproximação dos resultados entre ensaios 

independentes e repetidos de uma mesma amostra, com resultados ou respostas analíticas 

de amostras semelhantes ou padrões, sob condições definidas (RIBANI, et al., 2004). 

O limite de detecção representa a menor quantidade do analito presente na amostra 

que pode ser detectado, mas não necessariamente quantificado, sob as condições 

experimentais estabelecidas. Já o limite de quantificação, representa a menor quantidade 

do analito que pode ser quantificada sob as condições experimentais estabelecidas 

(BRASIL, 2003c; RIBANI, et al., 2004). 

A robustez de um método mede a sensibilidade que este apresenta frente a 

pequenas variações. Um método é robusto quando ele não é afetado por pequenas 

modificações em seus parâmetros (RIBANI, et al., 2004). 

2.6 Cloridrato de amilorida  

O cloridrato de amilorida tem como principal local de ação o néfron, atuando 

sobre os túbulos coletores e ductos coletores, inibindo a reabsorção de sódio, por bloqueio 

dos canais de sódio luminais e diminuição da eliminação de potássio. Seu mecanismo de 

ação é independente da aldosterona ou anidrase carbônica (JACKSON, 2003; 

THAKRAL, 2008; MYUNG et al., 2008). Este fármaco induz leve natriurese e, por isso, 

raramente é utilizado como único fármaco no tratamento do edema ou da hipertensão, 

sendo normalmente indicado e prescrito em combinação com outros diuréticos 

(JACKSON, 2003). 

O cloridrato de amilorida é uma base orgânica moderadamente forte, apresentando 

um pKa de aproximadamente 8,7 a 25°C. A sua solubilidade em água é limitada e 

aumenta com a diminuição do pH. A sua absorção pode ser reduzida quando ocorre 

administração concomitante com alimentos (THAKRAL, 2008). 

Figura 1. Estrutura química do Cloridrato de Amilorida. 

 

 

 

O pico de níveis plasmáticos do cloridrato de amilorida ocorre 6 horas após a sua 

administração oral.  A sua meia vida de eliminação varia em torno de 21 horas e o seu 
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intervalo terapêutico é de 0,5-25 ng/mL (JACKSON, 2003; MYUNG et al., 2008; RANG, 

2012).  

Lennernäs e colaboradores em 2002, avaliaram a permeabilidade do cloridrato de 

amilorida no modelo de perfusão intestinal humana e afirmaram que este fármaco 

apresenta uma completa absorção intestinal (>90%) com um valor da permeabilidade 

efetiva (Peff) de cerca de 1,6x10-4 cm/s. Este valor foi comparado ao resultado de Peff do 

metoprolol (1,3x10-4 cm / s), que é considerado um fármaco com absorção intestinal 

completa (LENNERNÄS, 1997), classificando o cloridrato de amilorida como fármaco 

de alta permeabilidade segundo o SCB. Por outro lado, um modelo in silico, que considera 

a difusão passiva como o principal mecanismo de absorção prevê um baixo valor de Peff 

intestinal para o cloridrato de amilorida. Uma possível explicação para a elevada absorção 

in vivo da amilorida, pode estar envolvida em um mecanismo de transporte mediado por 

transportadores que ainda não foi identificado (LENNERNÄS et al., 2002). 

Bergström e colaboradores em 2003, afirmaram que o valor da permeabilidade in 

vitro no modelo empregando células Caco-2 para o cloridrato de amilorida é de 0,32 ± 

0,04 x 106 cm/s indicando que o fármaco apresenta permeabilidade intermediária. 

Reis e colaboradores em 2010, realizaram um estudo comparativo entre as 

principais técnicas derivadas do método PAMPA e resultados experimentais obtidos a 

partir de células Caco-2 para diferentes fármacos quanto à sua permeabilidade. Neste 

estudo o cloridrato de amilorida é citado, porém não foram obtidos dados de literatura do 

estudo da permeabilidade pelo modelo de células Caco-2 não sendo assim possível prever 

uma classificação segundo o SCB. Adicionalmente, os mesmos autores afirmam existir 

controvérsia entre diferentes pesquisadores (WOHNSLAND et al., 2001; LENNERNÄS, 

et al., 2002; ZHU et al., 2002; RUELL et al., 2003; SUGANO et al., 2003; CHEN et al., 

2007) acerca da sua fração absorvida e por essa razão, é difícil prever a permeabilidade 

da amilorida. 

Kassim e colaboradores em 2003, realizaram um estudo em que predisseram a 

classificação biofarmacêutica, segundo o SCB, para os fármacos da lista de 

medicamentos essenciais da OMS. Segundo esse estudo, o cloridrato de amilorida seria 

um fármaco da classe III, apresentando solubilidade em água de 1 mg/mL, sendo chamado 

de ligeiramente solúvel. Quanto à permeabilidade, dados obtidos in silico, considerados 

neste estudo a descreveram como um fármaco de baixa permeabilidade. Foram 
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comparados os valores de logP e CLogP, iguais a -0,73 e -0,55 respectivamente, aos 

resultados do fármaco padrão de alta permeabilidade, metoprolol: logP 1,71 e CLogP 

1,35. 

Adicionalmente, Lindenberg e colaboradores em 2004, realizaram a busca na 

literatura por dados de solubilidade e permeabilidade dos fármacos pertencentes a Lista 

de Medicamentos Essenciais da OMS, com o objetivo de também classificá-los segundo 

o SCB. Neste estudo, o autor apresenta o cloridrato de amilorida como um fármaco da 

classe I (alta solubilidade e alta permeabilidade), com base nos trabalhos de Beermann, 

1984; Budavari, et al., 1996; Lennernäs, et al., 2002 e Sweetman, et al., 2002 et al., e 

afirmam que os resultados analisados foram confiáveis. No entanto, deve ser destacado 

que, neste mesmo trabalho de forma contraditória, os autores afirmam que em nenhum 

banco de dados, disponível em domínio público, existe estudo apresentando dados de 

solubilidade para uma adequada classificação do cloridrato de amilorida pelo SCB 

(LINDENBERG, et al., 2004).  

Os dados de solubilidade que Lindenberg e colaboradores em 2004, encontraram 

na literatura consistiam em estudos realizados a 25°C e muitas vezes com apenas um valor 

de pH, o que não é uma condição recomendada pela FDA e demais agências regulatórias 

para os estudos de solubilidade que visam uma classificação de fármacos pelo SCB. 

Segundo as agências reguladoras mundiais estes estudos devem ser realizados a 37°C 

numa faixa de pH de 1-6,8 (FDA, 2015). Isto demonstra que as informações encontradas 

são insuficientes para uma segura classificação da solubilidade deste fármaco. 

Neste contexto, é evidente que ainda não existem estudos conclusivos de 

solubilidade, permeabilidade e dissolução que permitam classificar e decidir sobre a 

bioisenção do cloridrato de amilorida pelo SCB, uma vez que as informações encontradas 

são divergentes, justificando a realização do presente trabalho.
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo geral 

Avaliar as características biofarmacêuticas do cloridrato de amilorida, visando 

obter informações necessárias para classificar o fármaco segundo o SCB e indicar ou não 

de sua bioisenção. 

3.2. Objetivos específicos 

• Desenvolver e validar método analítico para quantificação do cloridrato 

de amilorida nos meios fluido gástrico simulado sem enzimas – FGSSE 

(pH 1,2), tampão acetato – TA (pH 4,5) e suco entérico simulado sem 

enzimas – SESSE (pH 6,8).  

 

• Realizar estudos de solubilidade em equilíbrio do cloridrato de amilorida 

nos meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8).  

 

• Buscar na literatura informações sobre a permeabilidade do cloridrato de 

amilorida e discuti-las. 

 

• Avaliar os adjuvantes utilizados nas formas farmacêuticas solida de 

liberação imediata disponíveis no mercado brasileiro contendo o 

cloridrato de amilorida (referência, genérico e similar).  

 

• Avaliar o perfil de dissolução do cloridrato de amiloria a partir de 

comprimidos disponíveis no mercado brasileiro nos meios FGSSE (pH 

1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH6,8). 

• Contribuir para a elucidação da classificação biofarmacêutica do 

cloridrato de amilorida e, consequentemente, com a discussão da 

possibilidade ou não de sua bioisenção.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Material 

4.1.1 Substância química de referência e matérias primas 

Cloridrato de amilorida substância química de referência (SQR): USP Reference 

Standard – Cat. N°. 1019701 LOT H1G197 – USP Rockville; 

Cloridrato de amilorida matéria prima All Chemistry do Brasil Ltda, lote 

ALL49807.  

4.1.2 Equipamentos  

Aparelho de ultrassom modelo USC-1400 - Unique; 

Balança analítica modelo AUX 220D, capacidade mínima 1,0 mg - Shimadzu;  

Balança semi-analítica modelo AUX 220, capacidade mínima 10,0 mg - 

Shimadzu; 

Bomba de vácuo modelo MA 057/12 - Marconi; 

Cromatógrafo Alliance® Waters e2695, com forno, injeção automática, detector 

UV/Visível Waters 2489 e software Empower versão 2; 

Cromatógrafo Alliance® Waters e2695, com forno, injeção automática, detector 

DAD Waters 2996, software Empower versão 2; 

Espectrofotômetro Duplo Feixe AJX – 6100PC - Micronal 

Estufa de secagem e esterilização modelo 315 SE - Fanem; 

Equipamento de determinação de ponto de fusão M-560 – Büchi;  

Incubadora Shaker KS 4000i control – IKA 

Infravermelho 600 Series FTIR Spectrometers and Microscopes – Agilent Cary 

Sistema de purificação de água modelo Direct – Q3 e Q8 – Millipore; 

pHmetro – Hanna; 
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4.1.3 Reagentes, solventes, consumíveis e vidrarias 

Acetato de sódio triidratado grau analítico – Vetec, Brasil; 

Acetonitrila grau cromatográfico – JTBaker, México; 

Ácido acético glacial – Vetec, Brasil; 

Ácido clorídrico – Proquimios, Brasil; 

Água ultrapurificada em sistema Mili-Q; 

Cloreto de sódio – Neon, Brasil; 

Coluna HPLC Sun Fire C18 (3,5 µm x 4,6 x 150 mm) – Waters;  

Fosfato de potássio monobásico – Vetec, Brasil; 

Hidróxido de sódio – Vetec, Brasil; 

Membrana de celulose, 0,22 µm de poro – Milipore; 

Metanol grau cromatográfico – JTBaker; 

Frascos vials de vidro âmbar Waters de 2 mL com tampa; 

Vidrarias comuns de laboratório. 

4.2 Métodos 

4.2.1 Caracterização cloridrato de amilorida matéria prima 

4.2.1.1 Determinação do Ponto de Fusão 

As amostras da matéria prima do cloridrato de amilorida foram introduzidas em 

capilar de vidro e, posteriormente, levadas ao equipamento de determinação de ponto de 

fusão. 

4.2.1.2 Análise espectroscópicas na região do infravermelho 

A fim de caracterizar a matéria prima do cloridrato de amilorida, foi realizada a 

sua análise por espectroscopia na região do infravermelho utilizando o dispositivo de 

reflectância total atenuada (ATR). Foi realizada a leitura do cloridrato de amilorida SQR 

para comparação dos resultados. Os espectros foram obtidos no modo de transmissão, no 

intervalo de 4000 -6000 cm-1 e com resolução de 4 cm-1.  
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4.2.2 Desenvolvimento de método analítico para quantificação do cloridrato de 

amilorida nos meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8) 

Com o intuito de desenvolver um método analítico para a quantificação do 

cloridrato de amilorida nos meios tamponados pH 1,2, pH 4,5 e pH 6,8, partiu-se das 

condições utilizadas no método cromatográfico (CLAE-UV) proposto por Myung e 

colaboradores em 2008, que utilizaram fase móvel composta de 12% de acetonitrila e 

0,4% de ácido acético glacial ajustado com trietilamina em pH 4, coluna C18 (150mm x 

4.6mm x, 5µm), fluxo de 1,0 mL/min, temperatura de 30°C e detecção por ultravioleta 

em 360 nm. 

4.2.2.1 Espectro de varredura (200 a 400 nm) do cloridrato de amilorida visando 

identificar o máximo de absorção 

Com o objetivo de determinar o máximo de absorção do cloridrato de amilorida, 

foram pesados exatamente 10 mg da SQR e transferidos para um balão volumétrico de 

100 mL, completando o volume com metanol. A concentração da solução obtida foi de 

0,1 mg/mL. Dessa solução, uma alíquota de 1 mL foi retirada e transferida para um balão 

volumétrico de 10 mL, completando o volume com metanol. A concentração da solução 

final foi de 0,01 mg/mL, que foi empregada na leitura de varredura de 200 a 400 nm em 

espectrofotômetro Duplo Feixe AJX – 6100PC. 

4.2.2.2 Determinação das condições analíticas 

As análises foram realizadas no cromatógrafo Alliance® Waters e2695, com 

detector UV/Visível. Para as análises foi utilizada Coluna C18 - Waters (150 mm x 4,6 

mm x 3,5µm), a temperatura foi mantida a 25°C pelo forno da coluna e o volume de 

injeção foi de 20 µL. 

Foram avaliadas duas fases móveis em diferentes proporções. No processo de 

escolha da fase móvel foram analisados o tempo de retenção do fármaco, a simetria do 

pico, o fator de cauda e a pressão do sistema. As fases móveis testadas se encontram 

descritas na Tabela 1.  
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Tabela 1: Fases móveis avaliadas para a determinação das condições analíticas 

do método para quantificação do cloridrato de amilorida. 

Componentes da fase móvel Proporção (v/v) Fluxo 

Água acidificada com 4% de ácido 

acético e pH=4 : Acetonitrila  

(Condição A) 

 

88 : 12 1,0 mL/min 

Água acidificada com 4% de ácido 

acético e pH=4 : Metanol 

(Condição B) 

 

88 : 12 1,0 mL/min 

Água acidificada com 4% de ácido 

acético e pH=4 : Acetonitrila 

(Condição C) 

 

 

94 : 6 1,0 mL/min 

 

Água acidificada com 4% de ácido 

acético e pH=4 : Metanol 

(Condição D) 

 

 

 

76 : 24 

0,8 mL/min 

1,2 mL/min 

1,4 mL/min 

 

Água acidificada com 4% de ácido 

acético e pH=4 : Acetonitrila 

(Condição E) 

 

 

90:10 

 

1,0 mL/min 

 

4.2.2.3 Preparo das soluções estoque (SE) do cloridrato de amilorida  

Para o preparo da solução estoque do cloridrato de amilorida utilizada na 

validação para o estudo de solubilidade, foram pesados exatamente 50 mg de cloridrato 

de amilorida SQR, transferidos para um balão volumétrico de 25 mL e o volume 

completado com metanol. A concentração final da solução foi de 2000 µg/mL. 

Para o preparo da solução estoque do cloridrato de amilorida utilizada na 

validação para o estudo do perfil de dissolução, foram pesados exatamente 5 mg de 

cloridrato de amilorida SQR, transferidos para um balão volumétrico de 25 mL e o 

volume foi completado com metanol. A concentração final da solução foi de 200 µg/mL. 
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4.2.2.4 Preparo das soluções diluídas 

Para o preparo das soluções diluídas, alíquotas foram retiradas das soluções 

estoque, transferidas para recipientes volumétricos adequados e completados os 

respectivos volumes das soluções com os meios tamponados FGSSE (pH 1,2), TA (pH 

4,5) e SESSE (pH 6,8). O modo de preparo das soluções tampão se encontra no item 

4.2.2.5. 

4.2.2.5 Preparo das soluções tamponadas utilizados na validação e nos estudos de 

solubilidade e dissolução 

As soluções tamponadas foram preparadas de acordo com a Farmacopeia 

Americana 37ª Edição (UNITED STATES, 2014), e as correções de pH foram realizadas 

com soluções de HCl 1,0 mol/L e NaOH 1,0 mol/L. 

Fluido gástrico simulado sem enzima – FGSSE (pH 1,2) 

 Foram dissolvidos 2,0 g de cloreto de sódio em 7,0 mL de ácido clorídrico e 

transferidos para um balão volumétrico de 1 L. O volume foi completado com água 

ultrapurificada. 

Tampão acetato – TA (pH 4,5) 

Foram pesados 2,99 g de acetato de sódio triidratado e 14,0 mL de ácido acético 

2,0 mol/L em um balão volumétrico de 1 L. O volume foi completado com água 

ultraputificada. 

Suco entérico simulado sem enzimas – SESSE (pH 6,8) 

Foram adicionados 250,0 mL de uma solução de fosfato de potássio monobásico 

0,2 mol/L e 112,0 mL de uma solução de hidróxido de sódio 0,2 mol/L em um balão 

volumétrico de 1 L. O volume foi completado com água ultrapurificada. 

4.2.3 Validação do método analítico para quantificação do cloridrato de amilorida 

no estudo de solubilidade 

O método analítico para a quantificação do cloridrato de amilorida no estudo de 

solubilidade em equilíbrio, foi validado de acordo com a resolução N° 899 da Anvisa que 

determina o “Guia para validação de métodos analíticos e bioanalíticos” (BRASIL, 

2003c). 
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Os parâmetros avaliados foram: seletividade, linearidade, precisão, exatidão, 

limites de detecção e quantificação e robustez. Os cálculos matemáticos e as análises 

estatísticas foram realizados pelo programa Excel®. 

4.2.3.1 Seletividade 

Para avaliar a seletividade, soluções de cloridrato de amilorida na concentração 

de 45 µg/mL foram preparadas nos meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 

6.8) e expostas a calor seco de 90°C por 6 horas.  

Foram avaliados os cromatogramas referentes às soluções diluídas degradadas, no 

tempo de retenção do analito de interesse foi determinada a pureza do pico obtido com 

auxílio do cromatógrafo acoplado ao detector DAD. 

4.2.3.2 Linearidade 

Para avaliar a linearidade do método proposto, curvas analíticas com seis 

concentrações em cada meio foram construídas em triplicata. A partir da SE do cloridrato 

de amilorida (2000 µg/mL), soluções diluídas de cada meio tamponado FGSSE (pH 1,2), 

TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8) foram preparadas e analisadas. Nas Tabelas 2, 3 e 4 são 

apresentados dados necessários ao preparo das curvas analíticas para cada meio. 

Tabela 2: Preparo das soluções diluídas no meio FGSSE (pH 1,2) utilizadas na 

avaliação da linearidade para o estudo de solubilidade. 

Alíquota da SE (mL) Volume final da solução (mL) Concentração (µg/mL) 

0,020 2,0 20,0 

0,035 2,0 35,0 

0,050 2,0 50,0 

0,065 2,0 65,0 

0,080 2,0 80,0 

   

0,095 2,0 95,0 
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Tabela 3: Preparo das soluções diluídas no meio TA (pH 4,5) utilizadas na 

avaliação da linearidade para o estudo de solubilidade. 

Alíquota da SE (mL) Volume final da solução (mL) Concentração (µg/mL) 

0,145 2,0 145,0 

0,220 2,0 220,0 

0,295 2,0 295,0 

0,370 2,0 370,0 

0,445 2,0 445,0 

0,520 2,0 520,0 

 

Tabela 4: Preparo das soluções diluídas no meio SESSE (pH 6,8) utilizadas na 

avaliação da linearidade para o estudo de solubilidade. 

Alíquota da SE (mL) Volume final da solução (mL) Concentração (µg/mL) 

0,005 2,0 5,0 

0,010 2,0 10,0 

0,020 2,0 20,0 

0,030 2,0 30,0 

0,040 2,0 40,0 

0,050 2,0 50,0 

 

4.2.3.3 Precisão 

A precisão foi avaliada por repetibilidade (intradia) e através da precisão 

intermediária (interdia) (BRASIL, 2003c). Ambas as determinações para os meios 

FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8) foram realizadas em três níveis de 

concentração, em triplicata como é mostrado na Tabela 5. 
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Tabela 5: Concentrações das soluções diluídas nos meios FGSSE (pH 1,2), TA 

(pH 4,5) e SESSE (pH 6,8) para avaliação da precisão para o estudo de 

solubilidade. 

Tampão Nível da concentração Concentração 

(µg/mL) 

 Baixa 35,0 

FGSSE (pH 1,2) Média 65,0 

 Alta 95,0 

 Baixa 220,0 

TA (pH 4,5) Média 370,0 

 Alta 520,0  

 

SESSE (pH 6,8) 

Baixa 

Média 

10,0 

30,0 

 Alta 50,0 

 

A precisão foi expressa como o desvio padrão relativo (DPR) e calculada segundo 

a Equação 2 (BRASIL, 2003c). 

 

 

 

Onde: DP é o desvio padrão das três determinações e CMD é a concentração 

média determinada. 

4.2.3.4 Exatidão 

A exatidão neste trabalho, foi avaliada em três níveis de concentração nos meios 

FGSSE (pH1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8), em triplicata. As concentrações são 

mostradas na Tabela 6. 

 

 

Equação 2: Equação utilizada para o cálculo da precisão. 
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Equação 3: Equação utilizada para o cálculo da exatidão. 

Tabela 6: Concentrações das soluções diluídas nos meios FGSSE (pH 1,2), TA 

(pH 4,5) e SESSE (pH 6,8) para avaliação da exatidão para o estudo de 

solubilidade. 

Tampão Nível da concentração Concentração 

(µg/mL) 

 Baixa 35,0 

FGSSE (pH 1,2) Média 65,0 

 Alta 95,0 

 Baixa 220,0 

TA (pH 4,5) Média 370,0 

 Alta 520,0  

 Baixa 10,0 

SESSE (pH 6,8) Média 30,0 

 Alta 50,0 

 

A exatidão intradia e interdia foi determinada de acordo com a fórmula 

matemática expressa pela Equação 3 (BRASIL, 2003c). 

 

 

 

4.2.3.5 Limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) 

Os limites de detecção e de quantificação foram determinados com base na média 

das inclinações e no desvio padrão do intercepto de três curvas analíticas nos meios 

FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8). 

O cálculo do limite de detecção e de quantificação foi realizado de acordo com as 

Equações 4 e 5 respectivamente. 

 

 

 

 

Equação 4: Equação utilizada para o cálculo do limite de detecção. 
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Onde: Dpa é o desvio padrão do intercepto com o eixo y e IC é a média das 

inclinações da curva analítica. 

4.2.3.6 Robustez 

A robustez do método foi avaliada pela variação do fluxo da fase móvel, volume 

de injeção e temperatura do forno da coluna. A Tabela 7 mostra as variações que foram 

realizadas para avaliar a robustez do método. As amostras preparadas para os meios 

FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8) apresentaram concentração de 65 

µg/mL, 370 µg/mL e 30 µg/mL respectivamente. 

Tabela 7: Avaliação da robustez do método para a quantificação do cloridrato 

de amilorida nos meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8). 

Fator Nível A Nominal Nível B 

Volume de injeção (µL) 19 20  21  

Fluxo da fase móvel (mL/min) 0,8 1,0 1,1 

Temperatura da coluna (°C) 20 25 30 

  

4.2.4 Validação do método analítico para quantificação do cloridrato de amilorida 

no estudo do perfil de dissolução de produtos  

Os medicamentos contendo o cloridrato de amilorida disponíveis no mercado 

brasileiro são todos em associação com o hidroclorotiazida. Devido a este fato, para o 

estudo do perfil de dissolução do cloridrato de amilorida a partir dos mesmos, foi 

necessário avaliar novamente a seletividade do método, bem como validar um novo 

intervalo de concentração analisando a linearidade, precisão e exatidão do método. Esta 

validação foi realizada de acordo com a resolução N° 899 da Anvisa que determina o 

“Guia para validação de métodos analíticos e bioanalíticos” (BRASIL 2003c). 

 

Equação 5: Equação utilizada para o cálculo do limite de quantificação. 
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4.2.4.1 Seletividade 

Para avaliar a seletividade, soluções de cloridrato de amilorida na concentração 

de 45 µg/mL e hidroclorotiazida na concentração de 500 µg/mL, foram preparadas nos 

meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8). Foi transferido 1mL de cada 

solução em balão de 10 mL e o volume foi completado com os meios tamponados. Essas 

soluções foram colocadas expostas a calor seco de 90°C por 6 horas.  

A seguir, foram avaliados os cromatogramas referentes às soluções diluídas 

degradadas, no tempo de retenção do analito de interesse foi determinada a pureza do pico 

obtido com auxílio do cromatógrafo acoplado ao detector DAD. 

4.2.4.2 Linearidade 

Para avaliar a linearidade do intervalo proposto, curvas analíticas com seis 

concentrações em cada meio foram construídas em triplicata. A partir da SE do cloridrato 

de amilorida (200 µg/mL), soluções diluídas de cada meio tamponado FGSSE (pH 1,2), 

TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8) foram preparadas e analisadas. Na Tabela 8 são 

apresentados dados necessários ao preparo das curvas analíticas para cada meio 

tamponado. 

Tabela 8: Preparo das soluções diluídas nos meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 

4,5) e SESSE (pH 6,8) utilizadas na avaliação da linearidade para o estudo de 

dissolução. 

Alíquota da SE (mL) Volume final da solução (mL) Concentração (µg/mL) 

0,015 10,0 0,3 

0,025 10,0 0,5 

0,050 10,0 1,0 

0,150 10,0 3,0 

0,250 10,0 5,0 

0,350 10,0 7,0 

 

4.2.4.3 Precisão 

A precisão foi avaliada por repetibilidade (intradia) e através da precisão 

intermediária (interdia) (BRASIL, 2003c). Ambas as determinações para os meios 
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FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8) foram realizadas em três níveis de 

concentração, em triplicata como é mostrado na Tabela 9. 

Tabela 9: Concentrações das soluções diluídas nos meios FGSSE (pH 1,2), TA 

(pH 4,5) e SESSE (pH 6,8) para avaliação da precisão para o estudo de 

dissolução. 

FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (6,8) 

Nível da concentração Concentração (µg/mL) 

Baixa 0,5 

Média 3,0 

Alta 7,0 

 

A precisão foi expressa como o desvio padrão relativo (DPR) e calculado segundo 

a Equação 2 mostrada na página 41 (BRASIL, 2003c). 

4.2.4.4 Exatidão 

A exatidão foi avaliada em três níveis de concentração nos meios FGSSE (pH1,2), 

TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8), em triplicata. As concentrações são mostradas na Tabela 

10. 

Tabela 10: Concentrações das soluções diluídas nos meios FGSSE (pH 1,2), TA 

(pH 4,5) e SESSE (pH 6,8) para avaliação da exatidão para o estudo de 

dissolução. 

FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (6,8) 

Nível da concentração Concentração (µg/mL) 

Baixa 0,5 

Média 3,0 

Alta 7,0 

 

A exatidão intradia e interdia foi determinada de acordo com a fórmula 

matemática expressa pela Equação 3 mostrada na página 42 (BRASIL, 2003c). 

4.2.5 Estudo de solubilidade em equilíbrio 

O estudo de solubilidade pelo método da agitação orbital em frasco foi realizado 

nos meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8) descritos na seção 4.2.2.5. 
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Para selecionar a quantidade de matéria prima a ser adicionada a cada meio 

tamponado, partiu-se de dados de solubilidade do cloridrato de amilorida (1 mg/mL em 

água) disponíveis na literatura (KASSIM, 2003). Quantidades crescentes do fármaco 

foram adicionadas a 10 mL de cada meio tamponado a fim de se obter excesso de fármaco, 

caracterizado por presença de pó no recipiente.  Utilizou-se um aparelho de ultrassom 

para verificar a permanência ou não do excesso de substância. As amostras foram 

sonicadas durante 5 minutos em temperatura de 37°C, após, fez-se a observação visual 

para constatar a permanência do excesso da matéria prima. 

As Tabelas 11 e 12 apresentam a quantidade de matéria prima que foi adicionada 

a cada meio tamponado (10 mL) e as condições utilizadas para a realização do estudo de 

solubilidade, respectivamente. 

Tabela 11: Quantidade de matéria prima adicionada a cada meio tamponado. 

Meio tamponado Quantidade de matéria prima adicionada (mg) 

FGSSE (pH 1,2) 7,0 

TA (pH 4,5) 42,0 

SESSE (pH 6,8) 2,0 

 

Tabela 12: Condições utilizadas para a realização do estudo de solubilidade do 

cloridrato de amilorida. 

Parâmetro Condição utilizada 

Volume de meio (mL) 10 

Volume de alíquota retirada (µL) 200 

Temperatura (°C) 37 ± 1 

Velocidade de agitação (rpm) 100 

Tempo total do experimento (horas) 12 

 

Na Tabela 13 estão inseridos os tempos de coleta de alíquota para cada meio 

tamponado. 
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Tabela 13: Tempos de coleta em minutos para cada meio tamponado. 

Meio tamponado Tempos de coleta (minutos) 

FGSSE (pH 1,2) 0, 30, 60, 90, 120, 150, 240, 300, 420, 540, 720 

TA (pH 4,5) 0, 60, 120, 150, 210, 240, 270, 300, 420, 540, 720 

SESSE (pH 6,8) 0, 60, 120, 150, 210, 240, 270, 300, 420, 540, 720 

 

Após cada coleta (200 µL), o meio foi reposto e as amostras foram diluídas em 

1800 µL de cada meio tamponado, filtradas e colocadas em vials para quantificação por 

CLAE-UV empregando o método validado. 

4.2.6 Avaliação dos medicamentos contendo cloridrato de amilorida 

4.2.6.1 Avaliação dos excipientes utilizados nos medicamentos contendo cloridrato 

de amilorida 

Inicialmente, foi realizada uma busca no sentido de identificar todos os 

medicamentos contendo o cloridrato de amilorida, no mercado brasileiro. Após este 

levantamento, foram identificados e listados aqueles com dosagem de 5 mg, maior dose 

comercializada no país. 

A partir desta lista, foram selecionados três medicamentos: o referência (A), um 

genérico (B) e um similar (C) para uma avaliação dos excipientes presentes nestas 

formulações e discussão sobre possível interferência dos excipientes presentes nesses 

produtos no processo de dissolução do fármaco. 

4.2.6.2 Caracterização geral dos medicamentos 

Foram realizados os testes de determinação de peso, teste de dureza, teste de 

friabilidade e teste de desintegração, segundo a Farmacopeia Brasileira, 5ª edição 

(BRASIL, 2010b). O teor foi realizado por meio do método analítico desenvolvido e 

validado nesse trabalho para o tampão acetato pH 4,5. 

4.2.6.2.1 Determinação de peso 

Foram pesados individualmente 20 unidades de cada produto e determinados o 

peso médio e, os desvios individuais em relação ao peso médio. 

O limite de variação aceitável para os comprimidos revestidos com peso médio 

abaixo de 80 mg é de ± 10,0%, com tolerância de não mais que 2 unidades fora desse 
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limite. Além disso, nenhum comprimido pode estar acima ou abaixo do dobro dessa 

porcentagem (BRASIL, 2010b). 

4.2.6.2.2 Teste de dureza 

O teste de dureza permite determinar a resistência do comprimido ao 

esmagamento ou à ruptura sob pressão radial. Consiste em submeter os comprimidos à 

ação de um aparelho que meça a força, aplicada diametralmente, necessária para esmaga-

lo. (BRASIL, 2010b). 

O teste foi realizado com 10 unidades de cada produto, eliminando qualquer 

resíduo superficial antes de cada determinação. Os comprimidos foram testados, 

individualmente, obedecendo sempre a mesma orientação. O resultado foi expresso como 

a média dos valores obtidos nas determinações, e é apenas um resultado informativo 

(BRASIL, 2010b). 

4.2.6.2.3 Teste de friabilidade 

 O teste de friabilidade permite determinar a resistência dos comprimidos à 

abrasão, quando submetidos à ação mecânica de aparelhagem específica (BRASIL, 

2010b). 

Foram pesados com exatidão 20 unidades de cada produto, e estes foram 

submetidos à ação do aparelho por 100 rotações. Após, qualquer resíduo de pó dos 

comprimidos foi retirado, e eles foram novamente pesados. A diferença entre o peso 

inicial e o final representa a friabilidade, medida em função da porcentagem de pó perdido 

(BRASIL, 2010b). 

4.2.6.2.4 Teste de desintegração 

O teste de desintegração permite verificar se comprimidos e cápsulas se 

desintegram dentro do limite de tempo especificado, quando seis unidades do lote são 

submetidas à ação de aparelhagem específica sob condições experimentais descritas 

(BRASIL, 2010b). 

O teste foi realizado utilizando 6 unidades de cada produto e água (900 mL) como 

meio de desintegração a 37 ±°C. Após 30 minutos, todos os comprimidos devem estar 

completamente desintegrados (BRASIL, 2010b). 
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4.2.6.2.5 Teor 

O doseamento do teor do fármaco nos medicamentos foi realizado, em triplicata; 

utilizando o método cromatográfico desenvolvido e validado no meio TA (pH 4.5), pois 

neste pH o cloridrato de amilorida apresentou maior solubilidade. 

Foram pesados e pulverizados 10 comprimidos. A seguir quantidade de pó 

equivalente a 5 mg de cloridrato de amilorida foi transferida para um balão volumétrico 

de 100 mL e o volume completado com metanol e 4 mL de ácido clorídrico 1 M. Essa 

solução foi homogeneizada, mantida em aparelho de ultrassom a 37°C por 30 minutos e 

filtrada em funil de papel. Ao final, foi retirada uma alíquota de 1 mL para um balão 

volumétrico de 10 mL e o volume completado com meio TA (pH 4.5); obtendo-se, assim, 

uma solução com concentração de 5 µg/mL. 

Segundo a Farmacopeia Brasileira, os comprimidos devem possuir no mínimo 

90,0% e, no máximo, 110,0% da quantidade declarada de cloridrato de amilorida. Este 

teor é determinado empregando-se a técnica de doseamento descrita na monografia do 

produtos da Farmacopeia Brasileira, nas condições experimentais ali utilizadas: fase 

móvel composta de uma mistura de água, metanol e Tampão fosfato (71:25:4), coluna 

(300 mm x 3,9 mm x 5 µm), detecção de 286 nm e fluxo de 1,0 mL/min (BRASIL, 2010b). 

4.2.7 Perfil de dissolução dos medicamentos contendo cloridrato de amilorida 

Foram realizados os perfis de dissolução de 12 unidades de comprimidos dos 

medicamentos A, B e C estudados. A avaliação foi realizada em cada um dos meios 

tamponados, FGSSE (pH 1.2), TA (4.5) e SESSE (pH 6.8), e as condições estabelecidas 

de acordo com o preconizado pela legislação e pelas Farmacopeias Brasileira e 

Americana (BRASIL, 2011b; BRASIL, 2010b; USP 2015) (Tabela 14). 
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Tabela 14: Condições utilizadas para determinação dos perfis de dissolução dos 

comprimidos de cloridrato de amilorida 5 mg. 

Parâmetro Condição utilizada 

Volume de meio (mL) 900 

Volume de alíquota retirada (mL) 5 

Temperatura (°C) 37±0,5 

Velocidade de agitação (rpm) 50 

Aparato Pá (2) 

Tempos de coletas (minutos) 2, 6, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60 

Ponto infinito 150 rpm durante 10 minutos 

 

Os meios de dissolução foram desgaseificados em um aparelho de ultrassom 

durante 30 minutos, colocados nas cubas do dissolutor e foi aguardada a estabilização da 

temperatura em 37°±°C. Após a estabilização da temperatura, os comprimidos foram 

inseridos nas cubas para a realização do teste. 

Em tempos predeterminados, foram retiradas alíquotas de 5 mL pelo amostrador 

automático, cujas cânulas são providas de filtros cilíndricos de 10 µm. As alíquotas 

retiradas foram filtradas em filtro de seringa Millex ® PVDV (0,22 µm) e analisadas pelo 

método cromatográfico desenvolvido e validado. Após cada coleta, o meio de dissolução 

foi reposto com volume igual ao retirado em cada coleta. 

Após a coleta do ponto de 50 minutos, a velocidade de rotação foi elevada para 

150 rpm durante 10 minutos para obtenção do ponto do infinito. 

O resultado foi expresso em gráficos representativos da quantidade dissolvida (%) 

em função do tempo e calculada a quantidade dissolvida (%), considerando os volumes 

de amostragem retirados para a leitura. 

Para avaliar a liberação do fármaco a partir dos três produtos foram realizados 

cálculos da eficiência de dissolução (ED) a partir dos valores obtidos da área sob a curva 

(ASC) do perfil de dissolução do cloridrato de amilorida no intervalo de tempo (t), 

utilizando o método dos trapezoides (KHAN; RHODES, 1975).  A ED em cada um dos 

meios tamponados foi determinada pela razão entre a área sob a curva de dissolução do 

fármaco no intervalo de tempo compreendido entre zero e 60 minutos (ASC 0-60 

minutos) e a área total do retângulo (ASCTR) definido pela ordenada (100% de 
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Equação 6: Equação utilizada para o cálculo da eficiência de dissolução. 

dissolução) e pela abcissa (tempo igual a 60 minutos), expressa em porcentagem 

(Equação 6). 

 

𝐸𝐷 =
𝐴𝑆𝐶 (10−60)

𝐴𝑆𝐶𝑇𝑅
 *100 

  

Os resultados referentes a ED para os produtos avaliados foram então submetidos 

à análise de variância One Way – ANOVA com teste posterior de Tukey. As diferenças 

significativas foram aceitas ao nível de 5% de probabilidade (P<0,05). 

5 RESULTADOS E DISCUSSSÃO 

5.1 Análise da matéria prima do cloridrato de amilorida 

5.1.1 Determinação do Ponto de Fusão 

O ponto de fusão de uma substância é a temperatura corrigida na qual esta se 

encontra totalmente fundida. O intervalo de fusão de uma substância é aquele 

compreendido entre a temperatura corrigida na qual a substância começa a fluidificar-se 

e a temperatura corrigida na qual está completamente fundida (BRASIL 2010b). O ponto 

de fusão pode ser utilizado como indicador da pureza de substâncias químicas (ALLEN, 

2013).  

A faixa de fusão encontrada na literatura para o cloridrato de amilorida é 240,5 -

241,5 °C. (CRAGOE, 1967). Pelo teste realizado, o valor encontrado para o fármaco foi 

de 238,4 – 242,3 °C. Como os valores estão bem próximos pode-se inferir que a matéria 

prima está livre de impurezas, uma vez que a presença destas em uma substância acarreta 

em diminuição do ponto de fusão e/ou alargamento da faixa de fusão (BRASIL, 2010b). 

5.1.2 Análise espectroscópicas na região do infravermelho  

Os espectros de absorção no infravermelho do cloridrato de amilorida SQR e 

matéria prima são apresentados na Figura 2. 

A espectroscopia na região do infravermelho tem sido amplamente utilizada como 

método rápido e direto para identificar matérias-primas (AMORIM, 2013). A 38ª edição 

da Farmacopeia Americana preconiza que a identificação do cloridrato de amilorida deve 
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Figura 2: Espectro na região do infravermelho do cloridrato de amilorida SQR e cloridrato de amilorida 

matéria prima. 

ser realizada através na análise por espectroscopia no infravermelho comparando com a 

SQR (UNITED STATES, 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por meio da análise dos espectros (Figura 2) é possível observar que tanto a SQR 

quanto a matéria prima apresentam as principais bandas que caracterizam o cloridrato de 

amilorida como demonstrado por Djokić e colaboradores em 2014. São observadas 

bandas em 3250 e 3150 cm-1 atribuída ao estiramento N – H, em 1680 cm-1 devido ao 

estiramento C – O e em 1240 cm-1 devido ao estiramento N – (C6H6) (DJOKIĆ, 2014). 

5.2 Desenvolvimento do método analítico para quantificação do cloridrato de 

amilorida nos meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8) 

5.2.1 Espectro de varredura (200 a 400 nm) do cloridrato de amilorida visando 

identificar o máximo de absorção  

Na Figura 3 é mostrado o espectro de varredura da solução do cloridrato de amilorida 

SQR. Pode-se observar que o fármaco apresenta três picos de absorção em 216 nm, 268 

nm e em 362 nm, com absorbâncias de 0,7131; 0,6880 e 0,7683 respectivamente.  
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Figura 3: Espectro de varredura da solução do cloridrato de amilorida SQR. 

 

 

Para evitar desvios durante as análises quantitativas, é recomendado que se 

selecione um comprimento de onda próximo ao máximo de absorção, em que a 

absortividade do analito se altera pouco com o comprimento de onda (SKOOG et al., 

2005). Diante disso, o comprimento de onda selecionado foi o de 362 nm, pois foi o que 

apresentou maior absorbância para o cloridrato de amilorida. 

5.2.2 Determinação das condições analíticas 

Primeiramente foi avaliada a fase móvel composta de água acidificada com 4% 

de ácido acético:acetonitrila na proporção de 88:12 v/v (Condição A) com fluxo de 1,0 

mL/min, baseada no método proposto por Myung e colaboradores em 2008 que utilizou 
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as seguintes condições: fase móvel composta de 12% de acetonitrila e 0,4% de ácido 

acético glacial em água com pH 4,5, coluna C18 (150mm × 4.6mm, 5µm), fluxo de 1,0 

mL/min, temperatura de 30°C e detecção por ultravioleta. 

 Devido ao custo menor do metanol, testou-se as mesmas condições acima 

substituindo a acetonitrila pelo metanol. A nova fase móvel era composta por água 

acidificada com 4% de ácido acético:metanol na proporção 88:12 v/v (Condição B) 

utilizando fluxo de 1,0 mL/min. Na Figura 4 e 5 são mostrados os cromatogramas obtidos 

nas condições A e  B, respectivamente. 

Todas as soluções testadas para a determinação das condições analíticas foram 

preparadas pesando exatamente 10 mg do cloridrato de amilorida SQR e transferindo para 

balão volumétrico de 10 mL, completando o volume com metanol. Obtendo-se uma 

solução com concentração de 1 mg/mL. 

Figura 4: Cromatograma obtido para solução de 1 mg/mL de cloridrato de amilorida 

empregando fase móvel composta de água acidificada com 4% de ácido 

acético:acetonitrila (88:12 v/v) (Condição A) fluxo de 1,0 mL/min. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Cromatograma obtido para solução de 1 mg/mL de cloridrato de amilorida 

empregando fase móvel composta de água acidificada com 4% de ácido acético:metanol 

(88:12 v/v) (Condição B) fluxo de 1,0 mL/min. 
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Como pode ser observado na Figura 4, o sinal cromatográfico do cloridrato de 

amilorida se mostrou com um tempo de retenção (3 minutos) muito curto, não desejável, 

uma vez que este foi eluído próximo ao tempo morto (3,06 minutos). O tempo morto 

fornece uma medida da velocidade média de migração da fase móvel. Um fator de 

retenção próximo ao tempo morto significa que aquele soluto emerge da coluna em um 

tempo próximo daquele de retenção da fase móvel, e dessa forma, os picos podem se 

sobrepor (SKOOG et al., 2005). 

Na Figura 5, não houve resolução do sinal cromatográfico referente ao analito de 

interesse e também o tempo de retenção (11 minutos e 47 segundos) foi demasiadamente 

longo o que acarreta em gastos desnecessários para as análises que serão realizadas.  

Em cromatografia de fase reversa, a força do solvente interfere diretamente na 

retenção do analito. Solventes mais fortes farão com que o analito seja eluído em um 

tempo de retenção menor (SNYDER, et al., 1997). A força do solvente aumenta à medida 

que diminui a polaridade do mesmo. Acetonitrila é um solvente de menor polaridade, 

quando comparado ao metanol, e dessa forma, é um solvente mais forte (SNYDER, et al., 

1997). Esses fatos explicam o menor tempo de retenção do cloridrato de amilorida quando 

foi utilizada a fase móvel com acetonitrila. 

Devido a esses problemas, foram testadas as demais condições. Na Figura 6 é 

mostrado o cromatograma obtido a partir da fase móvel composta de água acidificada 

com 4% de ácido acético:acetonitrila na proporção de 94:6 v/v (Condição C) com fluxo 

de 1,0 mL/min. 

Figura 6: Cromatograma obtido para solução de 1 mg/mL de cloridrato de amilorida 

empregando fase móvel composta de água acidificada com 4% de ácido 

acético:acetonitrila (96:6 v/v) (Condição C) fluxo de 1,0 mL/min. 

 

 

 

 

 

Pode ser observado que a alteração na proporção de acetonitrila, provocou um 
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também um alargamento do mesmo. Esses fatores inviabilizaram a escolha desta fase 

móvel, pois tempos de retenção muito longos, acarretam em gasto excessivo de solvente 

e elevado tempo de análise. Isto não é viável, pois o método será aplicado a um estudo 

longo em replicatas, o que demanda muitas horas de uso do equipamento, onerando a 

técnica, ocasionando elevado gasto de solventes e geração de resíduos, bem como, 

demandando avaliação da estabilidade das amostras após o preparo por um período 

considerável de tempo. 

Na Figura 7 é apresentado o cromatograma obtido pela Condição D composta de 

água acidificada com 4% de ácido acético:metanol na proporção de 76:24 v/v (Condição 

D) com fluxo de 0,8 mL/min. 

Figura 7: Cromatograma obtido para solução de 1 mg/mL de cloridrato de amilorida 

empregando fase móvel composta de água acidificada com 4% de ácido acético:metanol 

(76:24 v/v) (Condição D) fluxo de 0,8 mL/min. 

 

 

 

 

Nesta nova condição o tempo de retenção foi menor (7 minutos) em comparação 

a fase móvel composta de metanol na proporção 88:12 v/v, mas o pico se mostrou 

alargado, sendo indesejável porque leva a uma separação não eficaz e a tempos de 

retenção menos reprodutíveis (SKOOG et al., 2005). A diminuição do tempo de retenção 

foi provavelmente devida ao aumento da proporção do constituinte orgânico da fase 

móvel, o qual provoca aumento da força de eluição da fase móvel e assim, diminui o 

tempo de retenção do analito (SKOOG et al., 2005). 

Houve a tentativa de testar a condição D nos fluxos de 1,2 mL/min e 1,4 mL/min, 

porém não foi possível realizar essas análises pois a pressão da coluna se elevou chegando 

a níveis acima de 4000 psi. Em uma mistura de solventes, a viscosidade varia com suas 

características de polaridade ou na possibilidade de formação de pontes de hidrogênio 

(SNYDER et al., 1997). Devido a formação de pontes de hidrogênio entre a água e o 

metanol, a viscosidade da fase móvel aumentou, elevando a pressão do sistema com o 

aumento do fluxo e assim, não foi possível realizar a análise da fase móvel D nos fluxos 

maiores. 
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Na Figura 8 está o cromatograma obtido com o uso da condição E composta de 

água acidificada com 4% de ácido acético:acetonitrila na proporção 90:10 v/v com fluxo 

de 1,0 mL/min.  

 

 

 

 

 

 

Como pode ser observado, o tempo de retenção do cloridrato de amilorida foi de 

4 minutos e 54 segundos, considerado adequado à aplicação pretendida, tanto para a 

validação do método analítico, quanto para a quantificação do fármaco nos estudos de 

solubilidade e dissolução.  

 O fator de cauda para o pico do cloridrato de amilorida, foi calculado com o 

objetivo de avaliar a simetria do pico e o resultado foi de 1,25. Fatores de cauda igual a 1 

são encontrados em picos perfeitamente simétricos (BRASIL, 2010b). De acordo com a 

Farmacopeia Americana 38ª edição (UNITED STATES, 2015), o fator de cauda para o 

cloridrato de amilorida deve ser até 2,0. Dessa forma, o fator de cauda encontrado pode 

ser aceito. 

Assim, até aqui, as seguintes condições cromatográficas foram estabelecidas para 

o método analítico (Tabela 15), as quais permitirão realizar diversas análises em um curto 

período de tempo.  
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Figura 8: Cromatograma obtido para solução de 1 mg/mL de cloridrato de 

amilorida empregando fase móvel composta de água acidificada com 4% de 

ácido acético:acetonitrila (90:10 v/v) (Condição E) fluxo de 1,0 mL/min. 



57 

 

Tabela 15: Condições do método cromatográfico para quantificação do 

cloridrato de amilorida nos meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 

6,8). 

Parâmetro Especificações 

Coluna C18 (150 µm x 4,6 x 3,5 mm) – Waters SunFire® 

Fase móvel Água acidificada*:Acetonitrila (90:10/V:V) 

Fluxo da fase móvel 1,0 mL/min 

Temperatura 25°C 

Detecção 362 nm 

Volume de injeção 20 µL 

*Água acidificada com 4% de ácido acético. 

Na Figura 9, estão apresentados os cromatogramas obtidos das soluções diluídas 

nos meios: FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8), empregando o método 

desenvolvido, uma vez que será utilizado nos estudos de solubilidade e dissolução do 

cloridrato de amilorida realizados em cada uma destas condições de pH. 
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Figura 9: Cromatogramas obtidos para soluções do cloridrato de amilorida em 

A: FGSSE (pH 1,2); B: TA (pH 4,5) e C: SESSE (pH 6,8) na concentração de 

45µg/mL, nas condições definidas para o método de quantificação do cloridrato 

de amilorida por CLAE-U V. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.3 Validação do método analítico para quantificação do cloridrato de amilorida no 

estudo de solubilidade 

5.3.1 Seletividade 

Na Figura 10 são apresentados os cromatogramas obtidos da injeção de amostras 

das soluções diluídas (45 µg/mL) após exposição ao calor seco de 90°C por seis horas. 

Podem ser observados picos provavelmente referentes aos produtos de degradação do 

cloridrato de amilorida em tempos de retenção distintos ao correspondente ao analito de 

interesse. 
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Figura 10: Cromatogramas das amostras de soluções diluídas (45 µg/mL) do 

cloridrato de amilorida nos meios: (A) FGSSE (pH 1,2), (B) TA (pH 4,5) e (C) 

SESSE (pH 6,8) obtidos após exposição ao calor seco de 90°C por 6 horas. 

 

Para confirmação da seletividade do método, foi realizada a análise da pureza de 

pico das soluções diluídas degradadas por meio do detector DAD. Na Figura 11 estão 

apresentados os resultados obtidos para a pureza de pico do cloridrato de amilorida em 

cada um dos meios tamponados. 
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De acordo com a análise realizada pelo software Empower 2 da Waters®, para 

que se comprove que somente o analito de interesse está eluindo em um determinado 

tempo de retenção, as linhas verdes referentes aos ângulos de pureza devem estar abaixo 

da linha do ângulo limite (linha azul). Pela análise da Figura 11 pode ser observado que, 

em todos os meios, a linha do ângulo de pureza (linha de cor verde) aparece sempre abaixo 

da linha do ângulo limite (linha de cor azul), demonstrando assim, a seletividade do 

Figura 11: Análise das purezas de pico das amostras das soluções diluídas do 

cloridrato de amilorida nos meios: (A) FGSSE (pH 1,2), (B) TA (pH 4,5) e (B) 

SESSE (pH 6,8) expostas ao calor seco de 90°C por 6 horas. Análises obtidas 

pelo software Empower 2 – Waters®. 
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método, uma vez que não ocorre eluição conjunta ao cloridrato de amilorida de nenhum 

dos produtos de degradação presentes na amostra. 

Na Tabela 16 estão apresentados os valores obtidos para os ângulos de pureza e 

limite, referente a análise da pureza de pico do cloridrato de amilorida (Figura 11) em 

cada um dos meios tamponados. Para que possamos concluir a pureza dos picos, os 

valores dos ângulos de pureza devem ser menores que os valores dos ângulos limite, para 

cada um dos meios. 

Tabela 16: Resultados da análise de pureza de pico das soluções diluídas do 

cloridrato de amilorida nos meios FGSSE (pH 1,2), no TA (pH 4,5) e no SESSE 

(pH 6,8). 

Meio tamponado Ângulo de pureza Ângulo limite 

FGSSE (pH 1,2) 0,121  0,261 

TA (pH 4,5) 0,089  0,246 

SESSE (pH 6,8) 0,098  0,251 

 

5.3.2 Linearidade 

A seguir estão apresentadas as curvas analíticas e logo posteriormente os gráficos 

de resíduos das regressões lineares obtidas pelo método de quantificação do cloridrato de 

amilorida nos meios FGSSE (pH 1,2) (Figuras 12 e 13), TA (pH 4,5) (Figuras 14 e 15) e 

SESSE (pH 6,8) (Figuras 16 e 17). Cada ponto da curva analítica representa a média de 

três determinações. 
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Figura 12: Curva analítica para quantificação do cloridrato de amilorida no 

meio FGSSE (pH 1,2) por CLAE-UV, fluxo 1,0 mL/min, Água 

acidificada:Acetonitrila (90:10 v/v) para o estudo de solubilidade (n=3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Gráfico de resíduos da regressão linear do método de 

quantificação do cloridrato de amilorida em FGSSE (pH 1,2) para o estudo 

de solubilidade (n=3). 
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Figura 14: Curva analítica para quantificação do cloridrato de amilorida no 

meio TA (pH 4,5) por CLAE-UV, fluxo 1,0 mL/min, Água 

acidificada:Acetonitrila (90:10 v/v) para o estudo de solubilidade (n=3). 

 

 

 

Figura 15: Gráfico de resíduos da regressão linear do método de quantificação 

do cloridrato de amilorida em TA (pH 4,5) para o estudo de solubilidade (n=3). 
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Figura 16: Curva analítica para quantificação do cloridrato de amilorida no 

meio SESSE (pH 6,8) por CLAE-UV, fluxo 1,0 mL/min, Água 

acidificada:Acetonitrila (90:10 v/v) para o estudo de solubilidade (n=3). 

 

 

Figura 17: Gráfico de resíduos da regressão linear do método de quantificação 

do cloridrato de amilorida em SESSE (pH 6,8) para o estudo de solubilidade 

(n=3). 

 

De acordo com a Resolução N° 899 o critério mínimo aceitável para demonstrar 

a linearidade é um coeficiente de correlação (r) igual a 0,99 (BRASIL, 2003c). O método 

analítico se mostrou linear para os três meios tamponados - FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) 

e SESSE (pH 6,8), apresentando coeficientes de determinação (r²) e correlação (r) maiores 

que 0,99. Os parâmetros da regressão linear são mostrados na Tabela 17. 
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Tabela 17: Parâmetros da regressão linear do método analítico de quantificação do 

cloridrato de amilorida em FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5), SESSE (pH 6,8) para o 

estudo de solubilidade. Os coeficientes são referentes à reta média das três replicatas. 

Parâmetro da regressão FGSSE (pH 1,2) TA (pH 4,5) SESSE (pH 6,8) 

Coeficiente angular (a) 85128,13 52533,84 90273,12 

 

Coeficiente linear (b) -97737,45 6765877,68 11989,83 

Coeficiente de determinação (r²) 0,999 0,995 0,999 

Coeficiente de correlação (r) 0,999 0,999 0,999 

 

Com a finalidade de complementar a análise da linearidade do método de 

quantificação do cloridrato de amilorida nos meios tamponados, foi realizada a análise 

das premissas relativas a regressão (normalidade, homoscedasticidade e independência) 

bem como a significância da regressão e do desvio de linearidade utilizando o teste de 

ANOVA.  

Os resíduos da regressão linear foram avaliados por meio do teste padronizado de 

Jacknife. Os gráficos de resíduos são mostrados nas Figuras 13, 15 e 17. Pela análise dos 

gráficos de resíduos, de cada um dos meios tamponados, podemos observar que os 

resíduos estão aleatoriamente distribuídos ao longo do eixo zero, não demonstrando 

tendências sistemáticas. 

No que diz respeito às premissas dos resíduos, a normalidade, homoscedasticidade 

e a independência foram analisadas, para cada uma das curvas analíticas, pelos testes de 

Ryan Joiner, Brown-Forsythe e Durbin-Watson. A Tabela 18 apresenta os resultados das 

premissas, bem como da significância da regressão e desvio da linearidade. 
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Tabela 18: Valores encontrados para as premissas dos resíduos da regressão linear, 

significância da regressão e desvio da linearidade, provenientes da análise das curvas 

analíticas obtidas para os meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5), SESSE (pH 6,8) para o 

estudo de solubilidade. 

Avaliação Valor de referência FGSSE  

(pH 1,2) 

TA  

(pH 4,5) 

SESSE  

(pH 6,8) 

Normalidade 

          

Maior que 0,9567 0,9613 0,9573 0,9602 

Homoscedasticidade 

 

Menor que 2,120 0,1110 0,2100 0,6250 

Independência 

          

Entre 1,3907 e 2,6092 2,0259 1,8294 1,9848 

Significância da 

regressão 

Maior que 4,4939 29090,18 3607,51 10455,01 

Desvio de linearidade Menor que 3,2591 1,4150 2,4190 2,5660 

 

Ao analisar os dados expostos na Tabela 18, o método de quantificação do 

cloridrato de amilorida nos meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8), 

apresentou-se dentro dos intervalos propostos, assim foi considerado linear uma vez que 

cumpriu todos os requisitos necessários. 

5.3.3 Precisão 

Os resultados da precisão por repetibilidade (intradia) e intermediária (interdia), 

realizados por dois dias nos três meios tamponados, são apresentados nas Tabelas 19, 20 

e 21. 
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Tabela 19: Precisão intradia e interdia do método de quantificação do cloridrato de 

amilorida em FGSSE (pH 1,2) (n = 3) para o estudo de solubilidade. 

 Concentração 

teórica 

(µg/mL) 

Concentração 

experimental média 

(n=3) (µg/mL) 

DPR (%) precisão 

intradia 

Análise 1° dia 35,0 

65,0 

95,0 

35,05 

65,51 

94,50 

0,88 

0,53 

0,80 

Análise 2° dia 35,0 

65,0 

95,0 

35,24 

65,17 

95,53 

1,28 

0,99 

1,73 

 DPR (%) precisão interdia 

Análise 1° dia x 2° dia 35,0 

65,0 

95,0 

1,03 

0,77 

1,35 

 

   DPR: Desvio padrão relativo 

 

Tabela 20: Precisão intradia e interdia do método de quantificação do cloridrato de 

amilorida em TA (pH 4,5) (n = 3) para o estudo de solubilidade. 

 Concentração 

teórica 

(µg/mL) 

Concentração 

experimental média 

(n=3) (µg/mL) 

DPR (%) precisão 

intradia 

Análise 1° dia 220,0 

370,0 

520,0 

221,78 

378,37 

520,40 

3,05 

0,86 

0,89 

Análise 2° dia 220,0 

370,0 

520,0 

221,28 

371,57 

521,92 

1,78 

0,57 

0,30 

 DPR (%) precisão interdia 

Análise 1° dia x 2° dia 220,0 

370,0 

520,0 

2,24 

1,19 

0,27 

 

   DPR: Desvio padrão relativo 
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Tabela 21: Precisão intradia e interdia do método de quantificação do cloridrato de 

amilorida em SESSE (pH 6,8) (n = 3) para o estudo de solubilidade. 

 Concentração 

teórica 

(µg/mL) 

Concentração 

experimental média 

(n=3) (µg/mL) 

DPR (%) precisão 

intradia 

Análise 1° dia 10,0 

30,0 

50,0 

10,07 

30,74 

50,46 

1,31 

3,73 

3,15 

Análise 2° dia 10,0 

30,0 

50,0 

10,07 

30,26 

50,98 

0,74 

2,03 

2,76 

 DPR (%) precisão interdia 

Análise 1° dia x 2° dia 10,0 

30,0 

50,0 

0,95 

2,83 

2,71 

 

   DPR: Desvio padrão relativo 

A Resolução N° 899 da Anvisa preconiza que os resultados da precisão intradia e 

interdia devem apresentar valores de desvio padrão relativo (DPR%) inferiores a 5,0% 

(BRASIL, 2003c). Os dados apresentados mostram que os resultados aqui obtidos estão 

de acordo com o preconizado por esta Resolução.  

5.3.4 Exatidão 

Nas Tabelas 22, 23 e 24 são apresentados os resultados da exatidão intradia e 

interdia para os meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8), respectivamente. 
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Tabela 22: Exatidão intradia e interdia do método de quantificação do cloridrato de 

amilorida em FGSSE (pH 1,2) (n = 3) para o estudo de solubilidade. 

 Concentração 

teórica 

(µg/mL) 

Concentração 

experimental média 

(n=3) (µg/mL) 

Exatidão (%) 

intradia 

Análise 1° dia 35,0 

65,0 

95,0 

35,05 

65,51 

94,50 

100,14 

100,79 

99,47 

Análise 2° dia 35,0 

65,0 

95,0 

35,24 

65,17 

95,53 

100,70 

100,26 

100,56 

 Exatidão (%) interdia 

Análise 1° dia x 2° dia 35,0 

65,0 

95,0 

100,42 

100,53 

100,01 

 

 

 

Tabela 23: Exatidão intradia e interdia do método de quantificação do cloridrato de 

amilorida em TA (pH 4,5) (n = 3) para o estudo de solubilidade. 

 Concentração 

teórica 

(µg/mL) 

Concentração 

experimental média 

(n=3) (µg/mL) 

Exatidão (%) 

intradia 

Análise 1° dia 220,0 

370,0 

520,0 

221,78 

378,37 

520,40 

100,81 

102,26 

100,07 

Análise 2° dia 220,0 

370,0 

520,0 

221,28 

371,57 

521,92 

100,58 

100,42 

100,37 

 Exatidão (%) interdia 

Análise 1° dia x 2° dia 220,0 

370,0 

520,0 

100,69 

101,34 

100,22 
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Tabela 24: Exatidão intradia e interdia do método de quantificação do cloridrato de 

amilorida em SESSE (pH 6,8) (n = 3) para o estudo de solubilidade. 

 Concentração 

teórica 

(µg/mL) 

Concentração 

experimental média 

(n=3) (µg/mL) 

Exatidão (%) 

intradia 

Análise 1° dia 10,0 

30,0 

50,0 

10,07 

30,74 

50,46 

100,74 

102,47 

100,92 

Análise 2° dia 10,0 

30,0 

50,0 

10,07 

30,26 

50,98 

100,76 

100,89 

101,96 

 Exatidão (%) interdia 

Análise 1° dia x 2° dia 10,0 

30,0 

50,0 

100,75 

101,68 

101,44 

 

 

 

O método analítico para quantificação do cloridrato de amilorida nos meios 

tamponados foi considerado exato, uma vez que apresentou exatidão intradia e interdia 

entre 95,0 e 105,0%, como proposto por KUMAR e colaboradores, 2012. 

5.3.5 Limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) 

Os valores de LD e LQ calculados de acordo com a resolução N° 899 da Anvisa 

(BRASIL, 2003c), são apresentados na Tabela 25. 

Tabela 25: Valores de LD e LQ para o método de quantificação do cloridrato de 

amilorida nos meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8). 

Meios tamponados LD (µg/mL) LQ (µg/mL) 

FGSSE (pH 1,2) 0,34 1,13 

TA (pH 4,5) 2,77 9,25 

SESSE (pH 6,8) 0,16 0,55 

 

Os valores encontrados para o LD e o LQ indicam que os intervalos propostos 

para a avaliação da linearidade em cada um dos meios tamponados estão coerentes, uma 

vez que os menores pontos de cada curva (20 µg/mL – FGSSE; 145 µg/mL – TA e 5 
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µg/mL – SESSE) são superiores ao limite que o método é capaz de quantificar. Além do 

mais, os valores de LD foram inferiores ao LQ, demonstrando que o método é capaz de 

detectar valores bem mais baixos aos de quantificação. 

5.3.6 Robustez 

Os resultados da robustez para o método de quantificação do cloridrato de 

amilorida são apresentados nas Tabelas 26, 27 e 28 para os meios FGSSE (pH 1,2), TA 

(pH 4,5) e SESSE (pH 6,8) respectivamente. As condições do método cromatográfico de 

quantificação do cloridrato de amilorida são indicadas como Nominal. 

Tabela 26: Resultados das concentrações médias e DPR (%) para avaliação da robustez 

do método para quantificação do cloridrato de amilorida no FGSSE (pH 1,2) (n=3). 

Meio FGSSE (pH 1,2) 

Condição Variação Concentração média 

(µg/mL) (n=3) 

DPR(%) 

Fluxo A 0,8 mL/min 63,44  

1,52 Fluxo Nominal 1,0 mL/min 63,90 

Fluxo B 1,1 mL/min 62,03 

Temperatura A 20°C 64,15  

0,35 Temperatura Nominal 25°C 63,90 

Temperatura B 30°C 64,35 

Volume de injeção A 19 µL 61,36  

4,86 Volume de injeção Nominal 20 µL 63,90 

Volume de injeção B 21 µL 67,59 

 

 

Tabela 27: Resultados das concentrações médias e DPR (%) para avaliação da robustez 

do método para quantificação do cloridrato de amilorida no TA (pH 4,5) (n=3). 

Meio TA (pH 4,5) 

Condição Variação Concentração média 

(µg/mL) (n=3) 

DPR(%) 

Fluxo A 0,8 mL/min 371,10  

3,00 

 

Fluxo Nominal 1,0 mL/min 379,19 

Fluxo B 1,1 mL/min 357,27 

Temperatura A 20°C 385,66  

1,42 

 

Temperatura Nominal 25°C 379,19 

Temperatura B 30°C 374,89 

Volume de injeção A 19 µL 367,74  

4,84 

 

Volume de injeção Nominal 20 µL 379,19 

Volume de injeção B 21 µL 404,10 
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Tabela 28: Resultados das concentrações médias e DPR (%) para avaliação da robustez 

do método para quantificação do cloridrato de amilorida no SESSE (pH 6,8) (n=3). 

Meio SESSE (pH 6,8) 

Condição Variação Concentração média 

(µg/mL) (n=3) 

DPR(%) 

Fluxo A 0,8 mL/min 26,14  

4,44 

 

Fluxo Nominal 1,0 mL/min 28,19 

Fluxo B 1,1 mL/min 26,11 

Temperatura A 20°C 28,52  

1,86 

 

Temperatura Nominal 25°C 28,19 

Temperatura B 30°C 29,23 

Volume de injeção A 19 µL 27,10  

5,23 

 
Volume de injeção Nominal 20 µL 28,19 

Volume de injeção B 21 µL 30,04 

 

A análise dos resultados da robustez, mostra que para os três meios tamponados 

os valores de DPR para a variação da temperatura foram menores que 2%.  

Para o meio FGSSE (pH 1,2) podemos notar que, além da variação da temperatura, 

a variação do fluxo também apresentou um valor de DPR inferior a 2%, porém o valor do 

DPR para a alteração do volume de injeção foi superior a 2%. 

Tanto para o meio TA (pH 4,5) quanto para o SESSE (pH 6,8) somente a alteração 

da temperatura apresentou DPR inferior a 2%. A variação de fluxo e do volume de injeção 

apresentaram valores de DPR acima de 2%. 

Esses resultados demonstram a necessidade do controle rigoroso do fluxo e do 

volume de injeção para o método de quantificação do cloridrato de amilorida nos meios 

tamponados para a obtenção de resultados seguros e reprodutíveis. 

5.4 Validação do método analítico para quantificação do cloridrato de amilorida no 

estudo dos perfis de dissolução de produtos 

5.4.1 Seletividade 

Na Figura 18 são apresentados os cromatogramas de uma solução contendo 

hidroclorotiazida (500 μg/mL) nos meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 

6,8) obtidos no método validado neste trabalho. 
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Figura 18: Cromatogramas obtidos para soluções do hidroclorotiazida em A: FGSSE 

(pH 1,2); B: TA (pH 4,5) e C: SESSE (pH 6,8). Concentração de 500 µg/mL, nas 

condições definidas para o método de quantificação do cloridrato de amilorida por 

CLAE-UVʎ=223nm. 

 

Nas Figuras 19, 20 e 21 são apresentados os cromatogramas obtidos da injeção de 

amostas diluídas de cloridrato de amilorida (45 μg/mL) e hidroclorotiazida (500 μg/mL) 

após a exposição ao calor seco de 90°C por seis horas no meio FGSSE (pH 1,2), TA (pH 

4,5) e SESSE (pH 6,8), respectivamente. 



74 

 

Figura 19: Cromatogramas das amostras das soluções diluídas de cloridrato de 

amilorida (45 μg/mL) ʎ=362nm (A) e hidroclorotiazida (500 μg/mL) ʎ=223nm. (B) no 

meio FGSSE (pH 1,2).obtidos após exposição ao calor seco de 90°C por 6 horas. 

 

 

Figura 20: Cromatogramas das amostras das soluções diluídas de cloridrato de 

amilorida (45 μg/mL) ʎ=362nm (A) e hidroclorotiazida (500 μg/mL) ʎ=223nm (B) no 

meio TA (pH 4,5) obtidos após exposição ao calor seco de 90°C por 6 horas. 

 

HCT: Hidroclorotiazida 

Pico do cloridrato de amilorida 

Pico HCT 

Pico HCT 

HCT: Hidroclorotiazida 

Pico do cloridrato de amilorida 
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Figura 21: Cromatogramas das amostras das soluções diluídas de cloridrato de 

amilorida (45 μg/mL) ʎ=362nm (A) e hidroclorotiazida (500 μg/mL) ʎ=223nm (B) no 

meio SESSE (pH 6,8) obtidos após exposição ao calor seco de 90°C por 6 horas. 

 

Para confirmação da seletividade do método ao utilizar os dois fármacos, foi 

realizada a análise da pureza de pico por meio do detector DAD, após as soluções diluídas 

serem colocadas nas condições para degradação forçada. Nas Figuras 22, 23 e 24 estão 

apresentados os resultados obtidos para a pureza de pico do cloridrato de amilorida e 

hidroclorotiazida nos meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8), 

respectivamente. 

Pico HCT 

Pico cloridrato 

de amilorida 

HCT: Hidroclorotiazida 

HCT: Hidroclorotiazida 

Pico HCT 

Pico cloridrato  

de amilorida 
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Figura 22: Análise das purezas de pico das amostras das soluções diluídas do cloridrato 

de amilorida (A) e hidroclorotiazida (B) em meio FGSSE (pH 1,2) expostas ao calor 

seco de 90°C por 6 horas. Análises obtidas pelo software Empower 2 – Waters®. 
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Figura 23: Análise das purezas de pico das amostras das soluções diluídas do cloridrato 

de amilorida (A) e hidroclorotiazida (B) em meio TA (pH 4,5) expostas ao calor seco de 

90°C por 6 horas. Análises obtidas pelo software Empower 2 – Waters®. 
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Figura 24: Análise das purezas de pico das amostras das soluções diluídas do cloridrato 

de amilorida (A) e hidroclorotiazida (B) em meio SESSE (pH 6,8) expostas ao calor 

seco de 90°C por 6 horas. Análises obtidas pelo software Empower 2 – Waters®. 

 

Pode ser observado que as linhas referentes aos ângulos de pureza (linha verde) 

estão abaixo da linha do ângulo limite (linha azul) para os meios tamponados, indicando 

assim que os picos de interesse não estão sendo eluídos em conjunto com nenhum produto 

de degradação presente na amostra. 

Na Tabela 29 estão apresentados os valores obtidos para os ângulos de pureza e 

limite, referente a análise da pureza dos picos do cloridrato de amilorida e 

hidroclorotiazida (Figuras 22, 23 e 24). Para que possamos concluir a pureza dos picos, 

os valores dos ângulos de pureza devem ser menores que os valores dos ângulos limite, 

para cada um dos picos nos três meios tamponados. 
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Tabela 29: Resultados da análise de pureza de pico das soluções diluídas do 

cloridrato de amilorida e hidroclorotiazida nos meios FGSSE (pH 1,2), no TA (pH 

4,5) e no SESSE (pH 6,8). 

Meios 

tamponados 
Substância 

Ângulo de 

pureza 
Ângulo limite 

FGSSE (pH 1,2) 
Cloridrato de amilorida 0,086 0,279 

Hidroclorotiazida 0,098 0,283 

TA (pH 4,5) 
Cloridrato de amilorida 0,554 0,719 

Hidroclorotiazida 0,137 0,312 

SESSE (pH 6,8) 
Cloridrato de amilorida 0,845 1,015 

Hidroclorotiazida 0,201 0,385 

 

Os valores dos ângulos de pureza e ângulos limites apresentados na Tabela 29, 

mostram que o método aplicado é seletivo, pois em todos os meios tamponados o valor 

do ângulo de pureza foi menor que o valor do ângulo limite. 

5.4.2 Linearidade 

A seguir são mostradas as curvas analíticas médias e os gráficos de resíduos das 

regressões lineares obtidas pelo método de quantificação do cloridrato de amilorida nos 

meios FGSSE (pH 1,2) (Figuras 25 e 26), TA (pH 4,5) (Figuras 27 e 28) e SESSE (pH 

6,8) (Figuras 29 e 30). Cada ponto da curva analítica representa a média de três 

determinações. 
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Figura 25: Curva analítica para quantificação do cloridrato de amilorida no perfil de 

dissolução no meio FGSSE (pH 1,2) por CLAE-UV, fluxo 1,0 mL/min, Água 

acidificada:Acetonitrila (90:10 V/V) para o estudo de dissolução (n=3). 

 

  

 

 

 

 

 

Figura 26: Gráfico de resíduos da regressão linear do método de quantificação do 

cloridrato de amilorida no perfil de dissolução em FGSSE (pH 1,2) para o estudo de 

dissolução (n=3). 
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Figura 27: Curva analítica para quantificação do cloridrato de amilorida no perfil de 

dissolução no meio TA (pH 4,5) por CLAE-UV, fluxo 1,0 mL/min, Água 

acidificada:Acetonitrila (90:10 V/V) para o estudo de dissolução (n=3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28: Gráfico de resíduos da regressão linear do método de quantificação do 

cloridrato de amilorida no perfil de dissolução em TA (pH 4,5) para o estudo de 

dissolução (n=3). 
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Figura 29: Curva analítica para quantificação do cloridrato de amilorida no perfil de 

dissolução no meio SESSE (pH 6,8) por CLAE-UV, fluxo 1,0 mL/min, Água 

acidificada:Acetonitrila (90:10 V/V) para o estudo de dissolução (n=3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30: Gráfico de resíduos da regressão linear do método de quantificação do 

cloridrato de amilorida no perfil de dissolução em SESSE (pH 6,8) para o estudo de 

dissolução (n=3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O intervalo avaliado se mostrou linear para os três meios tamponados FGSSE (pH 

1,2), TA (4,5) e SESSE (pH 6,8), apresentando coeficientes de determinação (r2) e 

correlação (r) maiores que 0,99, como preconizado pela Resolução Nº 899 (BRASIL, 

2003c). Os parâmetros da regressão linear são mostrados na Tabela 30. 
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Tabela 30: Parâmetros da regressão linear do método analítico de quantificação do 

cloridrato de amilorida no estudo de dissolução de produtos em FGSSE (pH 1,2), TA 

(pH 4,5), SESSE (pH 6,8). Os coeficientes são referentes à reta média das três 

replicatas. 

Parâmetro da regressão FGSSE (pH 1,2) TA (pH 4,5) SESSE (pH 

6,8) 

Coeficiente linear (a) 108388 113250 121214 

Coeficiente angular (b) -16450 -13431 -13198 

Coeficiente de determinação (r²) 0,999 0,999 0,999 

Coeficiente de correlação (r) 0,999 0,999 0,999 

 

Foram também avaliadas as premissas relativas a regressão (normalidade, 

homoscedasticidade e independência) bem como a significância da regressão e o desvio 

de linearidade utilizando o teste de ANOVA. 

Os gráficos de resíduos são apresentados nas Figuras 26, 28 e 30. Os resíduos da 

regressão linear foram avaliados por meio do teste padronizado de Jacknife. Em cada um 

dos meios tamponados, podemos observar pela análise dos gráficos de resíduos, que eles 

estão aleatoriamente distribuídos ao longo do eixo zero, não demonstrando tendências 

sistemáticas.  

 As premissas dos resíduos (normalidade, homoscedasticidade e independência) 

foram analisadas pelos testes de Ryan Joiner, Brown-Forsythe e Durbin-Watson. A 

Tabela 31 apresenta os resultados das premissas, bem como da significância da regressão 

e o desvio da linearidade. 
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Tabela 31: Valores encontrados para as premissas dos resíduos da regressão linear, 

significância da regressão e desvio da linearidade, provenientes da análise das curvas 

analíticas obtidas para os meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5), SESSE (pH 6,8) no 

estudo de dissolução. 

Avaliação Valor de referência FGSSE  

(pH 1,2) 

TA  

(pH 4,5) 

SESSE  

(pH 6,8) 

Normalidade 

          

Maior que 0,9567 0,9797 0,9881 0,9580 

Homoscedasticidade 

 

Menor que 2,120  0,4900 0,3670 0,066 

Independência 

          

Entre e 1,3907 e 

2,6092 

1,4437 1,5374 1,8309 

Significância da 

regressão 

Maior que 4,4939 18785,60 18876,95 21121,14 

Desvio de linearidade Menor que 3,2591 3,151 2,365 2,274 

 

 Ao analisar os dados apresentados na Tabela 31, pode ser observado que o método 

de quantificação do cloridrato de amilorida no estudo de dissolução de produtos, nos 

meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8), apresentou-se dentro dos 

intervalos propostos, assim foi considerado linear uma vez que cumpriu todos os 

requisitos necessários. 

5.4.3 Precisão 

 Os resultados da precisão por repetibilidade (intradia) e intermediária (interdia), 

realizados por dois dias nos três meios tamponados, são apresentados nas Tabela 32. 
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Tabela 32: Precisão intradia e interdia do método de quantificação do cloridrato de amilorida no estudo de dissolução de produtos nos meios 

FGSSE, TA e SESSE (n=3). 

 

Concentração 

teórica 

(µg/mL) 

Concentração 

experimental 

média (n=3) 

(µg/mL) FGSSE 

(pH 1,2) 

DPR (%) 

precisão 

intradia 

Concentração 

experimental 

média (n=3) 

(µg/mL) TA 

(pH 4,5) 

DPR (%) 

precisão 

intradia 

Concentração 

experimental 

média (n=3) 

(µg/mL) SESSE 

(pH 6,8) 

DPR (%) 

precisão 

intradia 

Análise 1º dia 

0,5 0,53 1,53 0,52 2,99 0,51 1,48 

3,0 2,98 2,46 2,99 1,53 2,98 4,96 

7,0 7,08 1,56 7,03 1,18 7,06 2,16 

Análise 2º dia 
 0,52 0,98 0,50 4,22 0,51 1,21 

 2,99 1,38 2,94 3,81 3,03 0,81 

 7,07 2,03 7,02 0,84 7,03 0,96 

  DPR (%) precisão interdia     

  FGSSE (pH 1,2) TA (pH 4,5) SESSE (pH 6,8)   

Análise 1º dia x 2º 

dia 

0,5 1,15 3,7 1,23    
3 1,79 2,76 3,29    
7 1,62 0,92 1,51    

DPR: Desvio padrão relativo
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 Os dados apresentados mostram que o DPR% para os três meios tamponados estão 

inferiores a 5,0%, demostrando assim, que o intervalo avaliado é preciso (BRASIL, 

2003c). 

5.4.4 Exatidão 

 Na Tabela 33 é apresentado os resultados da exatidão intradia e interdia para os 

meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8), respectivamente. 
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Tabela 33: Exatidão intradia e interdia do método de quantificação do cloridrato de amilorida no estudo de dissolução de produtos nos meios 

FGSSE, TA e SESSE (n=3). 

 

Concentração 

teórica 

(µg/mL) 

Concentração 

experimental 

média (n=3) 

(µg/mL) FGSSE 

(pH 1,2) 

Exatidão 

intradia 

(%) 

Concentração 

experimental 

média (n=3) 

(µg/mL) TA 

(pH 4,5) 

Exatidão 

intradia 

(%) 

Concentração 

experimental 

média (n=3) 

(µg/mL) SESSE 

(pH 6,8) 

Exatidão 

intradia (%) 

Análise 1º dia 

0,5 0,52 104,99 0,52 104,86 0,51 103,92 

3,0 2,98 99,45 2,99 99,97 2,98 99,52 

7,0 7,08 101,21 7,03 100,54 7,03 100,48 

Análise 2º dia 
 0,52 104,93 0,50 101,54 0,51 103,49 

 2,98 99,52 2,94 98,22 3,03 101,24 

 7,07 7,07 7,02 100,35 7,03 100,48 

  Exatidão (%) interdia     

  FGSSE (pH 1,2) TA (pH 4,5) SESSE (pH 6,8)   

Análise 1º dia x 2º 

dia 

0,5 104,96 103,20 103,71    
3 99,52 99,09 100,38    
7 101,11 100,44 100,68    
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O método analítico para quantificação do cloridrato de amilorida no estudo de 

dissolução de produtos nos meios tamponados foi considerado exato, pois apresentou 

exatidão intradia e interdia entre 95,0 e 105,0% (KUMAR et al., 2012). 

5.5 Estudo de solubilidade em equilíbrio 

Com relação às quantidades de matéria prima utilizadas nos estudos de 

solubilidade, a literatura científica ainda não relata diretrizes que indicam a quantidade 

de substância a ser utilizada. Neste trabalho pode ser observado que as quantidades são 

diferentes nos três meios tamponados avaliados (7,0 mg, 42,0 mg e 2,0 mg). BAKA e 

colaboradores em 2008 avaliaram se a quantidade de substância adicionada aos meios 

tamponados pode influenciar no valor da solubilidade. Os resultados encontrados 

indicaram que a solubilidade em equilíbrio não depende da quantidade de excesso de 

sólido que é adicionado em cada meio. 

O resultado encontrado na avaliação da solubilidade em equilíbrio do cloridrato 

de amilorida no meio FGSSE (pH 1,2) é apresentado na Figura 31.  

Figura 31: Perfil médio de solubilidade do cloridrato de amilorida, obtido pelo método 

da agitação orbital em frasco no meio FGSSE (pH 1,2). Resultado obtido da média de 

três determinações (n=3). 

 

Ao avaliar os dados da Figura 31 é possível verificar que a solubilidade da 

amilorida no meio FGSSE (pH 1,2) foi de 590,11 µg/mL e sendo o equilíbrio entre as 

fases atingido após 7 horas do início do experimento. Como a maior concentração de 

cloridrato de amilorida comercializada em FFSOLI disponíveis no mercado é de 5 mg, a 

razão Dose/Solubilidade, determinada pela Equação 1, é de 8,5 mL (< 250 mL), indicando 

que o fármaco é de alta solubilidade nesse meio tamponado. O desvio padrão relativo foi 
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calculado e os valores encontrados foram menores do que 5%, o que é preconizado pela 

Anvisa (BRASIL, 2011a). 

Para o meio TA (pH 4,5) o resultado encontrado para o estudo de solubilidade em 

equilíbrio do cloridrato de amilorida é mostrados na Figura 32.  

Figura 32: Perfil médio de solubilidade do cloridrato de amilorida, obtido pelo método 

da agitação orbital em frasco no meio TA (pH 4,5). Resultado obtido da média de três 

determinações (n=3). 

 

Ao analisar os dados da Figura 32 é possível verificar que a solubilidade da 

amilorida no meio TA (pH 4,5) foi de 3072,44 µg/mL e sendo o equilíbrio entre as fasers 

atingido após 7 horas do início do experimento. Como a maior concentração de cloridrato 

de amilorida comercializada em FFSOLI disponíveis no mercado é de 5 mg, a razão 

Dose/Solubilidade, determinada pela Equação 1 é de 1,6 mL (< 250 mL), indicando que 

o fármaco é de alta solubilidade nesse meio tamponado. O desvio padrão relativo foi 

calculado e os valores encontrados foram menores do que 5%, o que é preconizado pela 

Anvisa (BRASIL, 2011a). 
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A Figura 33 apresenta o resultado do estudo de solubilidade em equilíbrio do 

cloridrato de amilorida no meio SESSE (pH 6,8).  

Figura 33: Perfil médio de solubilidade do cloridrato de amilorida, obtido pelo método 

da agitação orbital em frasco no meio SESSE (pH 6,8). Resultado obtido da média de 

três determinações (n=3). 

 

Ao analisar os dados da Figura 33 é possível verificar que a solubilidade da 

amilorida no meio SESSE (pH 6,8) foi de 168,66 µg/mL e sendo o equilíbrio entre as 

fases atingido após 7 horas do início do experimento. Como a maior concentração de 

cloridrato de amilorida comercializada em FFSOLI disponíveis no mercado é de 5 mg, a 

razão Dose/Solubilidade, determinada pela Equação 1 é de 29,6 mL (< 250 mL), 

indicando que o fármaco é de alta solubilidade nesse meio tamponado. O desvio padrão 

relativo foi calculado e os valores encontrados foram menores do que 5%, o que é 

preconizado pela Anvisa (BRASIL, 2011a). 

A Tabela 34 apresenta concomitantemente os resultados encontrados no estudo de 

solubilidade em equilíbrio do cloridrato de amilorida nos três meios tamponados 

avaliados. 

Tabela 34: Valores de solubilidade e a relação Dose/Solubilidade para o estudo de 

solubilidade em equilíbrio do cloridrato de amilorida nos meios tamponados. 

Meio tamponado Solubilidade (µg/mL) Relação D/S (mL) 

FGSSE (pH 1.2) 590,11 8,5 

TA (pH 4.5) 3072,44 1,6 

SESSE (pH 6.8) 168,66 29,6 
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Um dos critérios para bioisentar um novo produto utilizando o SCB como critério 

é que o fármaco nele contido apresente estabilidade em todas as condições experimentais 

utilizadas durante o tempo de realização do experimento de solubilidade (BRASIL, 

2011a). Ao observar os perfis médios de solubilidade (Figuras 31, 32 e 33) do cloridrato 

de amilorida nos três meios tamponados, pode-se notar que as concentrações se 

mostraram constante, ou seja, o fármaco se mostrou estável durante as 12 horas de 

experimento. 

As informações de solubilidade encontradas na literatura apontam o cloridrato de 

amilorida como um fármaco de alta solubilidade (KASSIM, et al., 2003; LINDENBERG 

et al., 2004. No entanto, os dados experimentais não foram realizados nas condições 

adequadas para uma segura decisão de bioisenção, ou seja, temperatura de 37 °C na faixa 

de pH 1-6,8, como recomendado pelas agências regulatórias mundiais. 

Assim, os resultados encontrados neste trabalho contribuem para a definição da 

classificação do cloridrato de amilorida como um fármaco de alta solubilidade, na medida 

em que assim se comportou nos três meios tamponados avaliados – FGSSE (pH 1,2), TA 

(pH 4,5) e SESSE (pH 6,8). Dessa forma, podemos afirmar que o cloridrato de amilorida 

é um fármaco de alta solubilidade segundo o SCB (classe I ou III).  

5.6 Permeabilidade do cloridrato de amilorida 

No quadro 1 estão apresentados os resultados dos estudos de permeabilidade do 

cloridrato de amilorida encontrados por meio de revisão da literatura. 

Quadro 1: Estudos de permeabilidade do cloridrato de amilorida encontrados na 

literatura. 

Autor Ano Método utilizado Resultados 

Lennernãs, et al. 2002 
Perfusão intestinal 

humana 

Alta permeabilidade (>90%).  

Peff 1,6x10-4 cm/s 

Bergstrom et al. 2003 
Permeabilidade in vitro 

células Caco-2 

Permeabilidade intermediária 

0,32± 0,04 x 106 cm/s 

Kassim et al. 2003 Permeabilidade in silico 
Baixa permeabilidade logP -0,73 e 

CLogP -0,55 

Reis et al. 2010 

Método PAMPA e 

permeabilidade in vitro 

células Caco-2 

Não foram obtidos dados na 

literatura para classificar o 

cloridrato de amilorida 

 Peff: Permeabilidade efetiva / LogP: coeficiente de partição n-octanol/água 
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Os fármacos da classe I e III possuem alta solubilidade e o que os diferencia é a 

permeabilidade (classe I – alta permeabilidade / classe III – baixa permeabilidade). Ao 

serem avaliados os dados encontrados na literatura, acerca da permeabilidade do 

cloridrato de amilorida pode-se observar que não há consenso para uma clara definição 

quanto ao tema. Foram encontrados quatro estudos que abrem possibilidades para alta, 

intermediária e baixa permeabilidade do fármaco em questão. (Quadro 1). No entanto, 

deve ser ressaltado que esses estudos foram realizados por diferentes modelos e, 

consequentemente, distintas condições experimentais.  

Os estudos in silico utilizam uma técnica vantajosa no processo de descoberta de 

novos fármacos, porém apresenta algumas desvantagens como o fato de não haver base 

de dados suficientemente adequada com informações confiáveis (BALIMANE; CHONG; 

MORRISON, 2000). Os estudos in vitro são úteis para avaliar a permeabilidade de 

fármacos, porém possuem limitações, como elevado tempo de incubação das células, 

podendo gerar aumento do risco de contaminação microbiana (BALIMANE; CHONG; 

MORRISON, 2000). Por outro lado, os modelos in vivo são considerados pelas agências 

reguladoras mundiais como a melhor condição representativa do processo de absorção do 

fármaco, em detrimento dos dados in vitro e aos modelos em animais (FDA, 2015; WHO, 

2015).  

Neste contexto, optou-se no presente trabalho por considerar o resultado do estudo 

realizado em humanos por Lennernãs e colaboradores em 2002, que relata o cloridrato de 

amilorida como um fármaco de alta permeabilidade. Assim, o cloridrato de amilorida 

pode ser definido como de altas solubilidade e permeabilidade, ou seja, classe I do SCB.  

5.7 Avaliação dos medicamentos contendo cloridrato de amilorida 

5.7.1 Avaliação dos excipientes utilizados nos medicamentos contendo cloridrato de 

amilorida 

No Brasil o cloridrato de amilorida é comercializado somente em associação ao 

hidroclorotiazida. No Quadro 2 estão apresentados estes medicamentos indicando se são: 

referência, genérico ou similar, bem como as dosagens disponíveis. 
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Quadro 2: Relação de medicamentos contendo o cloridrato de amilorida 

disponíveis no mercado brasileiro. 

Medicamento 

Dosagens 

(Hidroclorotiazida+Cloridrato de 

amilorida) 

Quantidade de 

medicamentos  

Referência 25mg+2,5mg / 50mg+5mg 1 

Genérico 25mg+2,5mg / 50mg+5mg 2 

Similar 25mg+2,5mg / 50mg+5mg 2 

 

Pela análise do Quadro 2 podemos observar que no mercado brasileiro, estão 

disponíveis duas dosagens de medicamentos contendo o cloridrato de amilorida, e que 

existe um medicamento referência, dois genéricos e dois similares de cada dosagem 

registrados na Anvisa.  

No Quadro 3 estão descritos os excipientes presentes nos produtos disponíveis no 

mercado brasileiro contendo hidroclorotiazida e cloridrato de amilorida. Os 

medicamentos referência, genérico 1 e similar 1 foram utilizados neste trabalho para 

avaliação do perfil de dissolução do fármaco em questão. 
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Quadro 3: Excipientes presentes nos produtos contendo cloridrato de amilorida disponíveis no mercado brasileiro. 

Medicamento Função 
Produtos 

Referência Genérico 1 Genérico 2 Similar 1 Similar 2 

Lactose Diluente X X X  X 

Fosfato de cálcio 

dibásico 
Diluente X X X  X 

Amido de milho Diluente/Desintegrante X X X X X 

Amido de milho 

pré-gelatinizado 
Aglutinante X X    

Goma-guar Desintegrante/Aglutinante X     

Estearato de 

magnésio 
Lubrificante X X X X X 

Corante amarelo 

laca alumínio 
  X X X X X 

Amidoglicolato de 

sódio 
Desintegrante  X X X  

Bicarbonato de 

sódio 
Alcalinizante  X X   

Laurilsulfato de 

sódio 
Lubrificante  X X  X 

Cellactose Diluente/Aglutinante    X  
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Medicamento Função 
  

Produtos 
  

  Referência Genérico 1 Genérico 2 Similar 1 Similar 2 

Celulose 

microcristalina 
Diluente/Desintegrante    X  

Dióxido de silício Desintegrante    X  

Povidona Desintegrante/Aglutinante    X X 

Croscarmelose Desintegrante     X 

Água purificada   X X   X 

Álcool etílico    X   X 
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Os excipientes são importantes componentes das formulações farmacêuticas e seu 

uso deve considerar a via de administração, a forma farmacêutica, as características 

físico-químicas do fármaco, a ação terapêutica desejada e os fatores tecnológicos da 

produção (BUENO; RECH, 2009). 

Ao analisar o Quadro 3 é possível observar relativa semelhança entre os 

medicamentos estudados. O medicamento referência, o genérico 2 o similar 1 possuem o 

mesmo número de excipientes (oito excipientes) enquanto o genérico 1 possui a maior 

diversidade (onze excipientes). A variação qualitativa e quantitativa dos excipientes em 

uma formulação pode interferir com o desempenho das formas farmacêuticas 

(BONAMICI, 2009). 

Há três excipientes em comum nos medicamentos:  amido de milho, estearato de 

magnésio e corante laca alumínio. O medicamento genérico 1 possui sete excipientes 

semelhantes ao medicamento referência (lactose, fosfato de cálcio dibásico, amido de 

milho, amido de milho pré-gelatinizado, estearato de magnésio, corante amarelo laca 

alumínio e água purificada) sendo três deles comuns aos demais medicamentos (amido 

de milho, estearato de magnésio e corante laca alumínio).  

Em relação a estes três excipientes comuns aos medicamentos o corante laca 

alumínio tem a função de fornecer cor à formulação; o estearato de magnésio atua como 

lubrificante, com a função de reduzir o atrito entre o pó e as estruturas metálicas durante 

o processo de produção. Caso a quantidade de estearato de magnésio em uma formulação 

estiver acima de 1%, pode ocorrer aumento do tempo de desintegração dos comprimidos 

provocando interferência na velocidade de dissolução. Já o amido de milho atua como 

diluente e desintegrante com função de facilitar a desagregação da massa comprimida, 

aumentar a área superficial e promover a dissolução (BONAMICI, 2009). 

Os medicamentos genérico 1 e 2 possuem em sua composição um excipiente 

crítico, o laurilsulfato de sódio, excipiente utilizado como lubrificante que possui a 

característica de interferir na biodisponibilidade do fármaco (BRASIL, 2011a). No 

contexto da bioisenção, as agências regulatórias preconizam que para o registro de novos 

medicamentos por bioisenção, estes devem possuir excipientes qualitativamente iguais e 

quantitativamente semelhantes ao medicamento referência (EMA, 2010; FDA, 2015).  
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5.7.2 Caracterização geral dos medicamentos 

5.7.2.1 Determinação de peso 

Os resultados da determinação do peso de cada produto analisado e dos valores 

dos desvios percentuais em relação à média estão descritos na Tabela 35. 

Tabela 35: Resultados da determinação de peso realizado com 20 unidades de cada 

produto e os desvios percentuais em relação à média. 

  Referência Genérico Similar 

Unidade Peso (g) 

Desvio 

(%) Peso (g) 

Desvio 

(%) Peso (g) 

Desvio 

(%) 

1 0,24 1,81 0,24 1,54 0,15 -2,85 

2 0,24 1,65 0,24 -0,25 0,16 1,82 

3 0,23 0,63 0,24 -0,45 0,16 2,37 

4 0,23 1,05 0,24 1,42 0,16 2,73 

5 0,24 1,35 0,25 2,89 0,17 3,52 

6 0,23 0,85 0,24 -0,37 0,16 -2,31 

7 0,23 0,42 0,24 0,31 0,16 2,73 

8 0,23 -0,42 0,24 0,19 0,15 -3,28 

9 0,23 1,01 0,24 -1,07 0,16 -2,43 

10 0,23 -0,08 0,24 0,76 0,16 -2,31 

11 0,23 -0,67 0,24 -0,09 0,16 2,49 

12 0,23 -1,18 0,24 0,19 0,16 -2,67 

13 0,23 -1,30 0,24 -1,64 0,17 5,16 

14 0,23 -1,30 0,24 -0,01 0,16 0,48 

15 0,23 -0,37 0,24 0,11 0,15 -8,02 

16 0,23 -0,88 0,24 0,11 0,17 6,13 

17 0,23 -1,47 0,24 -0,45 0,16 2,37 

18 0,23 -0,37 0,24 -0,04 0,15 -3,22 

19 0,23 0,12 0,23 -2,42 0,15 -3,58 

20 0,23 -0,84 0,24 -0,74 0,16 0,85 

Média 0,23   0,24   0,16   

 

Todos os produtos analisados cumpriram o limite especificado na Farmacopeia 

Brasileira 5ª edição, pois os valores não diferem de ± 10,0% em relação ao peso médio 

(BRASIL, 2010b). 
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5.7.2.2 Teste de dureza 

Na Tabela 36 são mostrados os resultados do teste de dureza de cada produto 

analisado. 

Tabela 36: Resultados do teste de dureza realizado com dez unidade de cada produto. 

Dureza (N) 

Unidade Referência Genérico Similar 

1 21,5 73,0 10,5 

2 47,5 24,5 70,0 

3 44,5 12,0 56,5 

4 52,5 15,0 45,0 

5 29,5 88,0 21,5 

6 36,0 150,0 39,5 

7 42,0 12,5 63,5 

8 51,0 130,0 18,0 

9 37,0 71,5 64,0 

10 47,5 108,0 59,0 

Média 40,9 68,5 44,75 

 

O teste de dureza é um parâmetro cujo resultado é apenas informativo (BRASIL, 

2010b). A dureza é uma característica física que garante a integridade do comprimido, 

permitindo que ele suporte choques mecânicos. Sua determinação é importante, uma vez 

que está relacionada com a desintegração e consequentemente com a dissolução do 

fármaco (MESSA, et al., 2014). 

5.7.2.3 Teste de friabilidade 

Os resultados referentes ao teste de friabilidade dos três produtos analisados são 

apresentados na Tabela 37.  
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Tabela 37: Resultados do teste de friabilidade realizado com 20 unidades de cada 

produto e os percentuais de perda. 

 

Todos os três produtos cumprem o teste de friabilidade pois obtiveram perda igual 

ou inferior a 1,5% de seu peso (BRASIL, 2010b). 

5.7.2.4 Teste de desintegração 

Todas as seis unidades de cada um dos produtos analisados se desintegraram 

dentro do limite especificado que é de 30 minutos, utilizando como meio água a 37°C, 

para desintegração de comprimidos não revestidos (BRASIL, 2010b). 

5.7.2.5 Teor 

Os resultados do teste de determinação do teor do cloridrato de amilorida no meio 

TA (pH 4,5) em cada um dos produtos analisados são apresentados na Tabela 38. 

Tabela 38: Resultados da avaliação do teor para os três produtos no meio TA (pH 4,5) 

(n=3) 

 

Como pode ser observado na Tabela 38, a quantidade de fármaco presente nos três 

medicamentos, nas condições experimentais aqui utilizadas, está entre 84 e 99%. Os 

valores preconizados na Farmacopeia Brasileira são de no mínimo, 90,0% e, no máximo, 

110,0% da quantidade declarada de cloridrato de amilorida (BRASIL, 2010b). Dessa 

forma, podemos verificar que somente o medicamento referência atendeu as exigências 

da Farmacopeia Brasileira 5ª edição. 

 

  
Referência  Genérico  Similar  

Peso inicial (g) 

 

4,823 

 

5,088 

 

3,542 

Peso final (g) 

 

4,821 

 

5,085 

 

3,541 

Produtos 

 Concentração 

teórica (µg/mL) 

Concentração 

experimental  (mg/mL) 

Teor 

(%) 

Referência  

5 

4,98 99,62 

Genérico  4,20 84,05 

Similar  4,36 87,24 
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5.8 Perfil de dissolução dos medicamentos contendo cloridrato de amilorida 

Os gráficos dos perfis de dissolução dos três produtos analisados nos meios 

FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8) são mostrados nas Figuras 34, 35 e 36. 

O cálculo da porcentagem dissolvida foi realizado considerando como 100% o teor 

encontrado experimentalmente neste trabalho. 

Figura 34: Perfis de dissolução médios de 12 unidades do cloridrato de amilorida 5 mg 

no meio FGSSE (pH 1,2). A linha tracejada indica 85% de cedência. 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35: Perfis de dissolução médios de 12 unidades do cloridrato de amilorida 5 mg 

no meio TA (pH 4,5). A linha tracejada indica 85% de cedência. 
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Figura 36: Perfis de dissolução médios de 12 unidades do cloridrato de amilorida 5 mg 

no meio SESSE (pH 6,8). A linha tracejada indica 85% de cedência. 

 

Os estudos de dissolução foram realizados mantendo-se as condições 

experimentais que garantem a não saturação do sistema (condição sink) possibilitando 

assim, prever melhor o comportamento in vivo. 

Para que um fármaco possa ser passível de bioisenção em um novo medicamento 

é necessário que, além de possuir alta solubilidade e permeabilidade, sua dissolução 

ocorra de forma rápida, ou seja, 85% dissolvido em 30 minutos (BRASIL, 2011a; EMA 

2010; FDA, 2015; WHO, 2015). Assim, novos produtos contendo o cloridrato de 

amilorida, só poderiam ser bioisentos se a dissolução for rápida (85% em 30 minutos), 

uma vez que pertence a classe I do SCB.  

Neste trabalho pode ser observado que, nas condições utilizadas, no meio FGSSE 

(pH 1,2) os medicamentos genérico e similar obtiveram dissolução rápida (Figura 34). 

Ao analisar a Figura 35, podemos notar que todos os três medicamentos liberaram 85% 

ou mais do fármaco em 30 minutos no meio TA (pH 4,5). Já no meio SESSE (pH 6,8), 

nenhum dos medicamentos apresentou dissolução rápida. 

Nas Tabelas 39, 40 e 41 são apresentadas as médias das porcentagens dissolvidas 

das 12 unidades de cloridrato de amilorida em cada um dos meios FGSSE (pH 1,2), TA 

(pH 4,5) e SESSE (pH 6,8) e os valores da eficiência de dissolução dessas médias.  
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Tabela 39: Resultados médios dos perfis de dissolução de 12 comprimidos de cada um 

dos produtos analisados e da eficiência de dissolução no meio FGSSE (pH 1,2). 

Meio FGSSE (pH 1,2) 

 Referência Genérico Similar 

Tempo % Dissolvida DP % Dissolvida DP % Dissolvida DP 

0 0 0 0 0 0 0 

2 51,00 4,03 26,05 1,82 21,90 9,57 

6 71,46 2,78 79,74 2,35 79,25 12,36 

10 74,37 1,98 86,05 3,50 91,37 4,02 

15 74,87 1,62 89,16 4,02 93,73 3,63 

20 74,63 1,48 91,35 5,76 94,15 3,91 

30 74,28 1,33 93,00 5,02 94,42 3,97 

40 73,61 1,37 93,70 5,42 94,14 4,16 

50 72,86 1,35 93,22 5,36 93,50 4,16 

60 72,14 1,40 94,87 6,20 92,92 4,23 

ED (%) 79,00 66,15 61,88 

 

 

Tabela 40: Resultados médios dos perfis de dissolução de 12 comprimidos de cada um 

dos produtos analisados e da eficiência de dissolução no meio TA (pH 4,5). 

Meio TA (pH 4,5) 

 Referência Genérico Similar 

Tempo % Dissolvida DP % Dissolvida DP % Dissolvida DP 

0 0 0 0 0 0 0 

2 60,88 4,39 29,11 3,78 44,29 9,21 

6 91,26 3,95 93,96 3,75 106,07 4,75 

10 95,14 2,43 103,07 4,63 110,36 4,10 

15 96,52 1,82 105,31 4,78 111,13 5,80 

20 96,63 1,67 106,48 4,51 110,11 5,19 

30 97,22 1,38 106,45 5,11 109,56 5,74 

40 96,85 1,16 105,49 5,38 108,89 6,13 

50 96,03 1,01 105,43 5,19 107,96 6,30 

60 95,46 1,15 106,87 6,21 107,01 7,15 

ED (%) 77,57 64,93 70,48 
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Figura 41: Resultados médios dos perfis de dissolução de 12 comprimidos de cada um 

dos produtos analisados e da eficiência de dissolução no meio SESSE (pH 6,8). 

Meio SESSE (pH 6,8) 

 Referência Genérico Similar 

Tempo % Dissolvida DP % Dissolvida DP % Dissolvida DP 

0 0  0 0 0 0 

2 27,37 4,58 18,18 2,37 22,60 9,85 

6 55,21 8,01 59,08 4,58 67,64 5,00 

10 66,18 11,95 66,89 1,61 76,80 3,91 

15 67,48 5,92 69,75 2,00 80,73 2,96 

20 69,09 6,00 71,43 2,26 82,17 3,50 

30 71,04 5,20 73,15 2,35 83,60 3,61 

40 70,63 4,73 74,01 2,69 84,52 3,82 

50 71,18 4,34 74,60 2,74 84,95 4,39 

60 75,22 0,91 78,38 3,19 86,22 4,60 

ED (%) 65,78 63,48 64,06 

 

Os valores dos resultados médios dos perfis de dissolução dos 12 comprimidos de 

cada produto em cada um dos meios tamponados FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE 

(pH 6,8) foram analisados por ANOVA com posterior teste de Tukey. Os resultados 

indicam que não houve diferença estatística (P<0,05) na dissolução dos três produtos em 

cada meio tamponado. 

Adicionalmente, os valores da eficiência de dissolução das 12 determinações em 

cada meio tamponado também foram analisados por ANOVA com posterior teste de 

Tukey. A eficiência de dissolução é um parâmetro que permite uma comparação mais 

fidedigna entre diferentes produtos, além disso, está relacionada com a quantidade real 

do fármaco que se encontra dissolvida no meio e, dessa forma, pode-se ter um melhor 

prognóstico dos resultados in vivo (SERRA, et al., 2007). 

Os resultados das análises indicam que para o meio FGSSE (pH 1,2) houve 

diferença significativa (P<0,05) na eficiência de dissolução do medicamento genérico e 

similar em relação ao referência. Porém, não houve diferença significativa entre o 

genérico e o similar para este meio tamponado. Já no meio TA (pH 4,5) houve diferença 

significativa (P<0,05) na eficiência de dissolução de todos os medicamentos analisados. 

Já no meio SESSE (pH 6,8) não houve diferença significativa na eficiência de dissolução 

de todos os medicamentos analisados. Nas formas farmacêuticas sólidas, a dissolução 

pode ser influenciada pelas características inerentes ao próprio fármaco e também pela 
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presença de excipientes que atuam favorecendo ou dificultando a dissolução do fármaco 

(FLORENCE; ATTWOOD, 2011). 

Na Figura 37 apresenta uma análise comparativa entre a eficiência de dissolução 

dos produtos analisados em cada meio tamponado. 

Figura 37: Eficiência de dissolução de 12 unidades de cloridrato de amilorida de 5 mg 

nos meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 4,5) e SESSE (pH 6,8). Os dados foram analisados 

por ANOVA com teste de Tukey. Valores de P<0,05 foram considerados significativos. 

 

 

 

 

 

 

 

O cloridrato de amilorida apresentou maior solubilidade no meio TA (pH 4,5) e 

neste mesmo meio foi observado que todos com produtos obtiveram dissolução rápida, 

apesar de haver diferença significativa na análise estatística entre os produtos.  

5.9. Bioisenção de medicamentos contendo o Cloridrato de Amilorida 

No Brasil, os medicamentos contendo cloridrato de amilorida estão disponíveis 

no mercado somente em associação com o hidroclotiazida. Medicamentos com fármacos 

em associação somente podem ser bioisentos se todos os componentes ativos pertencerem 

a classe I ou III do SCB (FDA, 2015). Neste contexto, novos medicamentos com esta 

associação não poderão ser registrados por bioisenção, uma vez que a hidroclorotiazida 

tem sido relatada como um fármaco pertencente a classe IV do SCB (LÖBENBERG et 

al., 2000).  

Por outro lado, deve ser ressaltado que em outros países há a comercialização de 

medicamentos contendo somente o cloridrato de amilorida. Para um fármaco ser bioisento 



105 

 

é necessário que ele apresente altas solubilidade e permeabilidade, possua dissolução 

rápida (85 % em 30 minutos), que os excipientes sejam qualitativamente iguais e 

quantitativamente semelhantes, possuam farmacocinética linear, sejam estáveis nos 

líquidos do trato grastrointestinal e que possua ampla faixa terapêutica e ausência de 

evidências documentadas de bioinequivalência (FDA, 2015, BRASIL, 2016). Assim, 

pode-se inferir que novos medicamentos contendo somente o cloridrato de amilorida 

poderão ser bioisentos, desde que todos critérios para a bioisenção sejam comprovados.  
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS  

Foram desenvolvidos métodos para quantificação do cloridrato de amilorida por 

CLAE-UV nos estudos de solubilidade e dissolução.  O tempo de retenção do fármaco 

nas condições experimentais mostrou-se adequado para as análises desejadas. Os métodos 

foram validados e se mostraram adequados quanto aos parâmetros linearidade, precisão, 

exatidão e seletividade nas faixas de concentrações estabelecidas. A avaliação da 

robustez, por sua vez, mostrou ser necessário um controle do fluxo e do volume de 

injeção. 

O estudo de solubilidade pelo método da agitação orbital em frasco demonstrou 

que o cloridrato de amilorida possui alta solubilidade, confirmando os relatos da 

literatura, porém agora atestando a realização dos experimentos nas condições exigidas 

para alocação em uma das classes do SCB, ou seja, nos meios FGSSE (pH 1,2), TA (pH 

4,5) e SESSE (pH 6,8) a 37 °C. Foi encontrado na literatura um estudo de permeabilidade 

realizado em modelo de perfusão intestinal humana que demonstrou ser o cloridrato de 

amilorida um fármaco de alta permeabilidade (absorção intestinal >90%) (LENNERNÃS 

et al., 2002). Levando-se em consideração estes resultados o cloridrato de amilorida pode 

ser alocado como um fármaco pertencente a classe I do SCB.  

Neste trabalho foi comprovado que o fármaco possui alta solubilidade, 

estabilidade nos líquidos semelhantes ao trato gastrointestinal; adicionalmente foi 

encontrado na literatura trabalho que identifica o fármaco como de alta permeabilidade 

por meio de estudo em humanos. Sendo assim, novos produtos contendo o cloridrato de 

amilorida poderão ser bioisentos se atenderem aos demais critérios relatados como 

necessários.  

  



107 

 

REFERÊNCIAS 

ALLEN JR. L. V.; POPOVICH N. G.; ANSEL, H. C.; Comprimidos. In: Formas 

Farmacêuticas e Sistemas de Liberação de fármacos. 9ª ed. Porto Alegre: Editora 

Artmed, p. 248-282, 2013. 

 

AMIDON, G. L. et al. A theoretical basis for a Biopharmaceutics Drug Classification: 

The correlation of in vitro drug product dissolution and in vivo bioavailability. 

Pharmaceutical Research, 12, p. 413–420, 1995. 

 

AMORIM, S. R.; KLIER, A. H.; ANGELIS, L. H. Controle de qualidade na indústria 

farmacêutica: identificação de substâncias por espectroscopia no infravermelho. Revista 

Brasileira de Farmácia, 94 (3): 234-243, 2013. 

 

ARAGÃO, N. M.; VELOSO, M. C. C.; ANDRADE, J. B. Validação de métodos 

cromatográficos de análise - um experimento de fácil aplicação utilizando cromatografia 

líquida de alta eficiência (CLAE) e os princípios da “química verde” na determinação de 

metilxantinas em bebidas. Química Nova, 32, N°. 9 2476 – 2481, 2009. 

 

ARIETA, A. G.; GORDON, J.; GWAZA, L.; SANJUAN, V. M.; ÁLVAREZ, C.; 

TORRADO, J. J.; Agitation rate and time for complete dissolution in BCS biowaivers 

based on investigation of a BCS biowaiver for dexketoprofen tablets. Molecular 

Pharmaceutics, 12, 3194−3201, 2015. 

 

BAKA, E.; COMER, J. E. A.; NOVÁK, K. T. Study of equilibrium solubility 

measurement by saturation shake-flask method using hidrochlorothiazide as model 

compound. Jounal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 46, 335-341, 2008. 

 

BALIMANE, P. V.; CHONG, S.; MORRISON, R. A. Current methodologies used for 

evaluation of intestinal permeability and absorption. Journal of Pharmacological and 

Toxicological Methods, 44, p. 301-312, 2000. 

 

BEERMANN, B. Aspects on pharmacokinetics of some diuretics, Acta Pharmacol. 

Toxicol. (Copenh), 54 (Suppl. 1) 17 – 29, 1984. 

 

BERGSTRÖM, C. A. S.; STRAFFORD, M.; LAZOROVA, L.; AVDEEF, A.; 

LUTHMAN, K.; ARTURSSON, P. Absorption Classification of Oral Drugs Based on 

Molecular Surface Properties. Jounal of Medicinal Chemistry, 46, 558-570, 2003. 



108 

 

 

BRASIL. Ministério da Saúde. Sanitária Portaria n° 3.916 de 30 de outubro de 1998. 

Aprova a Política Nacional de Medicamentos. Diário Oficial da União, Brasília, 10 de 

novembro de 1998. 

 

BRASIL. Ministério da Saúde. Agência Nacional de Vigilância Sanitária Lei n° 9787 de 

10 de fevereiro de 1999. Altera a Lei Altera a Lei nº 6.360, de 23 de setembro de 1976, 

que dispõe sobre a vigilância sanitária, estabelece o medicamento genérico, dispõe sobre 

a utilização de nomes genéricos em produtos farmacêuticos e dá outras providências. 

Diário Oficial da União, Brasília 10 de fevereiro de 1999. 

 

BRASIL. Ministério da Saúde. Agência Nacional de Vigilância Sanitária Resolução RDC 

n° 133, DE 29 DE MAIO DE 2003. Dispõe sobre o registro de Medicamento Similar e 

dá outras providências. Diário Oficial da União, Brasília 02 de junho de 2003a.   

 

BRASIL. Ministério da Saúde. Agência Nacional de Vigilância Sanitária Resolução RDC 

n° 134, de 29 de maio de 2003. Dispõe sobre a adequação dos medicamentos já 

registrados. Diário Oficial da União, Brasília 02 de junho 2003b. 

 

BRASIL. Resolução RE nº 899, de 29 de maio de 2003. Determina a publicação do “Guia 

para validação de métodos analíticos e bioanalíticos. ” Diário Oficial da União, Brasília, 

2 de junho de 2003c. 

 

BRASIL. Ministério da Saúde. Agência Nacional de Vigilância Sanitária. Resolução-RE 

nº 1.170, de 19 de abril de 2006. Guia para provas de biodisponibilidade 

relativa/bioequivalência de medicamentos. Diário Oficial da União, Brasília, 24 de abril 

de 2006. 

 

BRASIL. Ministério da Saúde. Agência Nacional de Vigilância Sanitária Resolução RDC 

n° 31, de 11 de agosto de 2010. Dispõe sobre a realização dos Estudos de Equivalência 

Farmacêutica e de Perfil de Dissolução Comparativo. Diário Oficial da União, Brasília 

12 de agosto de 2010a. 

 

BRASIL. Ministério da Saúde. Agência Nacional de Vigilância Sanitária. Farmacopeia 

Brasileira. Brasília: Anvisa, v.1, 524p, 2010b.  

 



109 

 

BRASIL. Ministério da Saúde. Agência Nacional de Vigilância Sanitária Resolução RDC 

n° 37, de 3 de agosto de 2011. Dispõe sobre o Guia para isenção e substituição de estudos 

de biodisponibilidade relativa/bioequivalência e dá outras providências. Diário Oficial 

da União, Brasília 3 de agosto de 2011a. 

 

BRASIL. Ministério da Saúde. Agência Nacional de Vigilância Sanitária. Instrução 

Normativa – IN n° 4, de 3 de agosto de 2011. Dispõe sobre a lista de fármacos candidatos 

à bioisenção baseada no sistema de classificação biofarmacêutica (SCB) e dá outras 

providências. Diário Oficial da União, Brasília, DF, 5 de agosto de 2011b. 

 

BRASIL. Ministério da Saúde. Agência Nacional de Vigilância Sanitária. Instrução 

Normativa IN nº 2 de 14 de março de 2013. Determina a publicação da "Lista de fármacos 

candidatos à bioisenção baseada no sistema de classificação biofarmacêutica (SCB)" e dá 

outras providências. Diário Oficial da União, Brasília, DF, 18 de março de 2013a. 

 

BRASIL. Ministério da Saúde. Agência Nacional de Vigilância Sanitária. Nota técnica 

N° 003/2013/CEFAR/GTFAR/GGMED/ANVISA. 2013b. 

 

BRASIL. Instrução Normativa IN nº 07, de 21 de agosto de 2014. Determina a publicação 

da “Lista de fármacos candidatos à bioisenção baseada no sistema de classificação 

biofarmacêutica (SCB)” e dá outras providências. Diário Oficial da União, Brasília, 24 

de agosto de 2014a. 

 

BRASIL. Ministério da Saúde. Agência Nacional de Vigilância Sanitária Resolução RDC 

n° 58, de 10 de outubro de 2014. Dispõe sobre as medidas a serem adotadas junto à Anvisa 

pelos titulares de registro de medicamentos para a intercambialidade de medicamentos 

similares com o medicamento de referência. Diário Oficial da União, Brasília 10 de 

outubro de 2014b. 

 

BRASIL. Ministério da Saúde. Agência Nacional de Vigilância Sanitária. Instrução 

Normativa – IN n° 10, de 29 de setembro de 2016. Determina a publicação da “Lista de 

fármacos candidatos à bioisenção baseada no Sistema de Classificação Biofarmacêutica 

(SCB)” e dá outras providências. Diário Oficial da União, Brasília, DF, 30 de setembro 

de 2016. 

 

BONAMICI, D. Sistema de Classificação Biofarmacêutica e Bioisenções. Dissertação 

(Mestrado). Universidade de São Paulo, 2009.  

 



110 

 

BUDAVARI, S. The Merck Index 12, The Merck Index, Merck Research Laboratories, 

Whitehouse Station, NJ, 1996. 

 

BUENO, M. M.; RECH, N. Insumos Farmacêuticos – Aspectos técnicos, Científicos e 

Regulatórios. In: KOOGAN (ed.). Ciências Farmacêuticas. Biofarmacotécnica, p. 322, 

2009. 

 

CRAGOE, E. J. J. Patent 3, 313, 813, The Merck 81 Co., Inc, 1967. 

 

CRISTOFOLETTI, R.; CHIANN, C.; DRESSMAN, J. B.; STORPIRTIS, S. A 

comparative analysis of biopharmaceutics classification system and biopharmaceutics 

drug disposition classification system: a cross- sectional survey with 500 bioequivalence 

studies. Journal of Pharmaceutical Sciences, 102, n. 9, p. 3136-3144, 2013. 

 

CHEN, X.; MURAWSKI, A.; PATEL, K.; CRESPI, C.L.; BALIMANE, P.V. A novel 

design of artificial membrane for improving the PAMPA model. Pharmaceutical 

Research, 25, p. 1511-1520, 2007. 

 

CHORILLI, M.; SOUZA, A. A.; CORRÊA, F.; SALGADO, H. R. N. Estudo de perfil de 

dissolução dos medicamentos de referência, genérico e similar contendo cafalexina na 

forma farmacêutica cápsula. Revista de Ciências Farmacêuticas Básica e Aplicada, 31 

(1), p. 69-79, 2010. 

 

DJOKIĆ, M.; KACHRIMANIS, K.; SOLOMUN, L.; DJURIŠ, J.; VASILJEVIĆ, D.; 

IBRIĆ, S. A study of jet-milling and spray-drying process for the physicochemical and 

aerodynamic dispersion properties of amiloride HCl. Powder Technology, 262, 170-176, 

2014. 

 

EUROPEAN AGENCY FOR EVALUTION OF MEDICINAL PRODUCTS. Committee 

for medicinal products for human use (CHMP). Guideline on the Investigation of 

Bioequivalence. Londosn, 2010. 

 

FEDERAÇÃO INTERNACIONAL FARMACÊUTICA. Disponível em: 

http://www.fip.org/bcs_monographs. Acesso em 05 de janeiro de 2016.  

 

 

FLORENCE, A. L., ATWOOD, D. Princípios Físico-Químicos em Farmácia. 2ªed. 

Pharmabooks, São Paulo, 2011. 



111 

 

 

FOOD AND DRUG ADMINISTRATION. Guidance for Industry. Waiver of in vivo 

bioavailability and bioequivalence studies for immediate-release solid oral dosage forms 

based on a Biopharmaceutics Classification System. Rockville: FDA, 2000. 

 

FOOD AND DRUG ADMINISTRATION. Guidance for Industry. Waiver of in vivo 

bioavailability and bioequivalence studies for immediate-release solid oral dosage forms 

based on a Biopharmaceutics Classification System. Rockville: FDA, 2015. 

 

GLOMME, A; MARZ, J; DRESSMAN, J. B. Comparison of a Miniaturized Shake-Flask 

Solubility Method with Automated Potentiometric Acid/Base Titrations and Calculated 

Solubilities. Journal of Pharmaceutical Sciences, 4, n. 1, 2005. 

 

KASSIM, N. A.; WHITEHOUSE, M.; CHANDRASEKHARAN, R.; BERMEJO, M.; 

LENNERNÄS, H.; HUSSAIN, A. S.; JUNGINGER, H. E.; STAVCHANSKY, S. A.; 

MIDHA, K. K.; SHAH, V. P.; AMIDON, G. L. Molecular Properties of WHO Essential 

Drugs and Provisional Biopharmaceutical Classification. Molecular pharmaceutics. 1, 

(1), p. 85-96, 2003. 

 

KHAN, K. A.; RHODES, C. T. The concept of dissolution efficiency. The Journal of 

Pharmacy and Pharmacology, 27, p. 48-49. 1975. 

 

KUMAR, N.; SANGEETHA, D.; REDDY, P. S.; REDDY, A. M. Development and 

validation of a dissolution test for delayed release capsule formulation of duloxetine 

hydrochloride. Current Pharmaceutical Analysis, 8 (3), p. 236-246, 2012. 

 

JACKSON, E. K. Diuréticos. As Bases Farmacológicas da Terapêutica de Goodman 

& Gilman, 10ª ed., Guanabara Koogan : Rio de Janeiro, 2003. 

 

LENNERNÄS, H. Human jejunal effective permeability and its correlation to preclinical 

drug absorption models. Jounal of Pharmacy Pharmacology, 49, 627–638, 1997. 

 

LENNERNÄS, H.; KNUTSON, L.; KNUTSON, T.; HUSSAIN, A.; LESKO, L.; 

SALMONSON, T.; AMIDON, G. L. The effect of amiloride on the in vivo effective 

permeability of amoxicillin in human jejunum: experience from a regional perfusion 

technique. European Journal of Pharmaceutical Sciences, 15, 271-277, 2002. 

 



112 

 

LINDENBERG, M.; KOPP, S.; DRESSMAN, J. B. Classification of orally administered 

drugs on the World Health Organization Model list of Essential Medicines according to 

th biopharmaceutics classification system. European Journal of Pharmaceutics and 

Biopharmaceutics, 58, 265–278, 2004. 

 

LÖBENBERG, R.; AMIDON, G.L. Modern bioavailability, bioequivalence and 

biopharmaceutics classi®cation system. New scienti®c approaches to international 

regulatory standards. European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, 50 

3-12, 2000. 

 

MANADAS, R.; PINA, M. E.; VEIGA, F. A dissolução in vitro na previsão da absorção 

oral de fármacos em formas farmacêuticas de liberação modificada. Brazilian Journal 

of Pharmaceutical Sciences, 38 (4), 2002. 

 

MESSA, V.R.; FARINELLI, F.C.B.; MENEGATI, C.F. Avaliação da qualidade de 

comprimidos de hidroclorotiazida: medicamentos de referência, genérico e similar 

comercializados na cidade de dourados –MS. Interbio, 8 n.1, 2014. 

 

MONTEIRO, P. F. Solubilidade em equilíbrio pelo método da agitação orbital em 

frascos: padronização e definição dos fármacos controle. Ouro Preto, 2014. 138p. 

Dissertação de mestrado – Universidade Federal de Ouro Preto. 

 

MYUNG, C.; BAE, J.; PARK, Y.; KIM, M.; CHOI, C.; SONG, Y.; SA, J.; JANG, C.; 

LEE, S. Analytical HPLC method validation of amiloride and its pharmacokinetic study 

in humans. Journal of Liquid Chromatography & related Technologies, 31: 2455-

2466, 2008.  

 

OLIVEIRA, L.C.F.; ASSIS, M. M. A.; BORBONI, A. R. Assistência Farmacêutica no 

Sistema Único de Saúde: da Política Nacional de Medicamentos à Atenção Básica à 

Saúde. Ciência & Saúde Coletiva, 15(Supl. 3):3561-3567, 2010. 

 

RANG, H. P.; DALE, M. M.; RITTER, J. M.; FLOWER, R. J.; HENDERSON, G. O rim. 

Rang & Dale Farmacologia, 7ª ed., Elsevier, Rio de Janeiro, 2012. 

 

RIBANI, M.; BOTTOLI, C. B. G.; COLLINS, C. H.; JARDIM, I. C. S. F.; MELO, L. F. 

Validação em métodos cromatográficos e eletroforéticos. Química Nova, 27 (5) p. 771-

780, 2004. 



113 

 

 

REIS, J. M.; SINKÓ, B.; SERRA, C. H. R.; Parallel Artificial Membrane Permeability 

Assay (PAMPA) - Is it Better than Caco-2 for Human Passive Permeability Prediction?. 

Mini-Reviews in Medicinal Chemistry, 10, 1071-1076, 2010. 

 

ROHILLA, S.; ROHILLA, A.; MARWAHA, R.K.; NANDA, A. Biopharmaceutics 

classification system: A strategic tool for classifying drug substances. International 

Research Journal of Pharmacy, 2 (7) 2011 53-59, 2011. 

 

RUELL, J.; TSINMAN, K.; AVDEEF, A. PAMPA—a drug absorption in vitro model 5. 

Unstirred water layer in iso-pH mapping assays and pKa flux - optimized design (pOD-

PAMPA). European Journal of Pharmaceutical Scienses, 20, 393-402, 2003. 

 

SERRA, C. H. R.; STORPIRTIS, S. Comparação de perfis de dissolução da cefalexina 

através de estudos de cinética de dissolução. Brazilian Journal of Pharmaceutical 

Sciences, 43 (1), 2007. 

 

SCHNEIDER, N.F.Z. PADRONIZAÇÃO DO ENSAIO PAMPA (Parallel Artificial 

Membrane Permeation Assay) E AVALIAÇÃO IN VITRO DA 

PERMEABILIDADE INTESTINAL E CUTÂNEA DE COMPOSTOS DE 

ORIGEM NATURAL E SINTÉTICA. Dissertação (Mestrado)- Universidade Federal 

de Santa Catarina- Florianópolis 2011. 

 

SNYDER, L. R.; KIRKLAND, J. J.; GLAJCH, J. L. Practical HPLC method 

development, 2ª edição. John Wiley Professio, Estados Unidos da América, 1997. 

 

SKOOG, D.A; WEST, D.M; HOLLER, F.J.; CROUCH. Fundamentos da Química 

Analítica, 8ª ed. Thomson, São Paulo, 2005. 

 

SOUZA, J.; FREITAS, Z. M. F.; STORPIRTIS, S. Modelos in vitro para determinação 

da absorção de fármacos e previsão da relação dissolução/absorção. Brazilian Journal 

of Pharmaceutical Sciences, 43 (4), 2007. 

 

STORPIRTIS, S.; MARCOLONGO, R.; GASPAROTTO, F. S.; VILANOVA, C. M. A 

equivalência farmacêutica no contexto da intercambialidade entre medicamentos 

genéricos e de referência: bases técnicas e científicas. Infarma, 16, nº 9-10, 2004. 

 



114 

 

SUGANO, K.; NABUCHI, Y.; MACHIDA, M.; ASO, Y. Prediction of human intestinal 

permeability using artificial membrane permeability. International Journal of 

Pharmaceutics, 257, 245-251, 2003. 

 

SWEETMAN, S. C. Martindale 33, Martindale The Extra Pharmacopoeia, Council of the 

Royal Pharmaceutical Society of Great Britain, London, 2002. 

 

THAKRAL, S.; MADAN, A.K. Adduction of Amiloride Hydrochloride in Urea Through 

a Modified Technique for the Dissolution Enhancement. Journal of pharmaceutical 

sciences, 97, no. 3, 2008. 

 

UNITED STATES PHARMACOPEIA, 37ª ed., United States Pharmacopeial 

Convention: Rockville, 2014. 

 

UNITED STATES PHARMACOPEIA, 38ª ed., United States Pharmacopeial 

Convention: Rockville, 2015. 

 

WOHNSLAND, F.; FALLER, B. High-Throughput Permeability pH Profile and High-

Throughput Alkane/Water log P with Artificial Membranes. Journal of Medicinal 

Chemistry, 44, 923–993, 2001. 

 

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO).  Annex 8 – 40th Report – Proposal to 

waive in vivo bioequivalence requirements for WHO Model Listo f Essesntial Medicines 

immediaterelease, solid oral dosage forms. Technical Report Series. WHO Expert 

Committee on Specifications for Pharmaceutical Preparations, No 937, 2006. 

 

WHO. Multisource (Generic) Pharmaceutical Products: Guidelines on Registration 

requirements to Establish Interchangeability. WHO Expert Committee on Specification 

for Pharmaceutical Preparations, 49th report. WHO Technical Report Series, No. 992; pp 

131-184, 2015.  

 

ZHU, C.; JIANG, L.; CHEN, T.M.; HWANG, K. A comparative study of artificial 

membrane permeability assay for high throughput profiling of drug absorption potential. 

European Journal of Medicinal Chemistry, 37,399-407, 2002. 

 

 


