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 NESTA SEÇÃO

Boletim nº 021/10
Resp.: Jair Calixto 

Fone: (11) 3897-9765

e-mail: jaircalixto@ sindusfarma.org.br
Consulta Pública nº 60, de 22 de junho de 2010.

D.O.U de 23/06/2010
A Diretoria Colegiada da Agência Nacional de Vigilância Sanitária, no uso das atribuições que lhe confere o inciso IV do art. 11 e o art. 35 do Regulamento da ANVISA aprovado pelo Decreto nº 3.029, de 16 de abril de 1999, e tendo em vista o disposto no inciso V e nos §§ 1º e 3º do art. 54 do Regimento Interno aprovado nos termos do Anexo I da Portaria nº 354 da ANVISA, de 11 de agosto de 2006, republicada no DOU de 21 de agosto de 2006, em reunião realizada em 15 de junho de 2010, considerando que é responsabilidade da ANVISA a atualização e revisão periódica da Farmacopéia Brasileira;
considerando o Processo de Revisão de Monografias da Farmacopéia Brasileira e o desenvolvimento e revisão de métodos gerais da Farmacopéia Brasileira por instituições de ensino superior;
considerando que devem ser observadas as especificações de qualidade determinadas pela Farmacopéia Brasileira, para fins de controle de qualidade, registro e análises fiscais de produtos sujeitos ao regime de vigilância sanitária;
Adota a seguinte Consulta Pública e eu, Diretor-Presidente Substituto, determino a sua publicação:
Art. 1º Fica aberto, a contar da data de publicação desta Consulta Pública, o prazo de 30 (trinta) dias para que sejam apresentadas sugestões quanto às propostas de revisão e atualização dos Métodos Gerais da Farmacopéia Brasileira, além da inclusão de novos métodos descritos no Anexo desta Consulta.
Art. 2º Informar que os métodos gerais descritos no Anexo, estarão disponíveis, na íntegra, durante o período de consulta no endereço eletrônico www.anvisa.gov.br, e as sugestões com a justificativa e a identificação do método deverão ser encaminhadas por escrito para o seguinte endereço: Agência Nacional de Vigilância Sanitária/DIMCB/Farmacopéia Brasileira, SAI trecho 5 área especial nº 57, Bloco “E”, 1º Andar, Sala 4, Brasília/DF, CEP 71.205.050, ou Fax: (061) 3462-6791 ou e-mail: cp60.farmacopéia@anvisa.gov.br.
Art. 3º Findo o prazo estipulado no Art. 1º, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária submeterá à Comissão da Farmacopéia Brasileira as contribuições enviadas, para avaliação e os encaminhamentos devidos.
DIRCEU BRÁS APARECIDO BARBANO
ANEXO – Métodos Gerais da Farmacopéia Brasileira
1. DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE ANTI-COMPLEMENTAR DA IMUNOGLOBULINA

2. DETERMINAÇÃO DA ANTITROMBINA III

3. DETERMINAÇÃO DA FUNÇÃO FC DA IMUNOGLOBULINA

4. DETERMINAÇÃO DA IMUNOGLOBULINA ANTI-D

5. DETERMINAÇÃO DO ATIVADOR DA PRÉ-CALICREÍNA

6. DOSEAMENTO DE PROTEÍNAS TOTAIS

7. ELETROFORESE

8. MATERIAIS E RECIPIENTES PARA MEDICAMENTOS E CORRELATOS

9. SUBSTÂNCIAS QUÍMICAS DE REFERÊNCIA (SQR)
DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE ANTICOMPLEMENTAR DA IMUNOGLOBULINA
A determinação da atividade anti-complementar (AAC) da imunoglobulina é realizada por incubação de uma amostra de imunoglobulina (10 mg) com uma determinada quantidade de complemento de cobaia (20 CH50). Segue-se a titulação do complemento restante: a atividade anti-complementar é expressa pela proporção do complemento consumido, tomando o complemento padrão como 100 %.
A unidade hemolítica de atividade complementar (CH50) é a quantidade de complemento que, nas estipuladas condições de reação, provoca a lise de 2,5 X 108 de um número total de 5 X 108 hemácias devidamente sensibilizadas Solução mãe de magnésio e de cálcio. Dissolver 1,103 g de cloreto de cálcio e 5,083 g de cloreto de magnésio em água e completar 25 ml com o mesmo solvente.
Solução mãe de tampão de barbital. Dissolver 207,5 g de cloreto de sódio e 25,48 g de barbital sódico em 4.000 ml de água e ajustar o pH para 7,3 com ácido clorídrico 1 M. Adicionar 12,5 ml de solução mãe de magnésio e de cálcio e completar 5.000 ml com água. Filtrar por membrana (0,22 μ) e conservar a 4°C em recipiente de vidro.
Solução de gelatina. Dissolver 12,5 g de gelatina em cerca de 800 ml de água e aquecer a ebulição em banho de água. Resfriar até 20°C e completar 10 litros com água. Filtrar por membrana (0,22 μ) e conservar a 4°C. Utilizar unicamente uma solução límpida.
Solução citratada. Dissolver 8,0 g de citrato de sódio, 4,2 g de cloreto de sódio e 20,5 g de glicose em 750 ml de água. Ajustar a pH 6,1 com solução a 100 g/l de ácido cítrico e completar 1.000 ml com água.
Solução tampão de gelatina-barbital. Juntar 4 volumes de solução de gelatina a 1 volume de solução mãe de tampão barbital e misturar. Se necessário, ajustar o pH para 7,3 com ácido clorídrico 1 M ou hidróxido de sódio 1 M e conservar a 4°C. Preparar diariamente uma nova solução.
Sangue de carneiro estabilizado. Recolher 1 volume de sangue de carneiro em 1 volume de solução citratada e misturar. Conservar o sangue estabilizado a 4°C durante, pelo menos, 7 dias e, no máximo, durante 28 dias. O sangue de carneiro ou os eritrócitos de carneiro estabilizados podem ser obtidos comercialmente por diversos fornecedores.
Hemolisina. Soro anti-hemácia de carneiro, preparada em coelho. Tais soros podem ser obtidos comercialmente por diversos fornecedores.

Complemento de cobaia. Misturar os soros obtidos a partir de, pelo menos, 10 cobaias. Separar o soro do sangue coagulado por centrifugação a uma temperatura cerca de 4 °C. Conservar o soro, em pequenas porções, a uma temperatura inferior a -70°C.
MÉTODO
Padronização da solução de hemácias de carneiro a 5 %. Separar as hemácias de carneiro por centrifugação de um volume apropriado de sangue de carneiro estabilizado; lavar as células, pelo menos 3 vezes, com a solução tampão gelatina-barbital e preparar uma suspensão a 5 % V/V na mesma solução tampão. Determinar a concentração celular pelo seguinte método: adicionar 0,2 ml da suspensão a 2,8 ml de água e centrifuguar o lisado durante 5 minutos a 1.000 g. A concentração celular é adequada se a absorbância (V.2.14) do sobrenadante, determinada em 541nm, for de 0,62 ± 0,01. Corrigir a concentração celular por adição de solução tampão de gelatina-barbital, de acordo com a fórmula:
Vf = Vi X A

0,62

Vf = volume final,

Vi = volume inicial,
A =absorbância determinada em 541 nm para a suspensão original.

Uma vez ajustada a concentração celular, a suspensão contém cerca de 1 X 109 células por mililitro.

Titulação de hemolisina

Preparar as diluições de hemolisina de acordo com a Tabela 1.
Tabela 1- Diluições de hemolisina
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Diluicéo de

Solugdo tampao Hemolisina de

Hemolisina gelatina-barbital Hemolisina

a preparar Volume (mililitros) Diluigao(1/...) Volume(mililitros)
7,5 0,65 nao diluido 0,1
10 0,90 nao diluido 0,1
75 1,80 7.5 0,2
100 1,80 10 02
150 1,00 75 1,0
200 1,00 100 1,0
300 1,00 150 1,0
400 1,00 200 1,0
600 1,00 300 1,0
800 1,00 400 1,0
1200 1,00 600 10
1600 1,00 800 1,0
2400 1,00 1200 1,0
3200(*) 1,00 1600 1,0
4800(*) 1,00 2400 1,0

(*) rejeite 1,0 ml da mistura.





Juntar 1,0 ml da suspensão a 5 % de hemácias de carneiro em cada um dos tubos da série de diluições de hemolisina a partir da diluição a 1/75 e misturar. Incubar os tubos a 37°C durante 30 minutos.
Transferir 0,2 ml de cada mistura incubada de diluição de hemolisina para novos tubos e adicionar 1,10 ml de solução tampão de gelatina-barbital e 0,2 ml de uma diluição de complemento de cobaia (por exemplo, 1/150). Realizar estas manipulações em duplicata.
Preparar 3 tubos controle de células não hemolisadas transferindo para cada um deles 1,4 ml de solução tampão gelatina-barbital e 0,1 ml da suspensão de hemácias de carneiro a 5 %.
Preparar 3 tubos controle de células totalmente hemolisadas transferindo para cada um deles 1,4 ml de água e 0,1 ml da suspensão de eritrócitos de carneiro a 5 %.
Incubar todos os tubos a 37°C durante 60 minutos e centrifugar a 1.000 g durante 5 minutos. Determinar a absorbância (V.2.14) dos sobrenadantes em 541 nm e calcular a porcentagem de hemólise ocorrida em cada tubo, usando a fórmula:
Aa – A1 X 100

Ab – A1

Aa = absorbância dos tubos contendo a diluição de hemolisina,

Ab = absorbância média dos 3 tubos com hemólise total,

A1 = absorbância média dos 3 tubos controle sem hemólise.
Construir um gráfico contendo as porcentagens de hemólises no eixo das ordenadas e os inversos das diluições de hemolisina no eixo das abscissas. Determinar a diluição ótima de hemolisina a partir do gráfico, escolhendo uma diluição tal que um aumento da quantidade de hemolisina não produza uma variação apreciável no grau de hemólise. Esta diluição considera-se como contendo 1 unidade de hemólise mínima (1 UHM) em 1,0 ml. Para a preparação das hemácias de carneiro sensibilizadas, a diluição de hemolisina correspondente à hemólise ótima contém 2 UHM por mililitro.
A titulação de hemolisina só é válida se a porcentagem de hemólise total estiver compreendida entre 50 e 70%. Caso a porcentagem de hemólise total não possa ser determinada a partir da diluição utilizada, repetir a titulação utilizando uma solução de complemento mais ou menos diluída.
Preparação ótima de hemácias de carneiro sensibilizada (sistema hemolítico). 
Preparar uma quantidade apropriada de hemolisina diluída contendo 2 UHM por mililitro e um volume igual de suspensão padronizada de eritrócitos de carneiro a 5%. Juntar a diluição de hemolisina à suspensão padronizada de células e misturar. Incubar a 37°C durante 15 minutos, conservar a temperatura de 2 a 8°C e utilizar dentro do período de 6 horas.
Titulação do complemento
Preparar uma diluição apropriada de complemento (por exemplo, 1: 250) utilizando a solução tampão de gelatina-barbital e realizar a titulação, em duplicata, de acordo com a Tabela 2.
A cada tubo, juntar 0,2 ml de eritrócitos de carneiro sensibilizados, misturar bem e incubar todos os tubos a 37°C durante 60 minutos. Resfriar os tubos em água com gelo e centrifugar a 1.000 g durante 5 minutos. Determinar a absorbância dos sobrenadantes em 541 nm e calcular o grau de hemólise (Y), usando a fórmula:
Ac – A1

Ac – A1

A c = absorbância dos tubos 1 a 12,

Ab = absorbância média dos tubos com 100 % de hemólise,

A1 = absorbância média dos tubos com 0 % de hemólise.

Tabela 2 – Diluição do complemento
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Volume do complemento
diluido em mililitros

Volume de solugédo
tampé&o de gelatina-barbital

(por exemplo, 1:250) em mililitros

1 0,1 1.2

2 0,2 1,1

3 0,3 1,0

4 0,4 0,9

5 0,5 0,8

6 0,6 0,7

T 0,7 0,6

8 0,8 0,5

9 0,9 0,4

10 1,0 0,8

11 el 0,2

12 1.2 0,1

3 tubos controle com

0 % de hemélise - 1,3

3 tubos controle com
100 % de hemdlise

1,3 ml de agua





Construir um gráfico inscrevendo os valores em abscissas, e o correspondente volume em mililitros de complemento diluído em ordenadas.
A partir dos pontos, traçar a reta ideal e determinar a ordenada da dose hemolítica a 50% do

complemento no ponto onde Y / ( 1 – Y) = 1,0. Calcular a atividade em termos de unidades hemolíticas (CH50/ml) de acordo com a fórmula:
Cd

Ca X 5

Cd = valor inverso da diluição de complemento,

Ca = volume em mililitros de complemento diluído que produz 50 % de hemólise,

5 = Fator de escala para ter em conta o número de eritrócitos.
O ensaio só é válido se, entre 15 e 85 % de hemólise, a curva obtida for uma reta cuja inclinação se situe entre 0,15 e 0,40, de preferência, entre 0,18 e 0,30.
Determinação de atividade anticomplementar
Diluir o complemento de cobaia titulada com a solução tampão de gelatina-barbital de modo a obter 100 CH50/ml. Se necessário, ajustar a amostra para pH 7. Para uma imunoglobulina contendo 50 mg/ml, preparar as seguintes misturas de incubação:
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Amostra

Complemento controle

(em duplicata)

Imunoglobulina (50 mg/ml) 0,2ml ———
Solugéo tampao de gelatina-barbital 0,6 ml 0,8 ml
Complemento 0,2ml 0,2ml





Realizar a determinação na amostra e preparar o controle da AAC negativo e positivo a partir de um padrão internacional de imunoglobulina humana, de acordo com as instruções fornecidas no rótulo que acompanha a preparação padrão.
 Se a amostra não contiver 50 mg/ml de imunoglobulina, ajustar os volumes da preparação e da solução tampão de gelatina-barbital; por exemplo, tomar 0,33 ml de uma preparação que contem 30 mg/ml de imunoglobulina e adicionar 0,47 ml de solução tampão de gelatinabarbital de modo a obter o mesmo volume total de 0,8 ml. 
Fechar os tubos e incubá-los a 37°C durante 60 minutos. Juntar 0,2 ml de cada mistura de incubação a 9,8 ml de solução tampão de gelatina-barbital para diluir o complemento. Em cada tubo, realizar as titulações do complemento tal como descrito acima para determinar a atividade anti-complementar residual (ver Tabela 2). 
Calcular a atividade anti-complementar da amostra, por referência ao controle do complemento considerado como 100 %, de acordo com a fórmula:
a – b X 100

a
a =atividade complementar média (CH50/ml) dos controles,

b =atividade complementar (CH50/ml) da amostra.
O ensaio só é válido se:
– as atividades anti-complementar encontradas para o controle AAC negativo e controle AAC positivo se situarem dentro dos limites indicados no rótulo que acompanha a preparação padrão;
– a atividade complementar do controle do complemento (a) for de 80 a 120 CH50/ml.
DETERMINAÇÃO DA ANTITROMBINA III HUMANA

O teor em antitrombina III da amostra é determinado comparando-se a sua capacidade de inativação da trombina em presença de um excesso de heparina com a capacidade de uma preparação padrão de concentrado de antitrombina III humana calibrada em Unidades Internacionais. Quantidades variáveis da amostra são adicionadas a uma trombina e a atividade trombínica residual é determinada com um substrato cromogênico apropriado.
A Unidade Internacional corresponde à atividade de uma quantidade determinada do Padrão Internacional de concentrado de antitrombina III humana. A equivalência Internacional e o Padrão Internacional são indicados pela Organização Mundial de Saúde.
Método. 
Para a amostra e para o padrão preparar com solução tampão de tris-EDTA ASB de pH 8,4 contendo 15 U.I. de heparina por mililitro, 2 séries independentes de 3 ou 4 diluições compreendidas entre 1/75 e 1/200 a partir de 1 U.I./ml. Aquecer a 37°C durante 1 a 2 minutos 200 μl de cada diluição. Juntar a cada diluição 200 μl de uma solução de trombina bovina contendo 2 U.I./ml em solução tampão de tris-EDTA ASB de pH 8,4. Misturar e manter a 37°C durante exatamente 1 minuto. Juntar 500 μl de um substrato cromogênico apropriado (por exemplo, D-fenilalanil-L-pipecolil-L-arginina-4-nitroanilida; 
Dissolver este substrato em água para obter uma solução contendo 4 mmol/l e diluir com solução tampão de tris-EDTA ASB de pH 8,4 sem albumina até uma concentração apropriada para o ensaio de titulação).
Determinar imediatamente a absorbância em 405 nm (V.2.14) por pelo menos 30 segundos. Calcular a variação da absorbância (ΔA/min). Pode-se utilizar igualmente uma titulação de ponto final parando a reação com ácido acético e determinando a absorbância em 405 nm. A variação da absorbância (ΔA/min) é inversamente proporcional à atividade da antitrombina III humana. Verificar a validade do ensaio e calcular a atividade da amostra pelos procedimentos estatísticos aplicáveis aos ensaios biológicos (VI).
SOLUÇÕES TAMPÃO
Solução tampão de tris-EDTA ASB de pH 8,4

Dissolver 6,1 g de tris(hidroximetil)aminometano, 2,8 g de Iodeto de sódio, 10,2 g de cloreto de sódio e 10 g de albumina bovina em água, ajustar o pH (V.2.19) com ácido clorídrico 1 M e completar a 1 000 ml com água.
DETERMINAÇÃO DA FUNÇÃO Fc DA IMUNOGLOBULINA
Sangue humano estabilizado. Fazer uma flebotomia para coletar o sangue humano do grupo O em solução anticoagulante conservadora e preservadora do tipo ACD. Conservar o sangue humano estabilizado a 4°C, durante 3 semanas, no máximo.
Solução salina tamponada de fosfato de pH 7,2. Dissolver 1,022 g de fosfato dissódico anidro, 0,336 g de fosfato monosódico anidro e 8,766 g de cloreto de sódio em 800 ml de água e completar 1.000 ml com o mesmo diluente.
Solução mãe de magnésio e de cálcio. Dissolver 1,103 g de cloreto de cálcio e 5,083 g de cloreto de magnésio em água e completar 25 ml com o mesmo diluente.
Solução mãe de tampão de barbital. Dissolver 207,5 g de cloreto de sódio e 25,48 g de barbital

sódico em 4.000 ml de água e ajustar para pH 7,3 com ácido clorídrico 1M. Juntar 12,5 ml da solução mãe de magnésio e de cálcio e completar 5.000 ml com água. Filtrar por membrana (0,22 μ) e conservar a 4°C em recipiente de vidro.
Solução tampão de albumina-barbital. Dissolver 0,150 g de albumina bovina em 20 ml de solução mãe de tampão de barbital e completar 100 ml com água.
Solução de ácido tânico. Dissolver 10 mg de ácido tânico em 100 ml de solução salina tamponada de fosfato de pH 7.2. Preparar imediatamente antes do uso.
Complemento de cobaia. Misturar os soros obtidos a partir de, pelo menos, 10 cobaias. Separar o soro do sangue coagulado por centrifugação a uma temperatura de aproximadamente de 4°C. Conservar o soro, em pequenas porções, a uma temperatura inferior a -70°C. Imediatamente antes de se iniciar a hemólise por ação do complemento, diluir para 125-200 CH50 por mililitro com solução tampão de albuminabarbital e, durante o ensaio, manter a solução diluída num banho de gelo.
Antígeno da rubéola. Antígeno de rubéola apropriado para as titulações da inibição de hemaglutinação. Título > 256 unidades HA. Tratamento dos eritrócitos humanos com ácido tânico. Separar os eritrócitos por centrifugação de um volume apropriado de sangue humano estabilizado.
Lavar os eritrócitos, pelo menos três vezes, com solução salina tamponada de fosfato de pH 7,2 e depois suspender a 2 % V/V em solução salina tamponada de fosfato de pH 7,2. Tomar 0,1 ml da solução de ácido tânico e completar 7,5 ml com solução salina tamponada de fosfato de pH 7,2 (concentração final 1,3 mg/l);
misturar 1 volume da diluição recentemente preparada com l volume da suspensão de eritrócitos e incubar a 37°C durante 10 minutos. Recolher os eritrócitos tratados com ácido tânico por centrifugação (400-800 g, durante 10 minutos), rejeitar o sobrenadante e lavar os eritrócitos uma vez com solução salina tamponada de fosfato de pH 7,2. Suspender a 1% V/V os eritrócitos tratados com ácido tânico na solução salina tamponada de fosfato de pH 7,2.
Adição dos antígenos aos eritrócitos. Tomar um volume apropriado (Vs) de eritrócitos tratados com ácido tânico, junte 0,2 ml de antígeno da rubéola por 1,0 ml de eritrócitos e incubar a 37°C durante 30 minutos. Recolher os eritrócitos por centrifugação (400-800 g, durante 10 minutos) e rejeitar o sobrenadante, deixando um volume de 200 μl. Juntar um volume de solução tampão de albumina-barbital igual ao volume do sobrenadante rejeitado, agitar até suspensão dos eritrócitos, recolher estes como acima descritos e repitir a lavagem. Completar o volume remanescente obtido de 200 μl até três-quartos de Vs , obtendo assim o volume inicial (Vi).
Misturar 900 μl de solução tampão de albumina-barbital com 100 μl de Vi, que é assim reduzido ao volume residual e determinar a absorbância inicial em 541 nm (A). Diluir Vr por um fator igual a A utilizando solução tampão de albumina-barbital. Obtém-se, assim, o volume final ajustado Vf = Vr X A de eritrócitos humanos sensibilizados e um valor para A de 1,0 ± 0,1 no caso de uma diluição a 1/10.
Ligação dos anticorpos aos eritrócitos com ácido tânico e cobertos de antígeno. Preparar, em duplicata e sucessivamente, as seguintes soluções utilizando para cada solução, em separado, uma cubeta semi-micro (por exemplo, placas descartáveis) ou um tubo de ensaio para cada solução:

(1) Soluções problema. Se necessário, ajustar a amostra a pH 7 adicionando, por exemplo, hidróxido de sódio 1 M. Tomar volumes da amostra contendo, respectivamente, 30 e 40 mg de imunoglobulina e completar 900 μl com solução tampão de albumina-barbital.
(2) Soluções padrão. Preparar a solução tal como se descreve para a solução problema a partir de um padrão de referência para imunoglobulina humana.
(3) Testemunho do Complemento. 900 μl de solução tampão de albumina-barbital. A cada cubeta/tubo de ensaio juntar 100 μl de eritrócitos humanos sensibilizados e misturar cuidadosamente.
Deixar em repouso durante 15 minutos, juntar 1.000 μl de solução tampão de albumina-barbital, recolher os eritrócitos por centrifugação (1.000 g durante 10 minutos) da cubeta/tubo de ensaio e retirar 1.900 μl do sobrenadante. Substituir este volume com 1.900 μl de solução tampão de albumina-barbital e repetir o procedimento da lavagem deixando um volume final de 200 μl. As amostras podem ser conservadas em cubetas/tubos de ensaio fechados a 4°C durante 24 horas.
Hemólise por ação do complemento. Para a determinação da hemólise adicionar 600 μl de solução tampão de albumina-barbital aquecida a 37°C à amostra, suspender cuidadosamente os eritrócitos pipetando-os repetidamente (pelo menos 5 vezes) e colocar a cubeta no porta-amostra de um espectrofotômetro com termostato. Após 2 minutos, juntar 200 μl de complemento de cobaia diluído para 125-200 CH50/ml, misturar cuidadosamente pipetando a mistura 2 vezes e inicie imediatamente após a segunda pipetagem o registro da absorbância em 541 nm em função do tempo, utilizando a solução tampão de albumina-barbital como líquido de compensação. Parar o registro se a curva da absorbância em função

do tempo ultrapassar nitidamente o ponto de inflexão.
Doseamento. Determinar o declive (S) da curva de hemólise no ponto aproximado da inflexão segmentando a curva na região de maior declive por intervalos de tempo apropriados (por exemplo, Δt = 1 minuto) e calculando S, expresso em ΔA por minuto entre os pontos de intersecção adjacentes. O valor mais elevado de S corresponde a (Sexp). Determinar também a absorbância no início da curva (As) por extrapolação da curva, a qual é quase sempre linear e paralela ao eixo do tempo nos primeiros minutos do registro. Corrigir Sexp de acordo com a fórmula:
S’= Sexp

AS

Para cada preparação, calcular a média aritmética dos valores de S’. Calcular o índice da função Fc

(IFc) a partir da fórmula:

I Fc = 100 X (S’ – S’c)

S’s – S’c

S’ = média aritmética do declive corrigido para a amostra;

S’s = média aritmética do declive corrigida para o padrão;

S’c = média aritmética do declive corrigida para o testemunho do complemento.

Calcular o índice da função Fc para a amostra. O valor não é inferior ao indicado pelo fabricante do padrão.
REAGENTES E SOLUÇÕES REAGENTES

Ácido tânico

Fórmula e massa molecular - C76H52O46 - 1701.

Descrição - Mistura de ésteres do ácido digálhico e da D(+)glicose, dos quais o mais importante é o éster pentadigálhicoglicose .

Características - pó amorfo ou lamelas brilhantes, amareladas ou castanhas claras.

Solubilidade- muito solúvel na água, facilmente solúvel no álcool, solúvel na acetona, praticamente insolúvel no éter.

Conservação: ao abrigo da luz.
Barbital sódico

Fórmula e massa molecular – C8H11N2NaO3 -206,2.

Descrição - Derivado sódico do 5,5-dietil-1H,3H,5H-pirimidin-2,4,6-triona.

Teor: no mínimo, 98,0 %.

Características - pó cristalino branco ou cristais incolores.

Solubilidade-facilmente solúvel na água, pouco solúvel no álcool, praticamente insolúvel no éter.
SOLUÇÕES TAMPÃO
Solução de barbital sódico 0,1 M

Dissolver uma quantidade de barbital sódico R correspondente a 20,62 g de C8H11N2NaO3 em água e completar a 1.000 ml com o mesmo solvente.
Solução tampão de barbital de pH 7,4

Misturar 50 ml de uma solução contendo 19,44 g/l de acetato de sódio e 29,46 g/l de barbital sódico em água com 50,5 ml de ácido clorídrico 0,1 M, juntar 20 ml de solução a 85 g/l de cloreto de sódio e completar a 250,0 ml com água.
Solução tampão de barbital de pH 8,4

Dissolver 8,25 g de barbital sódico em água e completar a 1.000 ml com o mesmo solvente.
Solução tampão de barbital de pH 8,6

Dissolver 1,38 g de barbital, 8,76 g de barbital sódico e 0,38 g de lactato de cálcio em água e completar a 1.000 ml com o mesmo solvente.
DETERMINAÇÃO DA IMUNOGLOBULINA HUMANA ANTI-D
A atividade da imunoglobulina humana anti-D é avaliada por comparação da quantidade necessária para produzir a aglutinação de eritrócitos D-positivos e a de uma preparação de referência, aferida em unidades internacionais, necessária para produzir o mesmo efeito. A Unidade Internacional corresponde à atividade de uma determinada quantidade da preparação internacional de referência. A correspondência entre unidades internacionais e a preparação de referência internacional é indicada pela Organização Mundial de Saúde.
Utilizar uma mistura de eritrócitos D-positivos, com menos de 7 dias e conservados nas condições adequadas, obtida a partir de, pelo menos, 4 doadores do grupo OR1R1. A um volume apropriado de eritrócitos, lavados previamente 3 vezes com solução de cloreto de sódio a 0,9% (p/V), juntar um volume igual de solução de bromelína, deixar em repouso a 37°C durante 10 minutos. 
Centrifugar, eliminar o líquido sobrenadante e lavar 3 vezes os eritrócitos com solução de cloreto de sódio a 0,9% (p/V). Suspender 20 volumes dos eritrócitos em uma mistura de 15 volumes de soro inerte, 20 volumes de solução de albumina bovina a 300 g/l e 45 volumes de solução de cloreto de sódio a 0,9 % (p/V). Colocar a suspensão em água com gelo sob agitação contínua.
Com um aparelho automático de diluição calibrado preparar diluições da amostra e da preparação de referência numa solução de albumina bovina a 5 g/l e solução de cloreto de sódio a 0,9 % (p/V). Utilizar um aparelho apropriado para análise automática contínua; mantenha a temperatura nos estojos a 15,0°C com exceção das espirais de incubação. Aspirar para os estojos de admissão do aparelho a suspensão de  eritrócitos com um débito de 0,1 ml por minuto e uma solução de metilcelulose 450 a 3 g/l com um débito de 0,05 ml por minuto.
Introduzir as diluições da amostra e da preparação de referência com um débito de 0,1 ml por minuto durante 2 minutos e depois o diluente à razão de 0,1 ml por minuto durante 4 minutos antes de introduzir a diluição seguinte. Introduzir ar à razão de 0,6 ml por minuto. Incubar a 37°C durante 18 minutos e depois dispersar as espirais por introdução, com um débito de 1,6 ml por minuto, de uma solução de cloreto de sódio a 0,9 % (p/V) que contém um agente molhante apropriado (por exemplo, polissorbato 20 numa concentração final de 0,2 g/l) para evitar alterar a continuidade das bolhas. Deixar depositar os aglutinados e decantar 2 vezes, a primeira vez a 0,4 ml por minuto e a segunda vez a 0,6 ml por minuto. 
Proceder a lise do resíduo dos eritrócitos não aglutinados com a ajuda de uma solução a 5 g/l de octoxinol 10, 0,2 g/l de ferricianeto de potássio, 1 g/l de bicarbonato de sódio e 0,05 g/l de cianeto de potássio, com um débito de 2,5 ml por minuto. É introduzida uma serpentina de retardamento de 10 minutos para permitir a transformação da hemoglobina. Realizar o registro contínuo da absorbância (V.2.14.) do hemolisado no comprimento de onda de 540 a 550 nm.
Determinar as concentrações de anticorpos para a qual existe uma relação linear entre a concentração e a modificação da absorbância (ΔA). Com base nos resultados, construir uma curva de calibração e utilizar a parte linear da curva para determinar a atividade da amostra. Calcular a atividade da amostra em unidades internacionais por mililitro usando a fórmula:

a X d

D

a = atividade da preparação referência em unidades internacionais por mililitro para uma diluição de 1

em D,

d = fator de diluição da amostra que corresponde a um dado valor de ΔA,

D = fator de diluição da preparação de referência que corresponde ao mesmo valor de ΔA.
DETERMINAÇÃO DO TÍTULO DO ATIVADOR DA PRÉ-CALICREÍNA
O ativador da pré-calicreína (APC) transforma a pré-calicreína em calicreína e pode ser titulado por apresentar a capacidade de cindir um cromóforo de um substrato peptídico sintético, determinando-se a velocidade da reação por espectrofotometria. A concentração em APC é calculada por comparação com a preparação padrão cuja atividade é expressa em Unidades Internacionais.
A Unidade Internacional corresponde à atividade de uma determinada quantidade de padrão internacional constituído por ativador da pré-calicreína liofilizada. A correspondência entre a Unidade Internacional e a preparação padrão internacional é indicada pela Organização Mundial de Saúde.
PREPARAÇÃO DO SUBSTRATO DE PRÉ-CALICREÍNA.
O sangue ou o plasma usado na preparação da pré-calicreína deve ser colhido e manipulado apenas em materiais de plástico ou de vidro siliconado de modo a evitar a ativação da pré-calicreína resultante da coagulação.
Misturar 9 volumes de sangue humano com 1 volume de solução anti-coagulante (ACD, CPD ou uma solução de citrato de sódio a 38 g/l) adicionada de 1 mg por mililitro de brometo de hexadimetrina. Centrifugar a 3.600 g durante 5 minutos. Separar o plasma e centrifugar a 6.000 g durante 20 minutos para separar as plaquetas. Separar o plasma pobre em plaquetas e proceder à diálise contra 10 volumes de solução tampão A durante 20 horas. Após a diálise, depositar o plasma numa coluna de cromatografia contendo duas vezes o seu volume de DEAE-agarose para cromatografia de troca iônica previamente equilibrada com solução tampão A. Proceder a eluição com solução tampão A (débito de 20 ml/cm2/hora).
Recolher o eluato por frações e registrar a absorbância em 280 nm (V.2.14). Reunir as frações que contêm o primeiro pico de proteínas de modo a obter um volume de cerca de, 1,2 vezes o do plasma pobre em plaquetas. Para verificar que o substrato não apresenta calicreína ativa, misturar 1 volume com 20 volumes de solução de substrato cromogênico que será utilizado no doseamento, previamente aquecido a 37°C, e manter a mistura a 37°C durante 2 minutos. O substrato é apropriado se a absorbância não aumentar mais de 0,001 por minuto. 
Juntar à solução de substrato 7 g por litro de cloreto de sódio e filtrar por membrana (0,45 μ). Congelar o filtrado após particioná-lo em alíquotas e conservar a -25°C; pode-se também liofilizar o filtrado antes da conservação. Realizar as operações compreendidas entre a cromatografia e a congelação das alíquotas no mesmo dia.
TITULAÇÃO
De preferência, a titulação é realizada num analisador enzimático automático, a 37°C. Ajustar os volumes, a concentração dos substratos e os tempos de incubação de modo a que a velocidade da reação seja linear pelo menos até 35 U.I. por mililitro. Se necessário, pode-se diluir os padrões, as amostras e o substrato de pré-calicreína com solução tampão B.
Incubar os padrões ou as amostras diluídas com o substrato de pré-calicreína durante 10 minutos; o volume do padrão ou da amostra antes da diluição não excede 1/10 do volume total da mistura a ser incubada para evitar erros resultantes das diferenças de força iônica ou de pH. Incubar a mistura ou uma parte da mistura com um volume igual ou superior de uma solução de um substrato cromogênico sintético, reconhecidamente específico, para a calicreína (por exemplo, acetato de N-benzoil-L-prolil- L-fenilalanil- Larginina 4-nitroanilida ou dicloridrato de D-propil- L-fenilalanil- L-arginina 4-nitroanilida ) e dissolvido em solução tampão B.
Registrar a variação da absorbância por minuto (ΔA/min) durante 2 a 10 minutos no comprimento de onda apropriado para o substrato utilizado. Para cada mistura do padrão ou da amostra, preparar um branco substituindo o substrato de pré-calicreína por solução tampão B. Corrigir a variação da absorbância por minuto subtraindo o valor obtido com o branco correspondente. Traçar uma curva de calibração a partir dos valores da variação da absorbância por minuto, obtidos com o padrão e as respectivas concentrações e determinar o teor em APC da amostra.
Solução tampão A

Tris(hidroximetil)aminometano 6,055 g

Cloreto de sódio 1,17 g

Brometo de Hexadimetrina 50 mg

Azida Sódica 0,100 g

Dissolver os reagentes em água, ajustar o pH para 8,0 com ácido clorídrico 2 M e completar a 1.000 ml com água.
Solução tampão B

Tris(hidroximetil)aminometano 6,055 g

Cloreto de sódio 8,77 g

Dissolver os reagentes em água, ajustar o pH para 8,0 com ácido clorídrico 2 M e completar a 1.000 ml com água.
REAGENTES E SOLUÇÕES REAGENTES
DEAE- Agarose para cromatografia de troca iônica

Agarose reticulada contendo agrupamentos dietilaminoetilo. Apresenta-se em forma de esferas.
Brometo de hexadimetrina

Fórmula e peso molecular – (C13H30Br2N2)n

Sinonímia – Polimetabrometo de 1,5-dimetil-1,5-diaza-undecametileno.

Poli(dibrometo de 1,1,5,5-tetrametil-1,5-azônia--undecametileno).

Descrição- pó branco amorfo, higroscópico.

Solubilidade: solúvel na água.

Conservação: em recipiente fechados.
DOSEAMENTO DE PROTEÍNAS TOTAIS
MÉTODO 1
As proteínas em solução absorvem a luz ultravioleta no comprimento de onda de 280 nm, devido à presença na sua estrutura de aminoácidos aromáticos (especialmente tirosina e triptofano), propriedade que pode ser utilizada para o doseamento de proteínas. O uso de um tampão como líquido de compensação pode remediar a interferência produzida no caso de o tampão utilizado para dissolução da proteína possuir absorbância elevada, o que poderia comprometer os resultados. 
Em baixas concentrações, a proteína adsorvida sobre a curva pode provocar uma diminuição significativa do teor protéico da solução. É possível prevenir este fenômeno preparando amostras de teor elevado ou utilizando um detergente não iônico durante a preparação.
Solução da amostra. Dissolver uma quantidade apropriada da amostra no tampão escolhido de modo a obter uma solução cuja concentração protéica se situe entre 0,2 mg/ml e 2 mg/ml.
Solução padrão. Preparar uma solução da substância de referência apropriada correspondente à proteína a dosar, no mesmo tampão que se usa para a solução da amostra e de modo a obter a mesma concentração.
Técnica. Manter a solução da amostra, a solução padrão e o líquido de compensação à mesma temperatura durante todo o ensaio. Determinar a absorbância (V.2.14) da solução da amostra e da solução padrão em 280 nm em cubetas de quartzo, utilizando o tampão específico como líquido de compensação. Para a exatidão dos resultados, a resposta é linear no intervalo das concentrações protéicas a dosar.
Difusão da luz. A difusão da luz pela amostra pode afetar a exatidão do doseamento das proteínas. Se as proteínas em solução formam partículas cujo tamanho é da mesma ordem de grandeza do comprimento de onda do feixe de medida (250-300 nm), a difusão do feixe luminoso traduz-se por um aumento da absorbância aparente da amostra. Para calcular a contribuição deste efeito de difusão na absorbância lida em 280 nm, determinar a absorbância da solução da amostra em vários comprimentos de onda (320 nm, 325 nm, 330 nm, 335 nm, 340 nm, 345 nm e 350 nm). 
Construir um gráfico do logarítimo da absorbância lida em função do logarítimo do respectivo comprimento de onda e  determinar, por análise de regressão linear, a curva de calibração que melhor se ajuste aos diferentes pontos inscritos no gráfico.
Determinar por extrapolação o logaritmo da absorbância em 280 nm. A absorbância devido ao efeito de difusão é o anti-logarítimo deste valor. Corrigir os valores observados subtraindo-se a absorbância total em 280 nm da absorbância devido ao efeito de difusão para obter o valor da absorbância devido a proteína em solução. É possível realizar uma filtração usando um filtro de 0,2 μ que não absorva as proteínas, ou uma clarificação por centrifugação, a fim de que sejam reduzidos os efeitos da difusão da luz em caso de solução.
Cálculos. Utilizar os valores corrigidos para os cálculos. Calcular o teor em proteína da solução da amostra (Cu), usando a expressão:
Cu = CS (Au/AS)

Em que

CS = teor em proteína da solução padrão;

Au = valor da absorbância corrigida da solução da amostra;

AS = valor da absorbância corrigida da solução padrão.

MÉTODO 2

Este método, baseia-se na propriedade que as proteínas possuem de reduzir ácidos fosfomolibdêniotungstênico contidos no reagente fosfomolibdênio e tungstênio; esta reação é cromogênica e traduz-se pela existência de um pico de absorção em 750 nm. O reagente fosfomolibdênio e tungstênio reagem primeiramente com os resíduos da tirosina da proteína. O desenvolvimento da coloração atinge um máximo ao fim de 20-30 minutos de incubação à

temperatura ambiente; produz-se de seguida uma descoloração progressiva. Sendo o método sensível a substâncias interferentes, pode utilizar-se um tratamento que produza a precipitação das proteínas da amostra. 
A maior parte das substâncias interferentes reduz a intensidade da coloração obtida, mas alguns detergentes aumentam-na ligeiramente. Uma forte concentração salina pode provocar a formação de um precipitado. Dado que a intensidade da coloração obtida pode variar segundo a espécie protéica considerada, a proteína a dosar e a proteína padrão são as mesmas. Se for necessário, separar as substâncias interferentes da proteína da amostra, proceder como é indicado a seguir em substâncias interferentes antes de preparar a solução da amostra. 
É possível minimizar o efeito das substâncias interferentes por diluição, desde que o teor em proteína a dosar se mantenha suficientemente elevado para permitir uma determinação exata. Utilizar a água destilada para a preparação de todos os tampões e reagentes utilizados neste método.
Solução da amostra. Dissolver uma quantidade apropriada da amostra no tampão especificado de modo a obter uma concentração compreendida no intervalo abrangido pela curva de calibração. O pH de uma solução preparada com um tampão apropriado está compreendido entre 10,0 e 10,5.
Soluções padrão. Dissolver a substância de referência correspondente à proteína a dosar no tampão especificado. Tomar amostras desta solução e completá-las com o mesmo tampão de modo a obter, pelo menos, cinco soluções padrão diferente de concentrações compreendidas entre 5 μg/ml e 100 μg/ml e uniformemente repartidas no intervalo escolhido.
Solução branco. Utilizar o mesmo tampão que foi utilizado para preparar a solução da amostra e as soluções padrão.
Reagente de sulfato de cobre. Dissolver 100 mg de sulfato de cobre e 0,2 g de tartarato de sódio em água destilada e completar 50 ml com o mesmo diluente. Dissolver 10 g de carbonato de sódio anidro em água destilada e completar 50 ml com o mesmo diluente. Verter lentamente a solução de carbonato de sódio na solução de sulfato de cobre, misturando sempre. Esta solução é utilizada nas 24 horas que se seguem à sua preparação.
Reagente alcalino de cobre. Preparar uma mistura de 1 volume de reagente de sulfato de cobre, 2 volumes de solução de dodecilsulfato de sódio a 50 g/l e 1 volume de solução de hidróxido de sódio a 32 g/l. Conservar esta mistura à temperatura ambiente. A mistura é utilizada nas 2 semanas que seguem à sua preparação.
Reagente fosfomolibdênioTungstênico diluído. Misturar 5 ml de reagente fosfomolibdênio e tungstênico com 55 ml de água destilada. Conservar o reagente à temperatura ambiente em frasco de vidro âmbar.
Técnica. A 1,0 ml de cada solução padrão, da solução da amostra e da solução do branco juntar 1,0 ml do reagente alcalino de cobre e misture. Deixar em repouso durante 10 minutos. Juntar 0,5 ml do reagente fosfomolibdênio e tungstênio diluído, misturar e deixar em repouso à temperatura ambiente durante 30 minutos. Determinar a absorbância (V.2.14) das soluções em 750 nm, utilizando a solução do branco como líquido de compensação.
Cálculos. A relação entre a absorbância e o teor em proteína não é linear; entretanto, se o intervalo de concentração abrangido pela curva de calibração for suficientemente estreito, a curva obtida será sensivelmente linear. Construir um gráfico da absorbância das soluções padrão em função do teor em proteína destas soluções e determine a curva de calibração por análise de regressão linear. A partir da curva de calibração e da absorbância da solução da amostra determine o teor em proteína da solução da amostra.
Substâncias interferentes. Neste método junta-se desoxicolato de sódio e ácido tricloracético à amostra para precipitar as proteínas e separá-las das substâncias interferentes, antes de dosar. Esta técnica pode igualmente ser utilizada para concentrar as proteínas contidas numa solução muito diluída. A 1 ml de uma solução da amostra junte 0,1 ml de solução de desoxicolato de sódio a 1,5 g/l. Agitar com um agitador tipo vortex e deixe em repouso à temperatura ambiente durante 10 minutos. Juntar 0,1 ml de solução de ácido tricloracético a 720 g/l. Agitar com um agitador tipo vortex e centrifugue a 3.000 g durante 30 minutos. Rejeitar o sobrenadante líquido e eliminar o líquido residual com uma pipeta. 
Dissolver o coágulo em 1 ml do reagente alcalino de cobre.
MÉTODO 3
Este método baseia-se na propriedade que as proteínas possuem de deslocar de 470 nm para 595 nm o máximo de absorção do azul ácido 90 quando se ligam ao corante. O corante azul ácido 90 apresenta uma afinidade marcada para os resíduos de arginina e de lisina na proteína o que pode provocar variações da resposta ao doseamento de diferentes proteínas. A proteína utilizada como substância de referência deve, portanto, ser a mesma que a proteína a ser dosada. 
Existem relativamente poucas substâncias interferentes, mas é preferível evitar os detergentes e os analitos na amostra a dosar. Amostras muito alcalina podem provocar interferências com o reagente ácido. Utilizar a água destilada para a preparação de todos os tampões e reagentes a serem usados neste método.
Solução da amostra. Dissolver uma quantidade apropriada da amostra no tampão indicado de modo a obter uma concentração compreendida no intervalo coberto pela curva de calibração.
Soluções padrão. Dissolver a substância de referência correspondente à proteína a dosar no tampão indicado. Tomar amostras desta solução e complete com o mesmo tampão de modo a obter pelo menos cinco soluções padrão de concentrações protéicas compreendidas entre 0,1 mg/ml e 1 mg/ml e uniformemente repartidas no intervalo escolhido.
Solução branco. Utilizar o mesmo tampão que foi utilizado para preparar a solução da amostra e as soluções padrão.
Reagente azul ácido 90. Dissolver 0,10 g de azul ácido 90 em 50 ml de álcool. Juntar 100 ml de ácido fosfórico, completar 1.000 ml com água destilada e misturar. Filtrar a solução e conserve-a a temperatura ambiente em frasco de vidro âmbar. Produz-se uma lenta precipitação do corante durante a armazenagem. O precipitado é eliminado por filtração antes de se utilizar o reagente.
Técnica. A 0,100 ml de cada solução padrão, da solução da amostra e da solução em branco juntar 5 ml do reagente azul ácido 90. Homogeneizar a mistura por rotação, evitando a formação de espuma que pode criar problemas de reprodutibilidade. Determine a absorbância (V.2.14) das soluções padrão e da solução da amostra em 595 nm, utilizando a solução em branco como líquido de compensação. Evita-se o uso de cubetas de quartzo (sílica) já que o corante se liga a este material.
Cálculos. A relação entre a absorbância e o teor em proteína não é linear. Entretanto, se o intervalo de concentração coberto pela curva de calibração for suficientemente estreito, a curva obtida será sensivelmente linear. Construir um gráfico da absorbância das soluções padrão em função do teor em proteína destas soluções e determinar a curva de calibração por análise de regressão linear. A partir da curva de calibração e da absorbância da solução da amostra determinar o teor em proteína da solução da amostra.
MÉTODO 4

Este método, também conhecido como método do ácido bicinconínico (BCA), baseia-se na propriedade que as proteínas possuem de reduzir o íon cúprico (Cu2+) a íon cuproso (Cu+). O reagente de ácido bicinconínico serve para detectar os íons cuprosos. Existem poucas substâncias interferentes. Se estiverem presentes substâncias interferentes, é possível minimizar os seus efeitos por diluição, desde que o teor em proteínas a dosar se mantenha suficientemente elevado para permitir uma determinação exata. A técnica de precipitação das proteínas descrita no Método 2 pode ser utilizada para eliminar as substâncias interferentes. 
A intensidade da coloração obtida pela reação com o reagente pode variar de um tipo de proteína para outro e, por isso, a proteína a dosar e a proteína de referência são as mesmas.

Utilizar a água destilada para a preparação de todos os tampões e reagentes a serem usados neste método.
Solução da amostra. Dissolver uma quantidade apropriada da amostra no tampão indicado de modo a obter uma concentração compreendida no intervalo da concentração das soluções padrão.

2. Métodos

Soluções padrão. Dissolver a substância de referência correspondente à proteína a dosar no tampão indicado. Tomar amostras desta solução e complete com o mesmo tampão de modo a obter pelo menos cinco soluções padrão de concentrações compreendidas entre 10 μg/ml e 1.200 μg/ml e uniformemente repartidas no intervalo escolhido.
Solução branco. Utilizar o mesmo tampão que foi utilizado para preparar a solução da amostra e as soluções padrão.
Reagente BCA. Dissolver 10 g de bicinconinato disódico, 20 g de carbonato de sódio monohidratado, 1,6 g de tartarato de sódio, 4 g de hidróxido de sódio e 9,5 g de bicarbonato de sódio em água destilada. Se necessário, ajustar o pH para 11,25 com solução de hidróxido de sódio ou bicarbonato de sódio. Completar 1.000 ml com água destilada e misturar.
Reagente de cobre-BCA. Misturar 1 ml de solução de sulfato de cobre a 40 g/l com 50 ml de reagente BCA.
Técnica. Misturar 0,1 ml de cada solução padrão, da solução da amostra e da solução em branco com 2 ml de reagente de cobre-BCA. Incubar as soluções a 37°C durante 30 minutos, tomar nota da hora e deixe resfriar até à temperatura ambiente. 
Nos 60 minutos a seguir ao período de incubação, determine a absorbância (V.2.14) em 562 nm das soluções padrão e da solução da amostra em cubetas de quartzo, utilizando a solução em branco como líquido de compensação. Quando a temperatura das soluções voltar a descer para a temperatura ambiente, a intensidade da coloração continua a aumentar progressivamente.
Cálculos. A relação entre a absorbância e o teor em proteína não é linear. Entretanto, se o intervalo de concentração coberto pela curva de calibração for suficientemente estreito, a curva obtida será sensivelmente linear. Registre num gráfico a absorbância das soluções padrão em função do teor em proteína destas soluções e determine a curva de calibração por análise de regressão linear. 
A partir da curva de calibração e da absorbância da solução da amostra determine o teor em proteína da solução da amostra.
MÉTODO 5

Este método, também conhecido como método do biureto, baseia-se na propriedade que as proteínaspossuem de interagir com o íon cúprico (Cu2+), em meio alcalino, dando um produto de reação que apresenta absorbância em 545 nm. Este método permite obter um desvio mínimo entre amostras equivalentes de lgG e de albumina. Pelo contrário, a adição simultânea de hidróxido de sódio e do reagente de biureto (na forma de mistura), uma homogeneização insuficiente após a adição do hidróxido de sódio ou um intervalo de tempo muito longo entre a adição do hidróxido de sódio e do reagente de biureto conduz à obtenção de uma resposta mais elevada com amostras de lgG do que com amostras de albumina.
O tratamento com ácido tricloroacético utilizado para reduzir as interferências pode igualmente permitir quantificar a proteína quando a sua concentração na amostra for inferior a 500 μg/ml. Utilizar a água destilada para a preparação de todos os tampões e reagentes a serem usados neste método.
Solução da amostra. Dissolver uma quantidade apropriada da amostra em solução de cloreto de sódio a 0,9 % (p/V) de modo a obter uma concentração compreendida no intervalo da concentração das soluções padrão.
Soluções padrão. Dissolve a substância de referência correspondente à proteína a dosar em solução de cloreto de sódio a 0,9 % (p/V). Tomar amostras desta solução e completar com solução de cloreto de sódio a 0,9 % (p/V) de modo a obter pelo menos três soluções padrão de concentrações compreendidas entre 0,5 mg/ml e 10 mg/ml e uniformemente repartidas no intervalo escolhido.
Solução branco. Utilizar solução de cloreto de sódio a 0,9 % (p/V).
Reagente de biureto. Dissolver 3,46 g de sulfato de cobre em 10 ml de água destilada quente e deixe resfriar (solução A). Dissolver 34,6 g de citrato de sódio e 20,0 g de carbonato de sódio anidro em 80 ml de água destilada quente e deixar resfriar (solução B). Misturar as soluções A e B e completar 200 ml com água destilada. Este reagente é utilizado dentro dos 6 meses que se seguem à sua preparação; não é utilizado se desenvolver turvação ou precipitado.
Técnica. A um volume da solução da amostra juntar um volume igual de solução de hidróxido de sódio a 60 g/l e misture. Juntar imediatamente 0,4 volumes (calculado em relação à amostra da solução da amostra) de reagente de biureto e misturar rapidamente. Manter as amostras durante, pelo menos, 15 minutos a uma temperatura compreendida entre 15°C e 25°C. Nos 90 minutos que se seguem à adição do reagente, determinar a absorbância (V.2.14), no máximo em 545 nm, das soluções padrão e da solução da amostra, usando a solução em branco como líquido de compensação. Se as soluções apresentarem turvação ou precipitado, não são usadas para o cálculo do teor em proteína.
Cálculos. A relação entre a absorbância e o teor em proteína é sensivelmente linear no intervalo de concentrações indicado para as soluções padrão. Construir um gráfico a absorbância das soluções padrão em função do teor em proteína destas soluções e determine a curva de calibração por análise de regressão linear. Calcular o coeficiente de correlação para a curva de calibração. O sistema satisfaz se obtiver uma reta cujo coeficiente de correlação for, pelo menos, de 0,99. A partir da curva de calibração e da absorbância da solução da amostra determinar o teor em proteína da solução da amostra.
Substâncias interferentes. É possível limitar o efeito das substâncias interferentes precipitando, como se indica a seguir, a proteína da amostra: junte 0,1 volumes de solução de ácido tricloroacético a 500 g/l a 1 volume de solução da amostra, eliminar o sobrenadante e dissolver o precipitado num pequeno volume de hidróxido de sódio 0,5 M. Utilizar a solução assim obtida para preparar a solução da amostra.
MÉTODO 6
Este método fluorimétrico baseia-se numa derivação da proteína pelo o-ftalaldeido que reage com as aminas primárias da proteína, isto é, o aminoácido N-terminal e a função α-amina dos resíduos de lisina. A sensibilidade do doseamento pode ser melhorada por uma hidrólise prévia da proteína, antes da adição do o-ftalaldeido. A hidrólise liberta a função α-amina dos aminoácidos constituintes da proteína e que lhe permitem reagir com o reagente de ftalaldeído. Este método é aplicável a diminutas quantidades de proteína.
As aminas primárias contidas, por exemplo, nos tampões de tris(hidroximetil)aminometano e nos tampões de aminoácidos reagem com o ftalaldeído e são, portanto, de evitar ou eliminar. A amônia em elevada concentração reage igualmente com o ftalaldeido. A fluorescência resultante da reação aminafitaraldeido pode ser instável. O emprego de processos automatizados para padronizar o método pode permitir melhorar-lhe a exatidão e a viabilidade. Utilize a água destilada para a preparação de todos os tampões e reagentes a usar neste método.
Solução da amostra. Dissolver uma quantidade apropriada da amostra em solução de cloreto de sódio a 0,9 % (p/V) de modo a obter uma concentração compreendida no intervalo da concentração das soluções padrão. Ajustar o pH da solução para 8-10,5 antes de juntar o reagente de ftalaldeido.
Soluções padrão. Dissolver a substância de referência correspondente à proteína a dosear em solução de cloreto de sódio a 0,9 % (p/V). Tomar amostras desta solução e completar com solução de cloreto de sódio a 9 g/l de modo a obter pelo menos cinco soluções padrão de concentrações compreendidas entre 10 μg/ml e 200 μg/ml e uniformemente repartidas no intervalo escolhido. Ajustar o pH das soluções para 8-10,5 antes de juntar o reagente de ftalaldeido.
Solução branco. Utilizar solução de cloreto de sódio a 0,9 % (p/V).
Solução tampão de borato. Dissolver 61,83 g de ácido bórico em água destilada e ajuste o pH para 10,4 com solução de hidróxido de potássio. Completar a 1.000 ml com água destilada e misturar.
Solução-mãe de ftalaldeído. Dissolver 1,20 g de ftalaldeído em 1,5 ml de metanol, juntar 100 ml de solução de tampão de borato e misturar. Juntar 0,6 ml de solução de éter láurico de macrogol 23 a 300 g/l e misturar. Conservar a solução à temperatura ambiente e utilizar, dentro das 3 semanas que seguem à sua preparação.
Reagente de ftalaldeido. A 5 ml da solução-mãe de ftalaldeido junte 15 μl de 2-mercaptoetanol. Preparear o reagente 30 minutos, pelo menos, antes de utilizar e dentro das 24 horas após a sua preparação.

Técnica. Misturar 10 μl da solução da amostra e de cada uma das soluções padrão com 0,1 ml de reagente de ftalaldeido e deixar em repouso à temperatura ambiente durante 15 minutos. Junte 3 ml de hidróxido de sódio 0,5 M e misturar. Determinar a intensidade da fluorescência (V.2.15) das amostras da solução padrão e da solução da amostra no comprimento de onda de excitação de 340 nm e no comprimento de onda de emissão de 440 nm a 455 nm. Determinar a intensidade da fluorescência de uma amostra uma só vez porque a irradiação provoca uma diminuição da intensidade da fluorescência.
Cálculos. A relação entre a intensidade de fluorescência e o teor em proteína é linear. Registre num gráfico as intensidades de fluorescência obtidas com as soluções padrão em função do teor em proteína destas soluções e determine a curva de calibração por análise de regressão linear. A partir da curva de calibração e da intensidade de fluorescência da solução da amostra determine o teor em proteína da solução da amostra.
MÉTODO 7
Este método baseia-se na quantificação das proteínas por doseamento do nitrogênio. A presença na amostra de outras substâncias nitrogenadas pode afetar o resultado do doseamento das proteínas. As técnicas utilizadas para dosar o nitrogênio conduzem à destruição da amostra durante a análise, mas não se limitam à determinação das proteínas em meio aquoso.
Técnica A. Proceder como indicado para o doseamento do nitrogênio após mineralização pelo ácido sulfúrico (V.3.4.2.) ou utilizar instrumentos disponíveis no mercado adaptados ao doseamento do nitrogênio pelo método de Kjeldahl.
Técnica B. Existem no mercado instrumentos adaptados para o doseamento do nitrogênio. A maior parte deles utiliza a pirólise (combustão da amostra em presença do oxigênio a temperaturas próximas de 1.000°C), que provoca a formação de monóxido de nitrogênio (NO) e outros óxidos de forma NOx a partir do nitrogênio existente na amostra. Certos instrumentos convertem esses óxidos de nitrogênio em nitrogênio gasoso que é quantificado por condutimetria térmica. Outros misturam o monóxido de nitrogênio (NO) com ozônio (O3) para produzir dióxido de nitrogênio no estado excitado (NO2) que emite uma radiação luminosa quando do seu decréscimo e é quantificado por quimiluminescência. Um produto de referência relativamente puro e semelhante, quanto à sua composição, à proteína a dosar é utilizado para otimizar os parâmetros de injeção e de pirólise e para avaliar a reprodutibilidade da análise.
Cálculos. O teor em proteína calcula-se dividindo o teor em nitrogênio da amostra pelo teor em nitrogênio (conhecido) da proteína que pode ser determinado quer a partir da estrutura química da proteína, quer por comparação com uma substância de referência apropriada.

REAGENTES E SOLUÇÕES REAGENTES

Desoxicolato de sódio

Fórmula e massa molecular– C24H39NaO4 - 414,6.

3α,12α-di-hidroxi-5β-colan-24-ato de sódio.
Biureto

Fórmula e massa molecular– C2H5N3O2 - 103,1

Aspecto: cristais brancos, higroscópicos.

Solubilidade: solúvel na água, ligeiramente solúvel no álcool, muito pouco solúvel no éter.

Ponto de Fusão: 188-190°C, com decomposição.

Conservação: em recipiente estanque.
Reagente de biureto.

Dissolva 1,5 g de sulfato de cobre e 6,0 g de tartarato de sódio e de potássio em 500 ml de água. Junte 300 ml de solução de hidróxido de sódio a 100 g/l isenta de carbonato, complete 1. 000 ml com a mesma solução e misture.
Azul ácido 90

Fórmula e massa molecular– C47H48N3NaO7S2 - 854.

Sinonímia–[4-[[4-[(4-Etoxifenil)amino]fenil][[4-(etil)(3-sulfonatobezil)amino]fenil]metileno] ciclo-hexa-2,5-dieno-1-ilideno](etil)(3- sulfonatobenzil)amónio sódico.

Descrição: pó castanho escuro com reflexos violáceos e partículas com reflexos metálicos.

Solubilidade: solúvel na água e no etanol.

Perda por dessecação: no máximo, 5,0 %, em 0,500 g da amostra, na estufa a 100-105°C.
ELETROFORESE
PRINCÍPIOS GERAIS

Por ação de um campo elétrico, as partículas carregadas dissolvidas ou dispersas numa solução eletrolítica migram em direção ao eletrodo de polaridade oposta. Na eletroforese em gel, o deslocamento das partículas é retardado pelas interações com o gel da matriz que constitui o meio de migração e  comporta-se como um tamis molecular.
As interações de oposição da força elétrica e da tamização molecular resultam na taxa de diferencial  de migração de acordo com o tamanho, forma e carga de partículas. Devido às suas propriedades físicoquímicas diferentes, as diversas moléculas contidas numa mistura migrarão a velocidades diferentes  durante a eletroforese, ficando assim separadas em frações bem definidas. As separações eletroforéticas podem ser conduzidas em sistemas sem fase de suporte (por exemplo, separação em solução livre na eletroforese capilar), e ou em meios estabilizados como placas de camada fina, filmes ou géis.
ELETROFORESE DE FRONTEIRA OU DIVISÃO OU LIMITE LIVRE OU EM MOVIMENTO
Este método é principalmente utilizado na determinação de mobilidades, sendo as características experimentais diretamente mensuráveis e reprodutíveis. Aplica-se, sobretudo, a substâncias de massa moleculares relativamente elevadas, pouco difusíveis.
As divisões são inicialmente demarcadas por um processo físico como a refratometria ou a condutimetria. Após a aplicação de um campo elétrico definido, durante um tempo determinado, obtêm-se novas divisões e suas respectivas posições são observadas. As condições operacionais permitem não só a determinação das divisões como também dos constituintes.
ELETROFORESE EM SUPORTE OU ELETROFORESE DE ZONA
Este método é usado apenas para amostras reduzidas. A natureza do suporte, como papel, gel de agarose, acetato de celulose, amido, agarose, metacrilamida ou gel misto, introduz um número de fatores adicionais que modificam a mobilidade:
a) devido a sinuosidade da canalização do suporte, à distância aparentemente percorrida é menor que a distância real;

b) certos suportes não são eletricamente neutros e, como o meio constitui uma fase estacionária, pode algumas vezes originar uma considerável corrente eletro-endosmótica importante;

c) o aquecimento devido ao efeito de Joule pode produzir certa evaporação do líquido do suporte, o que conduz, por capilaridade, a um deslocamento da solução das extremidades para o centro; assim, a força iônica tende a aumentar progressivamente.
A velocidade de migração depende de quatro fatores principais: mobilidade da partícula, corrente de eletro-endosmótica, corrente de evaporação e intensidade do campo. Por estas razões é necessário proceder em condições experimentais bem determinadas e utilizar, se possível, padrões de referência.
Aparelhagem. Um aparelho de eletroforese consta de:
– um gerador de corrente contínua de tensão controlável e de preferência estabilizada;
– uma cuba de eletroforese. Geralmente retangular, de vidro ou de material plástico rígido, com dois compartimentos separados, anódico e catódico, que contêm a solução tampão condutora. Em cada compartimento mergulha um eletrodo, de platina ou de grafite, estes são conectados por meio de um circuito devidamente isolado da fonte de alimentação do terminal correspondente para formar respectivamente o anodo e catodo, ligados por um circuito convenientemente isolado ao borne correspondente do gerador. 
O nível do líquido nos dois compartimentos é igual para evitar o efeito de sifonagem. A cuba de eletroforese deve ser equipada com uma tampa hermética, permitindo manter no seu interior uma atmosfera saturada de unidade e atenuar assim, a evaporação do solvente durante a migração. Utiliza-se um dispositivo de segurança que corte a corrente, quando se retira a tampa da cuba. Se a medida de corrente elétrica exceder a 10 W é preferível resfriar o suporte;
– um dispositivo de suporte.
Eletroforese em tiras. Na eletroforese as tiras no suporte, são previamente impregnadas com a mesma solução condutora e cada extremidade mergulhada no compartimento do eletrodo. As tiras ficam bem estendidas, fixadas sobre um suporte apropriado para evitar a difusão da solução condutora como, por exemplo, uma moldura horizontal, um suporte em V invertido ou uma superfície uniforme, com pontos de contato em intervalos adequados.
Eletroforese em gel. Na eletroforese em gel, o dispositivo consiste numa placa de vidro, como, por exemplo, uma simples lâmina de microscópio, na qual se deposita uma camada de gel aderente e de espessura uniforme em toda a superfície da lâmina. O contato entre o gel e a solução condutora varia em função do tipo do aparelho utilizado. Evita-se qualquer condensação de umidade ou secagem da camada sólida; – um dispositivo de medição ou meios de detecção.
Método. Colocar a solução de eletrólito nos compartimentos dos eletrodos. Colocar o suporte

convenientemente embebido com a solução do eletrólito na cuba, de acordo com o tipo de aparelho utilizado. Traçar a linha de partida e aplicar a amostra de ensaio. Deixar passar a corrente durante o tempo indicado; em seguida desligar a corrente, retirar o suporte da cuba, secar e revelar.
ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA EM TUBO CILÍNDRICO

Na eletroforese em gel de poliacrilamida, cilíndrico (em tubo) a fase estacionária é constituída por um gel preparado a partir de acrilamida e de N,N’-metilenobisacrilamida. Os géis são preparados em tubos, geralmente com 7,5 cm de comprimento e 0,5 cm de diâmetro interno (gel cilíndrico); uma única amostra é aplicada em cada tubo.
Aparelhagem. O aparelho é constituído por 2 reservatórios destinados a receber as soluções tampão e construídos com um material apropriado, tal como o polimetacrilato de metila. Estão dispostos verticalmente, um acima do outro, e são munidos, cada um, de um eletrodo de platina. Estes dois eletrodos são ligados a uma fonte de corrente permitindo operar com intensidade e tensão constantes. Para géis cilíndricos, o aparelho tem na base superior do reservatório um número de juntas de elastômero situadas a igual distância do eletrodo.
Técnica. De um modo geral, recomenda-se desgaseificar as soluções antes da polimerização e utilizar o gel imediatamente após a sua preparação. Preparar o gel segundo as indicações da monografia. Colocar a mistura de gel nos tubos de vidro apropriados, fechados na extremidade inferior com uma rolha, até uma altura igual em todos eles, à distância de cerca de 1 cm da borda superior do tubo. 
Evitar a introdução de bolhas de ar nos tubos. Cubra a mistura com uma camada de água a fim de impedir o contato com o ar e deixar em repouso. A formação do gel requer geralmente cerca de 30 minutos e está completa quando aparece uma delimitação nítida entre o gel e a camada aquosa. Eliminar a camada aquosa. Encher o reservatório inferior com a solução tampão prescrita e remover as rolhas dos tubos. Encaixar os tubos nas juntas do reservatório superior de modo que a sua parte inferior mergulhe na solução tampão do reservatório inferior e ajuste de forma que o fundo dos tubos esteja imersos na solução tampão do reservatório inferior.
Delicadamente encher os tubos na solução do reservatório inferior. Preparar as soluções problema e padrão contendo o corante indicado prescrito. Encha cuidadosamente os tubos com a solução tampão indicada. Aplicar as soluções, cuja densidade foi aumentada, por adição de sacarose, por exemplo, à superfície do gel, utilizando um tubo diferente para cada solução. Colocar a mesma solução tampão no reservatório superior. Ligar os eletrodos à fonte de corrente e proceda à eletroforese, utilizando a corrente de intensidade ou de tensão constante e a temperatura prescritas na monografia. Interrompa a corrente quando o indicador corado atingir o reservatório inferior. Retirar imediatamente os tubos e proceda à extrusão do gel. Localizar a posição das bandas nos eletroforetogramas segundo o procedimento indicado.
ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA COM DODECILSULFATO DE SODIO (DSSEGPA)
Campo de aplicação. A eletroforese em gel de poliacrilamida é utilizada para a caracterização qualitativa das proteínas contidas em preparações biológicas, para controles de pureza e determinações quantitativas.
Finalidade. A análise por eletroforese em gel é um processo adaptado à identificação e ao controle da homogeneidade das proteínas contidas em preparações farmacêuticas. É utilizada como rotina para avaliar a massa molecular das subunidades protéicas e determinar as subunidades que compõem as proteínas purificadas.
No mercado existe uma grande variedade de géis e reagentes prontos para serem utilizados em vez dos que se descrevem mais abaixo, desde que os resultados obtidos sejam equivalentes e que possam ser satisfeitas as condições de validade descritas em Validação do ensaio.
CARACTERÍSTICAS DOS GÉIS DE POLIACRILAMIDA
As propriedades de tamis dos géis de poliacrilamida estão relacionadas com a sua estrutura particular que é a de uma rede tridimensional de fibras e poros resultantes da formação de ligações cruzadas entre a bisacrilamida bifuncional e as cadeias adjacentes de poliacrilamida. A polimerização é catalisada por um gerador de radicais livres composto de persulfato de amônia (PSA) e N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina (TEMED). O tamanho real dos poros de um gel é tanto menor quanto mais elevada for a sua concentração em acrilamida como a concentração de acrilamida do gel aumenta a sua porosidade efetiva diminui. 
A porosidade real de um gel é definida de modo operacional pelas suas propriedades de tamis molecular, isto é, a resistência que ele opõe à migração das macromoléculas. Existem limites para as concentrações de acrilamida que podem ser utilizadas. Em concentrações muito elevadas os géis desfazem-se mais facilmente e tornam-se difíceis de manipular. Quando o tamanho dos poros de um gel diminui, a velocidade de migração de uma proteína nesse gel diminui também. Ajustando a porosidade de um gel, alterando a concentração em acrilamida, é possível otimizar a resolução do método para um determinado produto protéico. Desse modo, as características físicas de um gel dependem, portanto, do seu teor em acrilamida e em bisacrilamida. 
Além da composição do gel, o estado da proteína constitui outro fator importante para a sua mobilidade eletroforética. No caso das proteínas, a mobilidade eletroforética depende do pK dos grupos com carga elétrica e do tamanho da molécula. É igualmente afetada pela natureza, concentração e pH do tampão, pela temperatura, intensidade do campo elétrico e pela natureza do suporte.
ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA EM CONDIÇÕES DESNATURANTES
O método descrito a título de exemplo é aplicável à análise dos polipeptídeos monômeros de massa molecular compreendida entre 14.000 e 100.000 daltons. É possível ampliar este intervalo por diferentes técnicas (por exemplo, pelos empregos de géis em gradiente ou de sistemas tampão especiais), mas tais técnicas não fazem parte deste texto. A eletroforese em gel de poliacrilamida em condições desnaturantes usando o dodecilsulfato de sódio (DSS-EGPA) é a técnica de eletroforese mais utilizada para avaliar a qualidade farmacêutica dos produtos protéicos e é sobretudo o foco do presente texto. 
De modo geral, a eletroforese analítica das proteínas é realizada em gel de poliacrilamida em condições que favorecem a dissociação das proteínas nas suas subunidades polipeptídicas e que limitam o fenômeno de agregação. Utiliza-se frequentemente este efeito o dodecilsulfato de sódio (DSS) um detergente fortemente aniônico, para dissociar as proteínas antes da sua aplicação no gel, em combinação com o calor. Os polipeptídeos desnaturados ligam-se ao DSS, adquirem cargas negativas e caracteriza-se por uma relação carga/massa constante qualquer que seja o tipo de proteína considerada. Sendo a quantidade de DSS ligada quase sempre proporcional a massa molecular do polipeptídeo e independente da sua sequência, os complexos DSS-polipeptídeo migram nos géis de poliacrilamida com mobilidades que são função do tamanho do polipeptídeo.
A mobilidade eletroforética resultante dos complexos detergente-polipeptídeo resultantes apresentam sempre a mesma relação funcional com a massa molecular. A migração dos complexos DSS são como seria de se prever, em direção ao anodo a velocidade mais elevada para os complexos de baixa massa molecular do que para os de alta massa molecular. É, assim, possível determinar a massa molecular de uma proteína a partir da sua mobilidade relativa, após comparação com soluções padrão de valor de massa molecular conhecida e a observação de uma banda única constitui um critério de pureza.
Todavia, as modificações eventuais da constituição do polipeptídeo, por exemplo, uma N- ou uma 0-glicosilação, têm um impacto significante não negligenciável sobre a massa molecular aparente de uma proteína, não se liga a uma molécula de carbohidratos de forma semelhante a um polipeptídeo. Com efeito, o DSS não se liga da mesma maneira aos agrupamentos glicídicos ou aos agrupamentos peptídicos, de modo que a constância da relação carga/massa deixa de ser verificada. A massa molecular aparente das proteínas que sofreram modificações pós-translacionais não reflete realmente a massa da cadeia polipeptídica.
Condições redutoras
A associação das subunidades polipeptídicas e a estrutura tridimensional das proteínas baseiam-se muitas vezes na existência de pontes dissulfeto. Um dos objetivos a atingir na análise DSS- EGPA em condições redutoras é a ruptura desta estrutura por redução das pontes dissulfeto. A desnaturação e a dissociação completas das proteínas por tratamento pelo 2-mercaptoetanol ou pelo ditiotreitol (DTT) provocam um desdobramento da cadeia polipeptídica seguida de uma complexação com o DSS. Nestas condições, a massa molecular das subunidades polipeptídicas pode ser calculada por regressão linear com a ajuda de padrões de massa molecular apropriados.
Condições não redutoras
Para certas análises, a dissociação completa da proteína em subunidades peptídicas não é desejável. Na ausência de tratamento pelos agentes redutores, como o 2-mercaptoetanol ou o DTT, as pontes dissulfeto covalentes permanecem intactas e a conformação oligomérica da proteína é preservada.
Os complexos DSS-oligômero migram mais lentamente que as subunidades DSS-peptidicas. Além disso, as proteínas não reduzidas podem não ser totalmente saturadas em DSS e, por consequência, não se ligam ao detergente numa relação de massa constante. Esta circunstância torna a determinação da massa molecular destas moléculas pelo DSS- EGPA mais difícil que a análise de polipeptídeos totalmente desnaturados já que para que a comparação seja possível é necessário que os padrões e as proteínas desconhecidas tenham configurações semelhantes. Entretanto, a obtenção no gel de uma única banda corada permanece como critério de pureza.
CARACTERÍSTICAS DA ELETROFORESE EM GEL EM SISTEMA TAMPÃO DESCONTÍNUO
O método eletroforético mais divulgado para a caracterização das misturas complexas de proteínas fundamenta-se no emprego de um sistema tampão descontínuo que inclui dois géis contínuos, mas distintos: um gel (inferior) de separação ou de resolução e um gel (superior) de concentração. Estes dois géis são de porosidade, pH e força iônica diferentes. Alem disso, os diferentes íons móveis são usados nos géis e nos tampões do eletrodo. A descontinuidade do sistema tampão conduz a uma concentração de grande volume das amostras no gel de concentração e, portanto, a uma melhoria da resolução.
Quando o campo elétrico é aplicado, um gradiente de tensão negativo instaura-se através da solução da amostra e arrasta as proteínas no gel de concentração para o gel de empilhamento. Os íons glicinato contidos no tampão do eletrodo seguem as proteínas no gel de empilhamento. Forma-se rapidamente uma zona de divisão móvel cuja frente é constituída pelos íons cloreto de alta mobilidade e a parte de trás pelos íons glicinato mais lentos. Um gradiente de alta tensão localizado instaura-se entre as frentes iônicas da cabeça e da cauda e leva os complexos DSS-proteína a concentrarem-se numa banda muito estreita que migra entre as frações cloreto e glicinato.
Em larga escala, independentemente do volume da amostra aplicado, o conjunto dos complexos DSS-proteína sofrem um efeito de condensação e penetram no gel de separação na forma de uma banda estreita, bem definida, de alta densidade protéica. O gel de empilhamento, de poros largos, não retarda geralmente a migração das proteínas, mas desempenha principalmente o papel de meio anticonvequitivo.
Na interface dos géis de empilhamento e de separação, as proteínas são confrontadas com um brusco aumento do efeito de retardamento devido ao pequeno diâmetro dos poros do gel de separação. Quando penetram no gel de separação, este retardamento prossegue devido ao efeito de tamis molecular exercido pela matriz. Os íons glicinato ultrapassam as proteínas cuja migração prossegue então num meio de pH uniforme constituído pela solução tampão de tris(hidroximetil)- aminometano (TRIS) e pela glicina. O efeito de tamis molecular conduz a uma separação dos complexos DSS-polipeptídeo com base na sua respectiva massa molecular.
PREPARAÇÃO DE GÉIS DE POLIACRILAMIDA DSS VERTICAIS DE TAMPÃO DESCONTÍNUO

Montagem do molde

Com um detergente suave, limpar as duas placas de vidro (por exemplo de tamanho 10cm X 8cm), o pente de politetrafluoroetileno, os dois espaçadores e o tubo de borracha de silicone ( por exemplo, diâmetro de 0,6mm X 35cm ), e enxaguar abundantemente com água. Secar todos os elementos com papel toalha ou tecido. Lubrificar os espaçadores e o tubo com lubrificante que não sejam à base de silicone.
Colocar os espaçadores a 2 mm da borda ao longo dos dois lados curtos e de um dos lados compridos da placa de vidro. Este último corresponderá ao fundo do gel. Começar a instalar o tubo sobre a placa de vidro utilizando um dos espaçadores como guia. Atingida a extremidade do espaçador, dobrar o tubo com precaução para fazê-lo seguir o lado longo da placa de vidro. Mantenha o tubo no seu lugar com um dos dedos, dobre-o de novo para fazê-lo seguir o segundo lado curto da placa, utilizar o espaçador como guia.
Colocar a segunda placa no lugar, alinhando-a perfeitamente sobre a primeira, e mantenha o conjunto por pressão manual. Colocar duas pinças em cada um dos lados curtos do molde e depois, com precaução, quatro outras pinças no lado longo que constituirá a base do molde. Verificar se o tubo segue a borda das placas e não se deslocou após a colocação das pinças. O molde está pronto e o gel pode ser colocado nele.
Preparação dos géis
Para os géis do sistema tampão descontínuo, recomenda-se colocar primeiro o gel de separação e deixá-lo polimerizar antes de colocar o gel de concentração, porque o teor em acrilamida-bisacrilamida nos dois géis, no tampão e do pH são diferentes.
Preparação do gel de separação.
 Num erlenmayer preparar o volume apropriado de uma solução de acrilamida de concentração desejada, usando os valores indicados na Tabela 1. Misturar os componentes pela ordem indicada. Antes de juntar a solução de persulfato de amônia e a tetrametiletilenodiamina (TEMED), filtrar, se necessário, por sucção usando uma membrana de acetato de celulose (diâmetro dos poros; 0,45 μ); mantenha sob sucção agitando a unidade de filtração até que deixem de se formar bolhas na solução. Juntar as quantidades apropriadas de solução de PSA e de TEMED (ver Tabela 1), agitar e introduzir imediatamente no espaço que separa as duas placas de vidro do molde. 
Deixar uma altura livre suficiente para o gel de concentração (altura de um dente do pente mais 1 cm). Usando uma pipeta de vidro afilada, recubra com precaução a solução com isobutanol saturado de água. Deixar polimerizar o gel em posição vertical, à temperatura ambiente.
Preparação do gel de empilhamento. 
Quando a polimerização terminar (cerca de 30 minutos), esgotar o isobutanol e lavar várias vezes a superfície do gel com água para eliminar completamente o isobutanol e, se necessário, a acrilamida não polimerizada. Deixar o mínimo de líquido na superfície do gel e, eventualmente, absorva a água residual com a ponta de uma toalha de papel. Num erlenmyer, preparar um volume apropriado de uma solução de acrilamida de concentração desejada usando os valores da Tabela 2. Misturar os componentes pela ordem indicada.
Antes de juntar a solução de PSA e de TEMED, filtrar se necessário, por sucção por uma membrana de acetato de celulose (diâmetro dos poros: 0,45 μ); mantenha sob sucção agitando a unidade de filtração até que deixem de se formar bolhas na solução. Juntar as quantidades apropriadas de soluções de persulfato de amônia e de TEMED (ver Tabela 2), agitar e adicionar imediatamente sobre o gel de separação. Colocar imediatamente no lugar um pente de politetrafluoroetileno limpo na solução do gel de concentração, tomando a precaução de evitar a formação de bolhas de ar. Juntar solução para o gel de concentração de modo a encher totalmente os interstícios do pente. Deixar polimerizar o gel em posição vertical, à temperatura ambiente.
Montagem do gel no aparelho de eletroforese e separação eletroforética
Quando a polimerização terminar (cerca de 30 minutos), retirar o pente com precaução. Lavar os poços imediatamente com água ou tampão de eletroforese DSS- EGPA para eliminar a acrilamida eventualmente não polimerizada. Se necessário, endireitar os dentes do gel de empilhamento, com uma agulha hipodérmica, de ponta partida, anexada a uma seringa de um dos lados curtos da placa, retirar com precaução o tubo e recolocar as pinças. Proceda do mesmo modo do outro lado curto e depois na base do molde.
Colocar o gel no aparelho de eletroforese. Introduza os tampões de eletroforese nos reservatórios superior e inferior. Eliminar as bolhas eventualmente aprisionadas na base do gel entre as placas de vidro. É recomendável empregar para este fim uma agulha hipodérmica dobrada fixada numa seringa. Nunca estabeleça tensão elétrica no gel sem as amostras porque pode destruir a descontinuidade do sistema tampão. Antes de depositar a amostra, lave ou preencha os poços com precaução com tampão de eletroforese DSS- EGPA. Preparar as soluções problema e padrão utilizando o tampão para amostras recomendada e tratar como se especifica na monografia da substância a ser analisada. 
Aplicar nos poços do gel de concentração o volume apropriado das diferentes soluções. Proceda à eletroforese nas condições recomendadas pelo fabricante do aparelho. Certos fabricantes de aparelhos para DSS- EGPA fornecem géis de diversas superfícies e espessuras. Para obter uma separação ótima, pode ser necessário fazer variar a duração da eletroforese e os parâmetros elétricos como indicado pelo fabricante. Verificar que a frente de coloração se desloca no gel de separação, ela atinge a base do gel, parar a eletroforese. Retirar o molde do aparelho e separar as duas placas de vidro. Retirar os espaçadores, separar e rejeitar o gel de empilhamento e proceda imediatamente à coloração.
DETECÇÃO DAS PROTEÍNAS NOS GÉIS
A coloração com azul de Coomassie é o método mais correntemente utilizado para as proteínas, com um nível de detecção da ordem de 1 μg a 10 μg de proteína por banda. A coloração com nitrato de prata é o método mais sensível para a visualização das proteínas em géis; permite a detecção de bandas com 10 ng a 100 ng de proteína.
Todas as etapas da coloração dos géis são realizadas à temperatura ambiente com agitação moderada com movimento orbital num equipamento apropriado. É necessário o uso de luvas para evitar depositar no gel impressões digitais que também ficariam coradas.
Coloração com azul de Coomassie
Mergulhar o gel durante, pelo menos, 1 hora num grande excesso de solução de coloração de azul de Coomassie . Eliminar a solução de coloração. Mergulhar o gel num grande excesso de solução de descoloração. Renovar várias vezes a solução de descoloração até que as bandas protéicas apareçam nitidamente sobre fundo claro. Quanto mais forte for a descoloração do gel, tanto menor quantidades de proteínas são detectáveis por este método. É possível acelerar a descoloração incorporando na solução de descoloração alguns gramas de resina de

troca iônica ou uma esponja.
NOTA – As soluções ácido-alcoólicas utilizadas neste método não fixam totalmente as proteínas do gel. Pode, portanto, haver perda de certas proteínas de massa molecular baixa durante as operações de coloração-descoloração dos géis finos.

Pode ser conseguido uma fixação permanente colocando o gel durante 1 hora numa mistura de 1 volume de ácido tricloracético, 4 volumes de metanol e 5 volumes de água antes de se mergulhar na solução de coloração de Coomassie.

Tabela 1- Preparação do Gel de Resolução

[image: image4.jpg]Componentes da Solugédo

Volume dos componentes em ml por volume do molde do gel de:

5ml 10ml  15ml  20ml  25ml 30ml  40ml
50 ml
6 % de Acrilamida
Agua 26 53 7.0 10,6 | 132 | 159 | 212 16,5
Solugao de acrilamida’ 1,0 2,0 3,0 4,0 50 6,0 8,0 10,0
1,5 Mol Tris (pH 8,8) @ 13 2,5 38 5,0 6,3 75 10,0 12,5
(Dss) 100 g de Dogeoll 1 005 | 01 | o016 | 02 [ 025 | 03 | 04 | 05
(FEAI100 Eﬁ;gﬁigirsu'fato 1 005 0,1 0,15 02 025 03 0.4 0,5
Tetramet(ﬁi'l\gﬁ?gﬂamma(s) 0,004 | 0,008 | 0,012 | 0,016 | 002 | 0024 | 0,032 | 004
8 % de Acrilamida
Agua 23 46 6,9 93 M5 | 139 | 185 | 232
Solugao de acrilamida™ 13 2,7 40 53 6,7 8,0 10,7 13,3
1,5 Mol Tris (pH 8,8) @ 13 2,5 38 5,0 6,3 75 10,0 12,5
(Dss) 100 g de Dogeall | 005 | 01 | o015 | 02 [ 025 | 03 | 04 | 05
ERR NGl e EReloss | Gog | @i | @i | 62 | 855 | @B | 04 05
Tetramet(ﬁi'l\gﬁ?gﬂamma(s) 0,003 | 0,006 | 0,009 | 0,002 | 0005 | 0,008 | 0,024 | 003
10 % de Acrilamida
Agua 19 40 59 7.9 9.9 M9 | 159 | 198
Solugao de acrilamida™ 17 33 50 6,7 83 10,0 13,3 16,7
1,5 Mol Tris (pH 8,8)® 13 2,5 338 5,0 6,3 75 10,0 12,5
(Dss) 100 g de Dogeall | 905 | o1 | 015 | 02 | 025 | 03 | 04 | 05
(PEA) mogﬁgﬁi;‘%rsu'fato ® 1 005 0,1 0,15 02 0,25 03 0,4 05
Tetramet(ﬁi'l\gﬁ?gﬂamma(s) 0,002 | 0004 | 0006 | 0,008 | 001 | 0002 | 0016 | 002

Componentes da Solugéo

Volume dos componentes em ml por volume do molde do gel de:

5ml 10ml 15ml 20ml 25ml 30ml 40ml 50ml
12 % de Acrilamida
Agua 16 33 49 66 82 9.9 13,2 16,5
Solugao de acrilamida® 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 16,0 20,0
1,5 Mol Tris (pH 8,8) @ 13 2,5 38 5,0 6,3 75 10,0 12,5
(Dss) 100 g de Dogeall 1 005 | 01 | 015 | 02 025 | 03 | 04 | 05
(PSA)100 g de Fersulfatode | 005 | 01 | 015 | 02 | 025 | 03 0,4 05
Tetramet(ils'fi'l\gﬁggﬂamma@) 0,002 | 0,004 | 0,006 | 0,008 | 001 | 0012 | 0,016 | 002

14 % de Acrilamida





[image: image5.jpg]Agua 14 27 3,9 53 6,6 8,0 10,6 13,8
Solugao de acrilamida™ 2,3 4,6 70 93 11,6 13,9 18,6 23,2
1,5 Mol Tris (pH 8,8) @ 1,2 25 36 50 6,3 75 10,0 12,5
(Dss) 100 g de Dogeall | 005 | 01 | o015 | 02 [ 025 | 03 | 04 | 05
(PSA) 100§r/‘rl12§iangrsulfato de 0.05 01 015 02 0.25 - i e
Tetramet(i-lrelfill\gﬁc?c)jiamina(s) 0,002 | 0,004 | 0,006 | 0,008 [ 0,01 0,012 | 0,016 0,02
15 % de Acrilamida
Agua 11 253 34 46 57 6,9 9,2 15
Solugao de acrilamida™ 2,5 50 75 10,0 12,5 15,0 20,0 25,0
1,5 Mol Tris (pH 8,8) @ 1.3 25 38 5.0 6,3 75 10,0 12,5
(Dss) 100 g de Dogeall | 905 | o1 | 015 | 02 | 025 | 03 | 04 | 05
(PSA) 100§r/‘rl12§iangrsulfato de | 505 01 015 02 0.25 - » "
Tetramet(iEi’?gEc?éiamma@) 0,002 | 0004 | 0006 | 0008 | 001 | 0012 | 0,016 | 002

(1) Solug&o de acrilamida: solugéo de acrilamida/bisacrilamida (29:1) a 30 %.SR
(2) Tris pH 8,8 (1,5 M): solugéo tampao de tris-cloridrato de pH 8,8 (1,5 M).ST
(3) DSS 100 g/I: solugéo de dodecilsulfato de sédio a 100 g/l.
(4) PSA 100 g/l solugdo de persulfato de amoénio a 100 g/l. O persulfato de aménio fornece os
radicais livres que induzem a polimerizag@o da acrilamida e da bisacrilamida. A solucéo de persulfato de
amdnia decompde-se lentamente e é renovada todas as semanas.
(5) TEMED: N,N,N’,N'-tetrametiletilenodiamina.

Tabela -2 Preparagédo do gel de empilhamento

Volume dos componentes em ml por volume do molde do gel de:

Componentes da Solugéo 1,0ml 20ml 3,0ml 40ml 50ml 6,0ml 80ml 10,0ml
Agua 0,68 14 o] 2.7 34 4.1 55 6.8
Solugao de acrilamida’” 0,17 0,33 05 0,67 0,83 1,0 1,3 1.7
1,0 Mol Tris (pH 6,8) @ 0,13 0,25 0,38 0,5 0,63 0,75 1,0 1,25
(DSS) 100 g/l de Dodecil
Sulfato de Sédio® 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,08 0,1
(FSA) 136? E{# gﬁ;ﬁrsu'fato 001 | 002 | 003 | 004 | 005 | oos | 008 | 01
(TEMED) 1 5001 | 0002 | 0,003 | 0,004 | 0,005 | 0,006 | 0008 | 001
Tetrametiletilenodiamina

(1) Solug&o de acrilamida: solugéo de acrilamida/bisacrilamida (29:1) a 30 %.SR
(2) Tris pH 6,8 (1,0 M): solugdo tampao de tris-cloridrato ST
(3) DSS 100 g/I: solucéo de dodecilsulfato de sodio a 100 g/l.
(4) PSA 100 g/l solugdo de persulfato de amoénia a 100 g/l. O persulfato de aménia fornece os
radicais livres que induzem a polimerizagdo da acrilamida e da bisacrilamida. A solugéo de persulfato de
amodnia decompde-se lentamente e é renovada todas as semanas.
(5) TEMED: N,N,N’,N'-tetrametiletilenodiamina.




Coloração com nitrato de prata

Mergulhar o gel durante 1 hora num grande volume de solução de fixação. Eliminar e renovar a solução de fixação e deixar incubar durante, pelos menos, 1 hora ou durante toda a noite, se assim for mais prático. Eliminar a solução de fixação e colocar o gel num volume em excesso de água durante 1 hora e, em seguida, mergulhar durante 15 minutos em solução de glutaraldeído a 1 %. 
Lavar o gel colocando-o por duas vezes num volume excessivo de água durante 15 minutos e, em seguida, mergulhá-lo durante 15 minutos, ao abrigo da luz, em reagente de nitrato de prata recentemente preparado. Lavar o gel colocando o por três vezes num volume excessivo de água durante 15 minutos e, em seguida, mergulhe-o durante cerca de 1 minuto em solução de desenvolvimento até obter coloração satisfatória. Suspenda o desenvolvimento por imersão durante 15 minutos em solução de paragem. Lavar com água.
SECAGEM DOS GÉIS DE POLIACRILAMIDA DSS CORADOS

O tratamento dos géis é ligeiramente diferente conforme o método de coloração utilizado. No caso da coloração com Coomassie, a etapa de descoloração é seguida da uma imersão do gel em solução de glicerina a 100 g/l durante, pelo menos, 2 horas (ou uma noite). No caso da coloração com prata, a lavagem final é seguida de uma imersão em solução de glicerina a 20 g/l durante 5 minutos. Mergulhar duas folhas de celulose porosa em água durante 5 a 10 minutos. Colocar uma das folhas numa moldura de secagem.
Levantar delicadamente o gel e deposite-o sobre a folha de celulose. Eliminar bolhas que eventualmente tenham ficado aprisionadas e adicione alguns mililitros de água ao longo das bordas do gel. Cubra com a segunda folha e eliminar eventuais bolhas de ar aprisionadas. Terminar o conjunto do quadro de secagem. Colocar na estufa ou deixar secar a temperatura ambiente.
DETERMINAÇÃO DA MASSA MOLECULAR

A massa molecular das proteínas é determinada por comparação da sua mobilidade com a mobilidade de vários marcadores protéicos de peso molecular conhecidos. Existem, para a padronização dos géis, misturas de proteínas de massa molecular exatamente conhecida exatamente que permitem obter uma coloração uniforme. Tais misturas estão disponíveis para diferentes faixas de massa molecular. As soluções-mãe concentradas das proteínas de massa molecular conhecida são diluídas em tampão para amostragem apropriada e depositadas no mesmo gel que a amostra protéica a examinar. 
Imediatamente após a eletroforese, determinar a posição exata do corante de marcação (azul de bromofenol) para identificar a frente de migração dos íons. Para este efeito, pode cortar-se uma pequena porção da borda do gel ou mergulhar no interior do gel, ao nível da frente de migração do corante, uma agulha molhada em tinta da China. Após a coloração do gel, determinar a distância de migração de cada banda protéica (marcadores e bandas desconhecidas) a partir do bordo superior do gel de separação e divida cada uma destas distâncias de migração pela distância percorrida pelo corante de marcação. As distâncias de migração assim obtidas são chamadas mobilidades relativas das proteínas (em referência à frente de coloração) e convencionalmente representadas por Rf. 
Construa um gráfico usando os logaritmos do massa molecular relativa (Mr) dos padrões protéicos em função dos Rf correspondentes. Os gráficos obtidos são ligeiramente sigmóides. O cálculo das massas moleculares desconhecidas pode ser calculado por regressão linear ou por interpolação a partir da curva de variação de log (Mr) em função do Rf desde que os valores obtidos para as amostras desconhecidas se situem na parte linear do gráfico.

VALIDAÇÃO DO ENSAIO

O ensaio só será válido se as proteínas utilizadas como marcadores de massa molecular se distribuir em 80 % do comprimento do gel e se, no intervalo de separação desejada (por exemplo, o intervalo que cubra o produto e o seu dímero, ou o produto e as suas impurezas aparentadas) existir para as bandas protéicas em causa uma relação linear entre o logaritmo da massa molecular e o valor do Rf. Exigências de validação suplementares dizendo respeito à preparação da amostra podem ser especificadas nas monografias em particular.
DETERMINAÇÃO QUANTITATIVA DAS IMPUREZAS
Quando for especificado numa monografia em particular um teor em impurezas, é conveniente preparar uma solução padrão correspondente a esse teor diluindo a solução problema. Se, por exemplo, este limite for de 5 %, a solução padrão é uma diluição a 1:20 da solução problema. O eletroforetograma obtido com a solução problema não apresenta nenhuma banda devido a impureza (além da banda principal) que seja mais intensa que a banda principal do eletroforetograma obtido com a solução padrão. 
Desde que se opere em condições validadas, é possível quantificar as impurezas por normalização em relação à banda principal, utilizando um densitômetro integrador. Neste caso, é verificada a linearidade das respostas.
ELETROFORESE CAPILAR

Eletroforese capilar (EC) é um método físico de análise baseado na migração, dentro de um capilar, de solutos carregados dissolvidos em uma solução eletrolítica, sob a influência de uma corrente elétrica. Atualmente, a EC compreende uma família de técnicas de separação eletrocinéticas que separam compostos baseada, sobretudo, na diferença de mobilidade eletroforética, partição entre fases, ponto isoelétrico, tamanho molecular, ou ainda, a combinação de uma ou mais destas propriedades.
Princípios Gerais
Em EC, a separação é governada por dois fatores. O primeiro corresponde ao movimento dos solutos no capilar devido ao campo elétrico (E), também denominado de velocidade eletroforética. O segundo ocorre em função do fluxo do eletrólito devido à superfície carregada na parede do capilar, sendo chamado de fluxo eletrosmótico. A mobilidade eletroforética de um soluto (μep) está relacionada a características específicas como tamanho molecular, forma e carga elétrica bem como propriedades inerentes ao eletrólito no qual a migração ocorre (força iônica do eletrólito, pH, viscosidade e presença de aditivos).
Sob a influência de tensão, os solutos carregados migram através do eletrólito com uma determinada velocidade, Vep, dada em cm/s, e calculada pela equação:
Vep = μep . E =

μep = mobilidade eletroforética;

E = tensão aplicada;

q = carga efetiva do soluto;

η = viscosidade do eletólito;

r = raio de Stoke´s;

V = voltagem aplicada ao sistema;

L = comprimento total do capilar.
Quando um campo elétrico é aplicado ao longo do capilar, um fluxo de eletrólito é gerado no interior do mesmo. A migração de diferentes solutos ao longo do capilar em direção ao detector, independente da presença de carga iônica, indica que além da mobilidade eletroforética, está envolvida uma força adicional.
Caso não houvesse esta força adicional, compostos com carga positiva migrariam pelo capilar enquanto os ânions permaneceriam à distância do detector e os solutos neutros simplesmente não migrariam. A força adicional que direciona todos os solutos através do capilar é denominada de fluxo eletrosmótico (FEO) e possui papel importante nos diversos tipos de EC.
O FEO tem sua origem a partir da ionização dos grupos silanóis na parede interna do capilar, que são transformados em grupos silanoato (Si-O-), em pH acima de três. Estes grupos com carga negativa atraem s cátions do eletrólito, formando uma camada interna na parede do capilar. A dupla camada formada próxima à superfície do capilar é essencialmente estática. A camada mais difusa, próxima à dupla camada é móvel e, sob ação de uma tensão elétrica, migra em direção ao cátodo carreando juntamente a água de hidratação. Entre as duas camadas existe um plano de atrito e o desequilíbrio elétrico gerado corresponde à diferença de potencial que atravessa as duas camadas, denominada de potencial zeta (ζ).
A velocidade do fluxo eletrosmótico é dependente da mobilidade eletrosmótica (μeo) que, por sua vez, está diretamente relacionada à densidade de carga da parede interna do capilar e às características do eletrólito. A velocidade do fluxo eletrosmótico (Veo) pode ser calculada pela equação:
Veo = μeo . E =

ε= constante dielétrica do eletrólito;

ξ = potencial zeta da superfície do capilar;

η = viscosidade do eletrólito;

V = voltagem aplicada ao sistema;

L = comprimento total do capilar.
As mobilidades eletroforética e eletrosmótica de um soluto podem atuar na mesma direção ou em direções opostas, dependendo da carga (positiva ou negativa) do soluto e da velocidade do soluto (v), conforme a equação abaixo:

V = Vep ± Veo
A soma ou diferença entre as duas velocidades é usada na dependência das mobilidades atuarem na mesma direção ou em direções opostas. Na eletroforese capilar na sua forma mais usual, ânions migrarão em direção oposta ao fluxo eletrosmótico e suas velocidades serão menores do que a velocidade do fluxo eletrosmótico. Cátions migrarão na mesma direção do fluxo eletrosmótico e suas velocidades serão maiores do que a velocidade do fluxo eletrosmótico. Nesta condição, na qual existe uma rápida velocidade de fluxo eletrosmótico em relação à velocidade eletroforética dos solutos, cátions e ânions podem ser separados na

mesma corrida eletroforética.
O tempo (t) necessário para o soluto migrar uma distância (l) do terminal de injeção do capilar até a janela de detecção do capilar (comprimento efetivo do capilar) é definido pela equação:
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Aps introdugéo da amostra no capilar, cada solut da amostra migra junto ao eletrdlito como uma
banda independentz, conforme sua mobilidade intrinseca. Sob condigbes ideals o tnica fator que pode
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(difusao Iongitudinal). Neste caso, a eficiencia da banda é expressa como nimera de praos tearicos (N) de
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D = coeficiente de difusao molecular do soluto no eletrdlita;
0Os demais termos foram abordados anteriamente

A separagdo entre duas bandas pode ser alcangada pela madficagéo da mobilidade eletrofarética
das solutos, peld fluxo eletrosmetica e pelo aumentn da eficiéncia das bandas de cada soluto em analise. A
resalugéo pode ser caleulada através da equag o
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Hepa € Heps = Mobllicacies eletroforéticas de dois solutos a serem separacos;
Jeo = Mabllidade do fluxo eletrosmético,

Lip = moblliciade eletroforética média dos solutos





Equipamento
Um equipamento de eletroforese capilar é composto por:
- uma fonte de alta voltagem;

- dois reservatórios de eletrólitos, mantidos no mesmo nível, contendo soluções anódica e catódica;

- dois eletrodos (cátodo e ânodo), imersos nos reservatórios dos eletrólitos e conectados à fonte de alta voltagem;

- um capilar de sílica fundida provido de janela de detecção para alinhamento a determinados tipos de detectores. Os terminais do capilar são imersos nos reservatórios contendo as soluções eletrolíticas. O capilar deve ser preenchido com a solução eletrolítica prescrita na monografia;

- sistema de injeção da amostra de soluto(s) por ação hidrodinâmica ou eletrocinética. A escolha do processo de injeção e sua automação são imprescindíveis na análise quantitativa por eletroforese capilar.
A introdução da amostra pelo modo eletrocinético deve levar em consideração a mobilidade eletroforética intrínseca de cada soluto, permitindo adequada discriminação dos diferentes componentes da amostra;
- detector capaz de monitorar a quantidade de solutos que passam através do segmento de detecção do capilar em intervalo específico de tempo. Os detectores mais usuais são baseados em espectrofotometria de absorção (UV e UV-VIS) ou fluorimetria. Análises também podem ser realizadas utilizando detectores eletroquímicos ou através da espectrometria de massas;
- sistema de controle de temperatura capaz de mantê-la constante no interior do capilar. Alterações de temperatura implicam em falta de reprodutibilidade na separação de solutos; - sistema computadorizado para registro e integração dos eletroferogramas.
A monografia de cada substância deve detalhar o tipo de capilar, as soluções eletrolíticas, o método de pré-condicionamento, as condições da amostra e da migração eletroforética.
A solução eletrolítica deve ser filtrada (filtro de 0,45 μm) para remover partículas e desaerada para evitar a formação de bolhas que possam interferir no sistema de detecção ou interromper o contato elétrico no capilar durante a migração eletroforética. Os métodos eletroforéticos devem estabelecer um detalhado procedimento de lavagem do capilar entre cada corrida a fim de permitir tempos de migração reprodutíveis dos solutos em análise.
Eletroforese capilar em solução livre
Princípio

Nesta técnica os solutos são separados em um capilar contendo apenas eletrólito sem qualquer meio anticonvectivo. O mecanismo de separação está baseado nas diferenças apresentadas pela razão carga / massa das espécies analisadas que migram como bandas a velocidades diferenciadas. Os solutos são separados pela combinação entre a mobilidade eletroforética intrínseca e a magnitude do fluxo eletrosmótico no capilar. Capilares recobertos internamente, com reduzido fluxo eletrosmótico, podem ser utilizados para aumentar a capacidade de separação dos solutos que adsorvem na superfície do capilar.
A técnica em solução livre é adequada para análise de solutos de pequena massa molecular

(PM<2000) e elevada massa molecular (2000<PM<100.000). Devido à alta eficiência do sistema, moléculas com diferenças mínimas em sua razão massa / carga podem ser discriminadas. A técnica também permite separação de solutos quirais através da adição de seletores quirais no eletrólito de separação. A otimização da separação requer a avaliação de diferentes parâmetros instrumentais e relacionados à solução eletrolítica.
Parâmetros instrumentais
Voltagem: o tempo de separação é proporcional à voltagem aplicada. Todavia, um aumento na voltagem usada pode causar produção de calor excessivo (efeito Joule), determinando elevação da temperatura e gradientes de viscosidade no eletrólito dentro do capilar, os quais são responsáveis pelo alargamento da banda e redução na resolução dos solutos em análise;
Polaridade: a polaridade do eletrodo pode ser normal (ânodo na admissão e cátodo na saída). Neste caso o fluxo eletrosmótico move em direção ao cátodo. Se a polaridade do eletrodo for revertida, a direção do fluxo eletrosmótico é contrária à saída e apenas solutos carregados com mobilidade eletroforética superior ao do fluxo eletrosmótico migram em direção à saída;
Temperatura: o principal efeito da temperatura é observado na viscosidade e condutividade elétrica do eletrólito. Alterações nestas duas propriedades do eletrólito determinam diferenças na velocidade de migração;
Capilar: o comprimento e diâmetro interno influenciam parâmetros analíticos como tempo de migração total dos solutos, eficiência das separações e capacidade de carga. Sob voltagem constante, o aumento do comprimento total e efetivo do capilar pode diminuir a corrente elétrica que, por sua vez, determina o aumento no tempo de migração dos analitos. Capilares com menor diâmetro interno possuem melhor capacidade de dissipação do calor gerado pela corrente elétrica (efeito Joule), permitindo a elevação da voltagem aplicada e redução no tempo de análise. O limite de detecção do método também pode ser influenciado pelo diâmetro interno, dependendo do volume de amostra injetado e do sistema de detecção

utilizado. A eficiência das separações também pode ser aumentada pela redução do diâmetro interno do capilar.
A adsorção de componentes da amostra na parede interna do capilar pode limitar a eficiência. Por esta razão, estratégias para evitar estas interações devem ser consideradas no desenvolvimento de um método de separação por eletroforese capilar. Este é um fator crítico, por exemplo, em amostras contendo proteínas. Uma destas estratégias (uso de pH(s) extremos e adsorção de eletrólitos carregados com carga positiva) requer a modificação da composição do eletrólito para prevenir a adsorção das proteínas.
Alternativamente, é possível recobrir a parede interna do capilar com um polímero através de ligações covalentes, prevenindo a interação de proteínas com a superfície da sílica carregada negativamente. Para esta proposta, capilares com a parede interna previamente recoberta com polímeros de natureza neutrohidrofílica, catiônica e aniônica são disponíveis comercialmente.
Parâmetros da solução eletrolítica

Natureza do tampão e concentração
Os eletrólitos para eletroforese capilar devem apresentar capacidade tamponante adequada na faixa de pH escolhido e baixa mobilidade a fim de minimizar a geração de corrente elétrica. Para diminuir a distorção do pico eletroforético é importante combinar a mobilidade do íon do eletrólito à mobilidade do soluto. A escolha do solvente da amostra é importante para alcançar uma uniformidade do soluto o qual permite o aumento da eficiência de separação e melhora a detecção. Além disso, um aumento na concentração do eletrólito em um pH específico determina a diminuição do fluxo eletrosmótico e da velocidade do soluto.
pH do eletrólito
O pH do eletrólito pode afetar a separação através da modificação da carga do soluto ou de outros aditivos, bem como da alteração do fluxo eletrosmótico. A mudança no valor do pH do eletrólito acima ou abaixo do ponto isoelétrico de proteínas e peptídeos influencia a separação destes solutos, através da modificação da carga líquida de caráter negativo para positivo. Em geral, um aumento no pH do eletrólito ocasiona elevação do fluxo eletrosmótico.
Solventes orgânicos
Solventes orgânicos como metanol, acetonitrila entre outros podem ser adicionados ao eletrólito aquoso para aumentar a solubilidade do soluto e/ou de outros aditivos presentes no eletrólito, ou ainda, influenciar o grau de ionização dos solutos da amostra. A adição destes solventes no eletrólito geralmente provoca a redução do fluxo eletrosmótico.
Aditivos para separações quirais
As separações enantioméricas devem ser realizadas através da adição de seletores quirais ao

eletrólito de corrida. Os seletores quirais mais utilizados são as ciclodextrinas. Porém, éteres coroa, polissacarídeos e proteínas também podem ser empregados para esta finalidade. A discriminação enantiomérica é regida por diferentes interações entre o seletor quiral e cada um dos enantiômeros do soluto em análise. 
Assim, a escolha correta do seletor influencia diretamente a resolução enantiomérica obtida para solutos quirais. Durante o desenvolvimento de um método para separação enantiomérica, é recomendável testar ciclodextrinas de diferentes tamanhos de cavidade, (α, β, γ), ciclodextrinas modificadas com grupamentos neutros (metil, etil, hidroxialquil, etc.), ou com grupamentos ionizáveis (aminometil, carboximetil, sulfobutiléter, etc.). A resolução de separações quirais é igualmente controlada pela concentração do seletor quiral, da composição e pH do eletrólito e da temperatura de análise. Aditivos orgânicos como metanol e uréia podem ser empregados para modificar a resolução obtida.
Cromatografia Eletrocinética Micelar (CEM)

Princípio

Na Cromatografia Eletrocinética Micelar, a separação ocorre em uma solução eletrolítica que contém um tensoativo a uma concentração acima da concentração micelar crítica (cmc). As moléculas do soluto são distribuídas entre o eletrólito e a fase pseudo-estacionária composta de micelas, de acordo com o coeficiente de partição do soluto. É uma técnica que pode ser usada para separação de solutos neutros e/ou ionizados, mantendo a eficiência, velocidade e adequabilidade instrumental da eletroforese capilar. 
O tensoativo aniônico dodecil sulfato de sódio (DSS) é um dos tensoativos mais usados na CEM, apesar de outros também serem utilizados, como, por exemplo, tensoativos catiônicos (sais de cetiltrimetilamônio). Em pH neutro ou alcalino, um forte fluxo eletro-osmótico é gerado movimentando os íons do eletrólito de separação na direção do cátodo. Se DSS for utilizado como tensoativo, a migração eletroforética da micela aniônica será na direção oposta, em direção ao ânodo. 
Como resultado, a velocidade de migração micelar total é reduzida, em comparação ao fluxo da solução eletrolítica. No caso de solutos neutros, uma vez que o analito pode estar distribuído entre a micela e o eletrólito, e não há mobilidade eletroforética, a velocidade de migração do analito dependerá somente do coeficiente de partição entre a micela e o

eletrólito. No eletroferograma, os picos correspondentes a cada soluto neutro estão sempre localizados entre o marcador de fluxo eletrosmótico e o da micela (o tempo decorrido entre estes dois picos é chamado de janela de separação). Para solutos ionizados, a velocidade de migração depende do coeficiente de partição do soluto entre a micela e eletrólito e da mobilidade eletroforética do soluto na ausência da micela.
Na CEM o mecanismo de solutos neutros e fracamente ionizados é essencialmente cromatográfica. Assim, a migração do soluto e a resolução podem ser representadas em termos de fator de retenção do soluto (k), também denominada de razão de distribuição de massa (Dm), que é a relação entre número de moles do soluto no interior da micela e na fase móvel. Para uma substância neutra, k pode ser calculado através da seguinte equação:
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N = número de pratos teóricos de cada soluto;

α = seletividade;

ka e kb = fatores de retenção para ambos solutos repectivamente (kb > ka).

De forma similar, porém não idêntica, as equações fornecem valores de k e Rs para solutos com carga.
Otimização

O desenvolvimento de métodos por CEM envolve parâmetros instrumentais e da solução eletrolítica:
Parâmetros instrumentais
Voltagem: O tempo de separação é inversamente proporcional à voltagem aplicada. Todavia, um aumento na voltagem pode causar produção excessiva de calor, elevando os gradientes de temperatura e viscosidade do eletrólito na seção transversal do capilar. Este efeito pode apresentar impacto relevante em eletrólitos que apresentem maior condutividade como aqueles que contêm sistemas micelares. Os sistemas que apresentam menor capacidade de dissipação do calor determinam alargamento das bandas e menor resolução entre os picos.
Temperatura: Alterações na temperatura do capilar afetam o coeficiente de partição do soluto entre o eletrólito e as micelas, a concentração micelar crítica e a viscosidade do eletrólito. Estes parâmetros influenciam diretamente no tempo de migração dos solutos durante a separação eletroforética. A utilização de um adequado sistema de refrigeração aumenta a reprodutibilidade do tempo de migração dos solutos.
Capilar: As dimensões do capilar (comprimento e diâmetro interno) contribuem no tempo de análise e na eficiência das separações. Um aumento do comprimento total e efetivo do capilar pode diminuir a corrente elétrica (sob voltagem constante), aumenta o tempo de migração e melhora a eficiência de separação. O diâmentro interno do capilar controla a dissipação do calor (em um dado eletrólito e corrente elétrica) e consequentemente o alargamento das bandas dos solutos.
Parâmetros da solução eletrolítica
Natureza do tensoativo e concentração: A natureza do tensoativo, de forma análoga à fase estacionária em cromatografia, afeta a resolução, pois modifica a seletividade da separação. O log k de uma substância neutra aumenta linearmente com a concentração dotensoativo na fase móvel. Visto que a resolução em CEM alcança um máximo quando k apresenta valor próximo a , modificações na concentração de tensoativo presente na fase móvel determinam alterações na resolução das bandas.
pH do eletrólito: o pH não altera o coeficiente de partição de solutos não ionizados, mas pode determinar mudanças no fluxo eletrosmótico em capilares não recobertos. Uma diminuição no pH do eletrólito reduz o fluxo eletrosmótico, proporcionando um aumento na resolução dos solutos neutros e no tempo de análise.
Solventes orgânicos: Solventes orgânicos (metanol, propanol, acetonitrila) podem ser adicionados à solução eletrolítica para melhorar a separação de solutos hidrofóbicos. Em geral, a adição destes modificadores reduz o tempo de migração e a seletividade da separação. O porcentual de solvente orgânico adicionado deve levar em consideração a concentração micelar crítica do tensoativo, tendo em vista que valores excessivos podem afetar, ou mesmo, inibir o processo de formação das micelas e, por conseguinte, a ausência do fenômeno de partição. A dissociação de micelas na presença de porcentuais elevados de modificador não significa necessariamente melhores resultados na separação.
Em determinadas situações, a interação hidrofóbica entre o monômero do tensoativo e solutos neutros formam complexos solvofóbicos que pode ser separados eletroforeticamente.
Modificadores para separações quirais: a separação de enantiômeros em CEM pode ser obtida através da inclusão de seletores quirais ao sistema micelar, ligados covalentemente ao tensoativo ou adicionados ao eletrólito de separação. Micelas que possuem ligações com propriedades de discriminação quiral incluem sais de N-dodecanoil- L – aminoácidos, sais biliares, entre outros. A resolução quiral também pode ser obtida através de seletores quirais, tais como as ciclodextrinas, adicionadas diretamente às soluções eletrolíticas que contêm tensoativos não quirais.
Outros aditivos: A seletividade pode ser modificada através de várias estratégias, por adição de substâncias químicas ao eletrólito. A adição de diversos tipos de ciclodextrinas ao eletrólito também pode ser utilizada para reduzir interação de solutos hidrofóbicos com a micela, aumentando assim a seletividade para este tipo de soluto.
A adição de substâncias capazes de modificar as interações soluto-micela por adsorção nesta última tem sido usada para aumentar a seletividade das separações em CEM. Estes aditivos podem ser um segundo tensoativo (iônico ou não iônico) que origina mistura de micelas ou cátions metálicos que dissolvem a micela formando complexos de coordenação com os solutos.
Quantificação

As áreas dos picos devem ser divididas pelo tempo de migração correspondente para fornecer a área correta com o objetivo de:
— compensar o deslocamento no tempo de migração entre corridas, reduzindo assim a variação da resposta;

— compensar as diferentes respostas dos componentes da amostra com diferentes tempos de migração.

Quando um padrão interno é utilizado, deve-se verificar se nenhum pico de soluto a ser analisado apresenta sobreposição ao pico do padrão interno.
Cálculos

O teor do componente (ou componentes) em análise deve ser calculado a partir dos valores obtidos. Quando prescritos, o teor porcentual de um ou mais componentes da amostra a ser analisada é calculado pela determinação da área corrigida (s) do pico (s) como uma porcentagem do total das áreas corrigidas de todos os picos, excluindo aqueles resultantes de solventes ou reagentes adicionados (processo de normalização). É recomendável a utilização de um sistema de integração automática (integrador ou sistema de aquisição e processamento de dados).
Adequabilidade do sistema

Os parâmetros de adequabilidade do sistema são empregados para verificar o comportamento do método por eletroforese capilar. A escolha destes parâmetros depende do tipo de Eletroforese Capilar utilizado. Os fatores são: fator de retenção (k) (apenas para cromatografia eletrocinética micelar), número aparente de pratos teóricos (N), fator de simetria (As) e resolução (Rs). As equações que permitem calcular os valores de N e Rs através dos eletroferogramas são fornecidas abaixo.
Número aparente de pratos teóricos

O número aparente de pratos teóricos (N) pode ser calculado usando a expressão:
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d = distância entre a linha perpendicular do pico máximo e a tangente do pico a 5% da altura do pico.

Testes para repetibilidade de área (desvio padrão das áreas ou da razão área / tempo de migração) e para repetibilidade do tempo de migração (desvio padrão do tempo de migração) são introduzidos como parâmetros de adequabilidade. A repetibilidade do tempo de migração fornece um teste para adequabilidade de procedimentos de lavagem do capilar. Uma prática alternativa para evitar a falta de repetibilidade do tempo de migração é usar o tempo de migração relativo a um padrão interno.
Um teste para verificar a razão sinal : ruído de uma preparação padrão (ou a determinação do limite de quantificação) também pode ser útil para determinação de substâncias relacionadas.
Proporção sinal : ruído

Os limites de detecção e quantificação correspondem à razão sinal : ruído de 3 e 10,

respectivamente. A proporção sinal : ruído (S/N) é calculada usando a expressão:

S = 2H
N     h
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Figura 1. Almofariz e pistilo para pulverização de vidro

• Estufa para secagem com temperatura de 140°C

• Balança de precisão com duas casas decimais

• Conjunto de peneiras em aço inoxidável, n° 20, n° 40 e n° 50, com diâmetro de 20,3 cm (8”),

incluindo a panela e a tampa

• Imã

• Béquer ou papel alumínio

• Erlenmeyer de 250 mL

• Dessecador

• Bureta e microbureta para titulação

• Proveta graduada de 100 mL

• Água bidestilada ou deionizada, com condutividade máxima de 0,15 μS/cm (ou 6,67 MΩ/cm) a 25°C

• Solução de vermelho de metila (24 mg em 100 mL de água)

• Acetona PA

• Solução de H2SO4 a 0,01 mol/L

• Solução de HCl a 0,01 mol/L

Procedimento do Ensaio em Frasco de Vidro Moído
Lavar no mínimo seis frascos, escolhidos aleatoriamente, com água bidestilada ou deionizada, e secá-los em corrente de ar limpo e seco. Se necessário cortar os frascos e transferir e triturar de 30 a 40 g de vidro utilizando o moinho de bolas ou o almofariz. Passar o vidro moído por peneira no 20 e transferir a porção retida na peneira novamente para o moinho de bolas ou o almofariz. Repetir as operações de moagens e passagens dos fragmentos pela peneira até que, pelo menos, 2/3 do material tenha passado pela peneira no 20. 
Combinar todas as porções de vidro moído que passaram pela peneira no 20 e passar por peneira no 40. Triturar a porção retida na peneira e repetir a operação. Combinar as porções de vidro moído que passaram pela peneira no 40 e transferir para conjunto montado de peneiras no 40 e no 50. Agitar horizontalmente por 5 minutos. Recolher 12 g de vidro moído que passou pela peneira no 40 mas não passou pela peneira no 50 e armazenar em dessecador até ser utilizada no teste.
Espalhar a amostra de vidro moído sobre um pedaço de papel acetinado e passar o ímã, para

remover possíveis fragmentos de ferro que podem ter sido introduzidos durante o procedimento de moagem. Transferir a amostra para erlenmeyer de 250 mL e lavar as partículas de vidro com 6 porções de 30 mL de acetona PA, agitando por cerca de 30 segundos a cada procedimento, e decantar cuidadosamente a acetona. 
Após a lavagem, a amostra deve estar livre de blocos de pó de vidro e a superfície dos grãos deve estar praticamente livre da aderência de partículas finas. Secar o material por 20 minutos a 140°C. A amostra deve ser testada até 48 horas após a secagem e neste caso, deve ser mantida em dessecador. Pesar 10,00 g do vidro moído, transferir para erlenmeyer de 250 mL (previamente preparado com água bidestilada ou deionizada em banho a 90°C por pelo menos 24 horas ou a 121°C por 1 hora) e adicionar 50 mL de água bidestilada ou deionizada.
Como branco, utilizar erlenmeyer de 250 mL (previamente preparado em água bidestilada ou

deionizada em banho a 90°C por pelo menos 24 horas ou a 121°C por 1 hora) e adicionar 50 mL de água bidestilada ou deionizada. Fechar os frascos erlenmeyer com o uso de béquer invertido ou papel alumínio previamente lavado com água bidestilada ou deionizada.

Colocá-los na autoclave e submetê-los ao seguinte tratamento:

• Promover o aumento da temperatura da autoclave após o fechamento da válvula de escape, entre

19 a 23 minutos, até atingir (121 + 1)°C;

• Manter na temperatura de (121 + 1)°C durante 30 minutos;

• Descarregar a pressão em um período de 38 a 46 minutos, até atingir a pressão atmosférica.
Retirar os frascos e resfria-los imediatamente em água corrente. Após resfriamento, decantar a água do erlenmeyer e lavar o vidro moído com 4 porções de 15 mL de água bidestilada ou deionizada. Adicionar 5 gotas da solução de vermelho de metila e titular imediatamente com ácido sulfúrico 0,01 mol/L – se o volume esperado de solução titulada for inferior a 10 mL, utilizar uma microbureta.
Registrar o volume de ácido sulfúrico utilizado na titulação e corrigir o valor em relação ao volume do branco.

Limites

O valor da alcalinidade máxima para o frasco de vidro tipo I é de 1,0 mL de H2SO4 (0,01 mol/L) para 10 g de vidro moído O valor da alcalinidade máxima para o frasco de vidro tipo III é de 8,5 mL de H2SO4 (0,01 mol/L) para 10 g de vidro moído O valor da alcalinidade máxima para o frasco de vidro tipo NP é de 15 mL de H2SO4 (0,01 mol/L) para 10 g de vidro moído.
Procedimento do Ensaio em Frasco de Vidro Inteiro
Lavar frascos, escolhidos aleatoriamente, com água bidestilada ou deionizada e secá-los em corrente de ar limpo e seco. Adicionar volume de água bidestilada ou deionizada correspondente a 90% da capacidade total do frasco, determinada conforme descrito em CAPACIDADE VOLUMÉTRICA TOTAL.
Fechar os frascos com papel alumínio previamente lavado com água bidestilada ou deionizada e colocá-los na autoclave. Submetê-los ao seguinte tratamento:
• Aquecer a autoclave a 100°C, a válvula de escape aberta, por 10 minutos.

• Promover o aumento da temperatura da autoclave após o fechamento da válvula de escape, em

1°C/min, até atingir (121 + 1)°C;

• Manter na temperatura de (121 + 1)°C durante 60 minutos;

• Baixar a temperatura, em 0,5°C/min, até atingir 100°C, descarregando a pressão em até atingir a

pressão atmosférica;

• Abrir a autoclave somente após atingir a temperatura de 95°C;

• Transferir os frascos para banho-maria a 80°C. Adicionar água fria, tomando cuidado de evitar a contaminação da solução de extração, sendo que o tempo de resfriamento não deve exceder 30 minutos.
Após resfriamento, combinar a solução de extração de cada um dos frascos. Medir o volume

determinado na Tabela 1 e transferir para erlenmeyer de 250 mL. Como branco, utilizar erlenmeyer de 250 mL e adicionar o mesmo volume de água bidestilada ou deionizada.

Tabela 1 – Volume de solução de extração de acordo com a capacidade volumétrica total do

Recipiente

[image: image10.jpg]Capacidade volumétrica do frasco Volume de solugéo de extracdo

(mL) (mL)
<3 25,0
De 3a 30 50,0
De 30 a 100 100,0
>100 100,0

Adicionar 5 gotas da solug&o de vermelho de metila para cada 25 mL de solug&o de extragdo e titular
imediatamente com acido cloridrico 0,01 mol/L, utilizando uma microbureta.

Registrar o volume de é&cido cloridrico 0,01 mol/L utilizado na titulag&o e corrigir o valor em relagéo ao
volume do branco.

Limites
O valor de alcalinidade maxima n&o deve exceder os valores indicados na tabela 2.

Tabela 2 - Alcalinidade méxima de acordo com o tipo de vidro e a capacidade volumétrica do frasco

Volume Maximo de HC1/100 mL de solugéo
de extragao (mL)

Capacidade volumétrica
do frasco (mL)

Tipos lell Tipo lll
=1 20 20,0
Det1a2 1,8 17,6
De2a5b 1,3 182
De5a10 1,0 10,2
De10a20 0,80 8,1
De 20 a 50 0,60 6,1
De 50 a 100 0,50 48
De 100 a 200 0,40 38
De 200 a 500 0,30 28

> 500 0,20 22





Procedimento do Ensaio de Ataque de Água a 121°C – para qualificar o vidro de tipo II.
Enxaguar 3 ou mais frascos, escolhidos aleatoriamente, com água bidestilada ou deionizada por 2 vezes e secá-los em corrente de ar limpo e seco. Adicionar volume de água bidestilada ou deionizada correspondente a 90% da capacidade total do frasco, determinada conforme descrito em CAPACIDADE VOLUMÉTRICA TOTAL.
Fechar os frascos com o uso de béquer invertido ou papel alumínio previamente lavado com água bidestilada ou deionizada. Colocá-los na autoclave e submetê-los ao seguinte tratamento:
• Promover o aumento da temperatura da autoclave após o fechamento da válvula de escape, entre

19 a 23 minutos, até atingir (121 + 1)°C;

• Manter na temperatura de (121 + 1)°C durante 60 minutos;

• Descarregar a pressão em um período de 38 a 46 minutos, até atingir a pressão atmosférica. Combinar o volume de solução de extração de vários frascos, em proveta graduada e transferir 100,0 mL para erlenmeyer de 250 mL.

Adicionar 5 gotas da solução de vermelho de metila e titular imediatamente com ácido sulfúrico 0,01 mol/L. Completar a titulação dentro de 60 minutos após a abertura da autoclave. Registrar o volume de ácido sulfúrico utilizado na titulação e corrigir o valor em relação ao volume do branco (100 mL de água bidestilada ou deionizada na mesma temperatura e com a mesma quantidade de indicador)
Limites
O valor da alcalinidade máxima para o frasco de vidro tipo II é de 0,7 mL de H2SO4 (0,01 mol/L) para frascos com até 100 mL de capacidade volumétrica O valor da alcalinidade máxima para o frasco de vidro tipo II é de 0,2 mL de H2SO4 (0,01 mol/L) para frascos com mais de 100 mL de capacidade volumétrica
ARSENIO
Equipamentos, Materiais e Reagentes

• Autoclave com controle de temperatura de (121 ± 1,0)°C, equipada com termômetro, manômetro, válvula de segurança e prateleira para sustentação de no mínimo 12 frascos.

• Estufa para secagem com temperatura de 140°C

• Béquer ou papel alumínio

• Erlenmeyer de 250 mL

• Proveta graduada de 100 mL

• Água bidestilada ou deionizada, com condutividade máxima de 0,15 μS/cm (ou 6,67 MΩ/cm) a 25°C
Procedimento

Lavar frascos, escolhidos aleatoriamente, com água bidestilada ou deionizada e secá-los em corrente de ar limpo e seco. Adicionar volume de água bidestilada ou deionizada correspondente a 90% da capacidade total do frasco, determinada conforme descrito em CAPACIDADE VOLUMÉTRICA TOTAL.
Fechar os frascos com papel alumínio previamente lavado com água bidestilada ou deionizada e colocá-los na autoclave. Submetê-los ao seguinte tratamento:

• Aquecer a autoclave a 100°C, a válvula de escape aberta, por 10 minutos.

• Promover o aumento da temperatura da autoclave após o fechamento da válvula de escape, em 1°C/min, até atingir (121 + 1)°C;

• Manter na temperatura de (121 + 1)°C durante 60 minutos;

• Baixar a temperatura, em 0,5°C/min, até atingir 100°C, descarregando a pressão em até atingir a

pressão atmosférica;

• Abrir a autoclave somente após atingir a temperatura de 95°C;

• Transferir os frascos para banho-maria a 80°C. Adicionar água fria, tomando cuidado de evitar a contaminação da solução de extração, sendo que o tempo de resfriamento não deve exceder 30 minutos. Após resfriamento, combinar a solução de extração de cada um dos frascos para obter 35 mL e transferir para erlenmeyer de 250 mL.
Proceder conforme descrito para o ensaio de ARSENIO (____).
Limite
O valor máximo para arsênio permitido é de 1μg/g.

CAPACIDADE VOLUMÉTRICA TOTAL

Ensaio que determina o volume de produto líquido que o frasco pode conter, quando cheio, até a superfície superior da terminação.
Equipamentos e Materiais

• Balança com resolução mínima de 0,1 g

• Termômetro de 0 a 100oC, com resolução de 0,5oC

• Água bidestilada
Procedimento

Selecionar seis unidades aleatoriamente. Tarar a balança com o frasco seco e vazio. Encher o frasco com água bidestilada até a superfície de vedação da terminação (região de fechamento do frasco, também denominada de gargalo, finish ou acabamento), mantendo a superfície externa totalmente seca, sendo que para ampolas o enchimento deve ser realizado até a altura do ponto A (Figura 2).

[image: image11.jpg]Figura 2. Preenchimento do Volume de Ampolas (até o ponto A)

Determinar a temperatura da agua — durante a realizagéo do ensaio, assegurar que a temperatura da
agua ndo tenha variagéo acima de 1°C.

Pesar o frasco cheio, determinando a massa de agua nele contida.

Calcular o volume do frasco dividindo o peso da agua pela sua densidade, na temperatura do ensaio,
com o uso da Tabela 3 para agua destilada.

Tabela 3 — Densidade da agua destilada em funcdo da temperatura

Densidade da agua Densidade da agua

Temperatura (°C) Temperatura (°C)

(g/mL) (g/mL)
10 0,99839 23 0,99660
1" 0,99832 24 0,99638
12 0,99823 25 0,99617
13 0,99814 26 0,99593
14 0,99804 27 0,99569
15 0,99893 28 0,99544

16 0,99780 29 0,99518
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0,99766
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Resultados

Os resultados expressos em mL, com uma casa decimal, devem estar de acordo com as

especificações indicadas.
( ) RECIPIENTES PLÁSTICOS
O objetivo desta seção é estabelecer normas para materiais e componentes plásticos utilizados para acondicionar medicamentos e correlatos. As normas e testes para as propriedades funcionais dos recipientes e de seus componentes são fornecidas em Recipientes - Testes de desempenho ( ).
Os artigos de plástico são identificados e caracterizados por espectroscopia de infravermelho e calorimetria diferencial de varredura. Nesta seção estão descritos os procedimentos de testes e normas para a identificação e caracterização dos diferentes tipos de plástico. O grau de verificação baseia-se no contato direto ou não com o medicamento, e o risco baseia-se na via de administração.
Os plásticos podem conter resíduos do processo de polimerização, plastificantes, estabilizadores, antioxidantes, pigmentos e lubrificantes. Os fatores como a composição do plástico, processamento e procedimentos de limpeza, tratamento de superfície, meios de contato, corantes, adesivos, absorção e permeabilidade de conservantes e condições do armazenamento também podem afetar a adequação de um plástico para um uso específico. Os testes de extraíveis são planejados para caracterizar os componentes extraídos e identificar os possíveis migrantes. 
O grau ou extensão dos testes para extrair substâncias de um componente depende da finalidade de uso e do grau de risco de impactar negativamente na eficácia do produto. Neste capítulo estão descritos os testes de extraíveis específicos para resinas de polietileno, polipropileno, poli(tereftalato de etileno) e poli(tereftalato de etileno) glicol. Todos os outros plásticos devem ser testados conforme descrito em Testes Físico-Químicos. O teste de Capacidade Tamponante deve ser testado para recipientes destinados a embalar um produto líquido.
Os componentes plásticos utilizados para produtos de alto risco, tais como aqueles destinados à inalação, preparações parenterais e oftálmicos são testados utilizando os Testes Biológicos.
Os recipientes plásticos destinados à embalagem de produtos parenterais devem cumprir os

requisitos dos Testes Biológicos e Testes Físico-Químicos. Também são fornecidas normas para os recipientes em polietileno utilizados para embalar formas farmacêuticas orais secas, não destinadas para constituição em solução.
(___) RECIPIENTES E CORRELATOS PLÁSTICOS

RECIPIENTES DE POLIETILENO
Polietilenos de alta e baixa densidade são polímeros de cadeia longa, sintetizados sob condições controladas de calor e pressão, com o auxílio de catalisadores e a partir de no mínimo 85,0% de etileno e um total de 95,0% de olefinas. Tanto o polietileno de alta densidade quanto o de baixa densidade têm um espectro de absorção de infravermelho específico do polietileno e possuem propriedades térmicas características. O polietileno de alta densidade tem uma densidade entre 0,941 e 0,965 g/cm3. 
O polietileno de baixa densidade tem uma densidade entre 0,850 e 0,940 g/cm3. Outras propriedades que podem afetar a adequação do polietileno incluem módulo de elasticidade, índice de fluidez, resistência à quebra sob tensão ambiental e grau de cristalinidade após a moldagem. As normas e ensaios descritos nesta seção caracterizam recipientes e componentes, produzidos a partir do polietileno de baixa ou de alta densidade de resinas homopoliméricas ou copoliméricas.
Todos os componentes de polietileno estão sujeitos a testes de espectroscopia no infravermelho e calorimetria diferencial de varredura. Quando estudos de estabilidade são realizados para determinar a data de validade de uma forma farmacêutica especial em um recipiente de polietileno adequado, qualquer outro recipiente de polietileno que cumpra estes requisitos pode ser igualmente utilizado para embalar a forma farmacêutica em questão, desde que os programas de estabilidade apropriados sejam ampliados para incluir o recipiente alternativo para garantir que a identidade, a força, a qualidade e a pureza da forma farmacêutica sejam mantidas durante o período de validade.
ENSAIOS
Polietileno de Alta Densidade

Espectroscopia de Infravermelho. Utilizar o acessório de reflexão total atenuada, conforme descrito no item 6.2 Infravermelho médio. Utilizar acessório de reflexão total atenuada, conforme descrito no item 6.2 Infravermelho médio. O espectro corrigido da amostra deve apresentar bandas de maior absorção apenas nos mesmos comprimentos de onda do espectro do padrão de referência.
Calorimetria Diferencial de Varredura. Proceder como descrito em Análise Térmica de Métodos de Ensaio. O termograma da amostra deve ser parecido com o do padrão de referência, determinado de maneira semelhante, e a temperatura endotérmica (derretimento) no termograma da amostra não deve diferir em mais de 6,0°C dos padrões de referência.
Metais Pesados e Resíduo Não-Volátil. Preparar extratos da amostra conforme descrito nos Testes Físico-Químicos em Métodos de Ensaio, com porção de 60 cm2, sem considerar a espessura, para cada 20,0 mL de Meio de Extração.
Metais Pesados. Os recipientes devem cumprir os requisitos para Metais Pesados na seção Testes Físico-Químicos em Métodos de Ensaio
Resíduo não volátil. Proceder como descrito em Resíduo Não-Volátil em Testes Físico-Químicos , sendo que o Branco deve ser o mesmo solvente utilizado em cada uma das condições de teste. A diferença entre as quantidades obtidas da Preparação da Amostra e do Branco não deve exceder 12,0 mg quando a água mantida a 70°C é utilizada como Meio de Extração; não exceder 75,0 mg quando o álcool mantido a 70°C é utilizado como Meio de Extração; e não exceder 100,0 mg quando o hexano mantido a 50°C é utilizado como Meio de Extração.
Substâncias Utilizadas em Contato com Líquidos Orais. Proceder como descrito em Capacidade Tamponante na seção Testes Físico-Químicos em Métodos de Ensaio.
Polietileno de Baixa Densidade
Espectroscopia de Infravermelho. Utilizar o acessório de reflexão total atenuada, conforme descrito no item 6.2 Infravermelho vermelho. O espectro corrigido da amostra deve apresentar bandas de maior absorção apenas nos mesmos comprimentos de onda do espectro do padrão de referência.
Calorimetria Diferencial de Varredura. — Proceder como descrito em Análise Térmica em Métodos de Ensaio. O termograma da amostra deve ser parecido com o do padrão de referência, determinado de maneira semelhante, e a temperatura endotérmica (derretimento) no termograma da amostra não deve diferir em mais de 8,0°C dos padrões de referência.
Metais Pesados e Resíduo Não-Volátil. Preparar extratos da amostra conforme descrito em Preparação da Amostra em Testes Físico-Químicos de Métodos de Ensaio, com porção de 60 cm2, sem considerar a espessura, para cada 20,0 mL de Meio de Extração
Metais Pesados. Os recipientes devem cumprir os requisitos para Metais Pesados de Testes Físico- Químicos em Métodos de Ensaio.
Resíduo não-volátil. Proceder conforme descrito em Resíduo Não-Volátil do item Testes Físico- Químicos em Métodos de Ensaio, sendo que o Branco deve ser o mesmo solvente utilizado em cada uma das condições de teste. A diferença entre as quantidades obtidas da Preparação da Amostra e do Branco não deve exceder 12,0 mg quando a água mantida a 70°C é utilizada como Meio de Extração; não exceder 75,0 mg quando o álcool mantido a 70 °C é utilizado como Meio de Extração; e não exceder 350,0 mg quando o hexano mantido a 50 °C é utilizado como Meio de Extração.
Substâncias Utilizadas em Contato com Líquidos Orais. Proceder conforme descrito em

Capacidade Tamponante , Testes Físico-Químicos em Métodos de Testes.
RECIPIENTES DE POLIPROPILENO
Os polímeros de polipropileno são polímeros de cadeia longa, sintetizados com o auxílio de catalisadores sob condições controladas de calor e pressão. Fatores como composição do plástico, processamento e procedimentos de limpeza, meios de contato, corantes, adesivos, absorção, adsorção e permeabilidade de conservantes e condições de armazenamento podem afetar a adequação de um plástico para um uso específico. A adequação de um polipropileno característico deve ser estabelecida por meio de testes adequados.
O polipropileno tem um espectro de infravermelho distinto e propriedades térmicas características. Possui uma densidade de 0,880 a 0,913 g/cm3. As propriedades de permeabilidade dos recipientes em polipropileno moldados podem ser alteradas quando o polímero re-pulverizado é incorporado, dependendo de sua proporção no produto final. Outras propriedades que podem afetar a adequação de polipropileno utilizado em recipientes para embalagem de medicamentos incluem permeabilidade ao oxigênio e à umidade, módulo de elasticidade, índice de fluidez, resistência à quebra sob tensão ambiental e grau de cristalinidade após a moldagem.
As normas e ensaios fornecidos caracterizam recipientes em polipropileno, produzidos a partir de homopolímeros ou copolímeros, que são adequados para acondicionamento de formas farmacêuticas orais secas sólidas e líquidas. Considerando-se que estudos adequados de estabilidade tenham sido realizados para determinar a data de validade de uma forma farmacêutica específica em um recipiente apropriado em polipropileno, qualquer outro recipiente em polipropileno que atenda a esses requisitos pode ser utilizado para embalar a mesma forma farmacêutica, desde que os programas de estabilidade apropriados sejam ampliados para incluir esse recipiente alternativo, a fim de garantir que a identidade, a força, a qualidade e a pureza da forma farmacêutica sejam mantidas durante o período de validade.
ENSAIOS
Espectroscopia de Infravermelho. Utilizar acessório de reflexão total atenuada, conforme descrito no item 6.2 Infravermelho médio. O espectro corrigido da amostra deve apresentar bandas de maior absorção somente nos mesmos comprimentos de onda do espectro do respectivo padrão de referência ( homopolímero ou copolímero de polipropileno) determinado de forma semelhante.
Calorimetria Diferencial de Varredura. Proceder conforme descrito em Análise Térmica de Métodos de Testes. A temperatura endotérmica (derretimento) no termograma não deve diferir em mais que 6,0 °C dos padrões de referência para homopolímeros. A temperatura endotérmica obtida do termograma da amostra de copolímero de polipropileno não deve diferir em mais que 12,0 °C dos padrões desta substância.
Metais Pesados e Resíduo Não-Volátil. Preparar extratos das amostras conforme descrito em Preparação da Amostra de Testes Físico-Químicos em Métodos de Testes, com porção de 60 cm2, sem considerar a espessura, para cada 20,0 mL de Meio de Extração.
Metais Pesados. Os recipientes devem cumprir os requisitos para Metais Pesados de Testes Físico- Químicos em Métodos de Testes.
Resíduo não-volátil. Proceder conforme descrito em Resíduo Não-Volátil de Testes Físico-Químicos em Métodos de Testes, sendo que o Branco deve ser o mesmo solvente utilizado em cada uma das condições de teste. A diferença entre as quantidades obtidas da Preparação da Amostra e do Branco não deve exceder 10,0 mg quando a água mantida a 70°C é utilizada como Meio de Extração; não exceder 60,0 mg quando o álcool mantido a 70 °C é utilizado como o Meio de Extração; e não exceder 225,0 mg quando o hexano mantido a 50 °C é utilizado como Meio de Extração.
Os recipientes devem atendem aos requisitos para Resíduo não-volátil para todos os meios de extração. Nota: Hexano e álcool são inflamáveis. Ao evaporar esses solventes, utilizar uma corrente de ar com banho-maria; ao secar o resíduo, utilizar estufa à prova de explosão.
Substâncias Utilizadas em Contato com Líquidos Orais. Proceder conforme descrito em

Capacidade Tamponante de Testes Físico-Químicos em Métodos de Testes RECIPIENTES DE POLI(TEREFTALATO DE ETILENO) E POLI(TEREFTALATO DE ETILENO) GLICOL Resinas de poli(tereftalato de etileno) (PET) são polímeros cristalinos de cadeia longa preparados pela condensação do etilenoglicol com dimetil tereftalato ou ácido tereftálico. As resinas de copolímero PET são preparadas de forma semelhante, exceto que também podem conter uma pequena quantidade de ácido isoftálico (inferior a 3% de mol) ou 1,4-ciclo-hexano-dimetanol (inferior a 5% de mol). 
A polimerização é conduzida sob condições controladas de calor e vácuo, com o auxílio de catalisadores e estabilizadores. As resinas de copolímero PET têm propriedades físicas e espectrais semelhantes ao PET e, para efeitos práticos, são tratadas como PET. Os ensaios e as especificações fornecidas nesta seção para caracterizar resinas e recipientes PET, aplicam-se também às resinas de copolímero e aos recipientes fabricados a partir delas.
Geralmente, o PET e suas resinas de copolímero apresentam um grau elevado de ordem em sua estrutura molecular. Como resultado, apresentam um comportamento térmico característico dependente da composição, incluindo uma temperatura de transição vítrea de cerca de 76 °C e uma temperatura de fusão de aproximadamente 250°C. Essas resinas têm um espectro de absorção de infravermelho particular que permite a diferenciação de outros materiais plásticos, como policarbonato, poliestireno, polietileno e resinas poli(tereftalato de etileno) glicol (PETG). O PET e suas resinas de copolímero têm uma densidade entre 1,3 e 1,4 g/cm3 e uma viscosidade intrínseca mínima de 0,7 dL/g, que corresponde a um peso molecular médio de cerca de 23.000 Da.
As resinas PETG são polímeros de alto peso molecular preparadas pela condensação do etilenoglicol com dimetil tereftalato ou ácido tereftálico e com 15 a 34 %molar de 1,4-hexano-dimetanol. As resinas PETG são polímeros transparentes, amorfos, com uma temperatura de transição vítrea de cerca de 81 °C e sem um ponto de fusão cristalina, conforme determinado pela calorimetria diferencial de varredura. As resinas PETG têm um espectro de absorção infravermelho particular que permite a distinção entre outros materiais plásticos, inclusive o PET. As resinas PETG têm uma densidade de aproximadamente 1,27 g/cm3 e uma viscosidade intrínseca mínima de 0,65 dL/g, o que corresponde a um peso molecular médio de cerca de 16.000 Da.
As resinas PET e PETG não contêm nenhum plastificante, apoio de processamento ou antioxidantes. Quando corantes são utilizados na fabricação de recipientes PET e PETG, estes não devem migrar para o líquido. As normas e ensaios fornecidos nesta seção caracterizam recipientes de tereftalato de polietileno (PET) e tereftalato de polietileno glicol (PETG) que para embalar formas farmacêuticas orais líquidas.
Considerando que estudos adequados de estabilidade tenham sido realizados para determinar a validade de uma forma farmacêutica líquida particular em um recipiente que atenda os requisitos para recipientes PET ou PETG, qualquer outro recipiente destas substâncias que atenda a estes requisitos pode ser utilizado para embalar a mesma forma farmacêutica, desde que programas de estabilidade apropriados sejam ampliados para incluir essa recipiente alternativa, para garantir que a identidade, a força, a qualidade e a pureza da forma farmacêutica sejam mantidas durante toda a validade. A adequação de um recipiente PET ou PETG específico para ser usado na dispensação de uma forma farmacêutica oral líquida específica deve ser estabelecida por meio de testes adequados.
ENSAIOS
Espectroscopia de Infravermelho. Utilizar acessório de reflexão total atenuada, conforme descrito no item 6.2 Infravermelho médio. O espectro corrigido da amostra apresenta bandas de maior absorção apenas nos mesmos comprimentos de onda do espectro dos padrões de referência, determinados semelhantemente.
Calorimetria Diferencial de Varredura. Proceder conforme descrito em Análise Térmica, Métodos de Testes. Para o tereftalato de polietileno, o termograma da amostra deve ser parecido com o do padrão de referência, determinado de forma semelhante; o ponto de derretimento da amostra (Tm) não deve diferir dos padrões de referência em mais de 9,0 °C e a temperatura de transição vítrea em mais de 4,0 °C. Para o tereftalato de polietileno glicol, o termograma da amostra deve ser parecido com o do padrão de referência, determinado de forma semelhante; a temperatura de transição vítrea da amostra (Tg) não deve diferir em mais de 6,0°C dos padrões de referência.
Extração de Corantes. Selecionar três recipientes para o ensaio. Cortar uma parte relativamente plana da parede lateral de um recipiente e apará-la na medida necessária para ajustar a amostra ao suporte do espectrofotômetro. Realizar varredura para obter o espectro visível de 350-700 nm da parede lateral.
Com aproximação de 2 nm, determinar o comprimento de onda de absorbância máxima. Preencher os dois recipientes restantes com 50% de álcool para recipientes PET e 25% de álcool para PETG. Preparar os recipientes com vedações impermeáveis, como uma folha de alumínio, e fechar com as tampas. Encher com o solvente correspondente um recipiente de vidro de mesma capacidade que os recipientes em teste, prepará-lo com vedação impermeável, como uma folha de alumínio, e fechar com uma tampa.
Incubar os recipientes em teste e o recipiente de vidro a 49 °C por 10 dias. Retirar os recipientes e aguardar que atinjam a temperatura ambiente. Concomitantemente, determinar as absorbâncias das soluções em teste em células de 5 cm no comprimento de onda de absorbância máxima, utilizando o solvente correspondente do recipiente de vidro como branco. Para ambas as soluções em teste, os valores de absorbância assim obtidos não dever ser inferiores a 0,01.
Metais Pesados, Total de Tereftaloíla e Etilenoglicol.

Meios de extração.
Água purificada

Álcool 50%. Diluir 125 mL de álcool em água para 238 mL de solução e homogeneizar.

Álcool 25%. Diluir 125 mL de álcool 50% em água para 250 mL de solução e homogeneizar.

n-heptano.
Procedimento geral. Utilizar um meio de extração de Álcool 50 % para recipientes PET e 25% para PETG. Para cada meio de extração, encher um número suficiente de recipientes testes com 90% da sua capacidade nominal para obter no mínimo 30 mL. Encher um número correspondente de recipientes de vidro com água purificada, a mesma quantidade de recipientes com álcool 50 % ou 25 % e o mesmo número de recipientes de vidro com n-heptano para ser utilizado como branco dos meios de extração.
Colocar nos recipientes vedações impermeáveis, como folha de alumínio, e tampá-los. Incubar os recipientes testes e os recipientes de vidro a 49 °C por 10 dias. Retirar os recipientes testes com as amostras e os brancos do meio de extração e armazená-los em temperatura ambiente. Não transferir as amostras do meio de extração para recipientes de armazenamento alternativos.
Metais pesados. Pipetar 20 mL de água purificada extraída dos recipientes testes, filtrada conforme necessário, colocar em um ou dois tubos de 50 mL para comparação de cor e guardar a água purificada restante para utilizar no teste de etilenoglicol. Ajustar o pH do extrato entre 3,0 e 4,0 com ácido acético 1 M ou hidróxido de amônio 6 M, utilizando um papel indicador de curto intervalo de pH. Diluir com água até cerca de 35 mL e homogeneizar.
No segundo tubo de comparação de cor, pipetar 2 mL da solução padrão de chumbo (___) preparada recentemente (no dia do uso) e adicionar 20 mL de água purificada. Ajustar o pH entre 3,0 e 4,0 com ácido acético 1 M ou hidróxido de amônio 6 M, utilizando um papel indicador de curto intervalo de pH. Diluir com água até cerca de 35 mL e homogeneizar.
Em cada tubo, adicionar 1,2 mL de tioacetamida à base de glicerina TS e 2 mL de tampão acetato pH 3,5 (___) diluir com água até 50 mL de solução e homogeneizar. Qualquer cor produzida dentro de 10 minutos no tubo que contém a água purificada extraída dos recipientes testes, não deve ser mais forte que a do tubo contendo a solução padrão de chumbo, ambas visualizadas sobre uma superfície branca (1 ppm).
Total de tereftaloíla. Determinar a absorbância do extrato de álcool 50 % ou de álcool 25 % em uma célula de 1 cm, no comprimento de onda de absorbância máxima a cerca de 244 nm (___), utilizando como branco aquele correspondente ao meio de extração:. A absorbância do extrato não deve exceder 0,150, o que corresponde a não mais que 1 ppm do total de tereftaloila do meio.
Determinar a absorbância do extrato de n-heptano em uma célula de 1 cm, no comprimento de onda de absorbância máxima a cerca de 240 nm (____), utilizando como branco o meio de extração de nheptano. A absorbância do extrato não deve exceder 0,150, o que corresponde a não mais que 1 ppm do total de tereftaloila do meio.
Etilenoglicol.
Solução de ácido periódico. Dissolver 125 mg de ácido periódico em 10 mL de água. Ácido sulfúrico diluído. Para 50 mL de água, adicionar lentamente e em constante agitação, 50 mL de ácido sulfúrico e aguardar que atinja a temperatura ambiente.
Solução de bissulfito de sódio. Dissolver 0,1 g de bissulfito de sódio em 10 mL de água. Utilizar essa solução dentro de 7 dias. Solução de cromotropato dissódico. Dissolver 100 mg de cromotropato dissódico em 100 mL de ácido sulfúrico. Proteger a solução da luz e utilizá-la dentro de 7 dias.
Solução padrão. Dissolver uma quantidade precisamente pesada de etilenoglicol em água e diluir quantitativamente, e passo a passo, se necessário, para obter uma solução com uma concentração de cerca de 1 μg por mL. 

Solução de Teste. Utilizar o extrato de água purificada.
Procedimento. Transferir 1,0 mL da solução padrão para um balão volumétrico de 10 mL. Transferir 1,0 mL da solução de teste para um segundo balão volumétrico de 10 mL. Transferir 1,0 mL do meio de extração em água purificada para um terceiro balão volumétrico de 10 mL. Para cada um dos três balões, adicionar 100 μL da solução de ácido periódico, agitar para homogeneizar e deixar repousar por 60 minutos.
Adicionar em cada balão 1,0 mL da solução de bissulfito de sódio e homogeneizar. Adicionar 100 μL da solução de cromotropato dissódico para cada balão e homogeneizar. Todas as soluções devem ser analisadas até 1 hora após a adição da solução de cromotropato dissódico.Adicionar cuidadosamente 6 mL de ácido sulfúrico a cada balão, homogeneizar e esperar que as soluções atinjam a temperatura ambiente.
A diluição do ácido sulfúrico produz calor considerável e pode causar a ebulição da solução. Realizar esta adição cuidadosamente. O gás de dióxido de enxofre será liberado. A utilização de uma câmara de exaustão é recomendada. Diluir cada solução com ácido sulfúrico diluído até preencher o volume e homogeneizar. Concomitantemente, determinar as absorbâncias das soluções a partir da solução padrão e da solução de ensaio em células de 1 cm, no comprimento de onda de absorbância máxima a cerca de 575 nm (____), utilizando como branco a solução retirada do meio de extração em água purificada. A absorbância da solução obtida a partir da solução de ensaio não é superior à da solução obtida a partir da solução padrão, correspondendo a no máximo 1 ppm de etilenoglicol.
MÉTODOS DE TESTES

Refletância Interna Múltipla

Equipamentos. Utilizar espectrofotômetro de infravermelho capaz de corrigir para o espectro do branco e equipado com um acessório de reflexão total atenuada e uma placa KRS-5 de reflexão interna. O cristal KRS-5 de 2 mm de espessura, com um ângulo de incidência de 45 fornece um número suficiente de reflexões.
Preparação da Amostra. Cortar duas porções planas representativas da espessura média da parede do recipiente, e apará-las conforme necessário, para obter segmentos adequados para montagem no acessório de refletância interna múltipla. Para evitar riscar a superfície,limpar as amostras com papel seco ou, se necessário, com um lenço macio umedecido com metanol e aguardar a secagem. Encaixar firmemente as amostras em ambos os lados da placa de reflexão interna KRS-5, garantindo a superfície de contato adequada. Antes de colocar as amostras sobre a placa, comprimi-las obtendo filmes finos uniformes para serem expostos a temperaturas de cerca de 177 °C, sob alta pressão (15.000 psi ou mais).
Procedimento Geral. Colocar as partes encaixadas da amostra no acessório de refletância interna múltipla e colocar o conjunto no feixe de luz do espectrofotômetro de infravermelho. Ajustar a posição da amostra e os espelhos do equipamento para permitir a transmissão máxima de luz pelo feixe de referência não-atenuado. Completar os ajustes do acessório, atenuar o feixe de referência para permitir a escala total de deflexão, durante a varredura da amostra. Determinar o espectro infravermelho de 3500 a 600 cm-1 para polietileno e polipropileno e de 4000 a 400 cm-1 para PET e PETG.
Análise Térmica
Procedimento Geral. Cortar uma seção com peso aproximado de 12 mg e colocá-la no compartimento para a amostra. O contato próximo entre o compartimento e o termoelemento é essencial para a reprodutibilidade dos resultados. Determinar o termograma sob nitrogênio, utilizando as condições de aquecimento e resfriamento conforme especificadas para o tipo de resina e utilizar um equipamento capaz de realizar as determinações.
Para Polietileno.Determinar o termograma sob nitrogênio em temperaturas entre 40 °C e 200 °C, a uma taxa de aquecimento entre 2 °C e 10 °C por minuto, seguido de resfriamento para 40 °C, a uma taxa entre 2 °C e 10 °C por minuto. Para Polipropileno. Determinar o termograma sob nitrogênio em temperaturas que variem entre a temperatura ambiente e 30 °C acima do ponto de fusão. Manter a temperatura por 10 minutos, em seguida, resfriar para 50 °C abaixo da temperatura máxima de cristalização a uma taxa de 10 °C a 20 C por minuto.
Para poli(tereftalato de etileno) . Aquecer a amostra da temperatura ambiente até 280 C a uma taxa de aquecimento de cerca de 20 C por minuto. Manter a amostra a 280 C por 1 minuto. Resfriar rapidamente a amostra para a temperatura ambiente e reaquecê-la para 280 C a uma taxa de aquecimento de aproximadamente 5 C por minuto. Para poli(tereftalato de etileno) glicol. Aquecer a amostra da temperatura ambiente até 120 C a uma taxa de aquecimento de cerca de 20 C por minuto. Manter a amostra a 120 C por 1 minuto. Resfriar rapidamente a amostra para a temperatura ambiente e reaquecê-la para 120 C a uma taxa de aquecimento de aproximadamente 10 C por minuto.

Testes Biológicos

Os testes biológicos in vitro são realizados de acordo com os procedimentos estabelecidos em Testes de reatividade biológica in vitro (___). Os componentes que satisfazem os requisitos dos testes in vitro não precisam ser submetidos a testes adicionais. Nenhuma designação de classe de plástico é atribuída a esses materiais. Os materiais que não cumprem os requisitos dos testes in vitro não são adequados para uso como recipientes de medicamentos.
Se a designação de classe for necessária para plásticos e outros polímeros que atendam aos

requisitos previstos em Testes de reatividade biológica in vitro (___). , realizar o teste in vivo adequado especificado para Classificação de Plásticos em Testes de reatividade biológica in vivo (___).
Testes Físico-Químicos

Os seguintes testes destinados a determinar as propriedades físicas e químicas de plásticos e seus extratos, são baseados na extração de material plástico, sendo essencial que a quantidade designada do plástico seja utilizada. Além disso, a área de superfície especificada deve estar disponível para a extração na temperatura determinada.
Parâmetros de Teste. Meio de Extração. A menos que direcionado de outra forma em um teste específico abaixo, utilizar água purificada como o meio de extração, mantendo a temperatura a 70 C, durante a extração para a Preparação da amostra.
Branco. Utilizar água purificada onde o branco é especificado nos testes que se seguem. Equipamentos. Utilizar banho-maria e recipientes de extração, conforme descrito em Testes de reatividade biológica in vivo (___). Proceder conforme descrito na Preparação de equipamentos em Testes de reatividade biológica in vivo (___). Os recipientes e equipamentos não precisam ser estéreis. Preparação da Amostra. A partir de uma amostra homogênea de plástico, utilizar uma alíquota para cada 20,0 mL de meio de extração, equivalente a 120 cm2 da área da superfície total (unindo ambos os lados), e subdividida em faixas de aproximadamente 3 mm de largura e próximo a 5 cm de comprimento. 

Transferir a amostra subdividida para uma proveta de vidro Tipo I graduada de 250 mL com tampa e adicionar cerca de 150 mL de água purificada. Agitar por aproximadamente 30 segundos, esvaziar, descartar o líquido e repetir uma segunda lavagem. Extração para Preparação da Amostra. Transferir a Preparação da amostra pronta para um frasco de extração adequado e adicionar a quantidade solicitada de meio de extração. Extrair por 24 horas através de aquecimento em um banho-maria na temperatura especificada para o meio de extração. Resfriar não abaixo de 20 C. Pipetar 20 mL do extrato preparado para um recipiente adequado. Utilizar essa parte no teste para Capacidade Tamponante. Decantar imediatamente o extrato residual em um recipiente limpo adequado e fechá-lo.
Resíduo não-volátil. Transferir, em alíquotas adequadas, 50,0 mL do Extrato de Preparação da amostra para um cadinho adequado tarado (preferencialmente um cadinho de sílica fundida que tenha sido limpo com ácido) e evaporar a parte volátil em um banho à vapor. Evaporar de forma semelhante 50,0 mL do ranco em outro cadinho. Se for esperado um resíduo oleoso, examinar repetidamente o cadinho durante a evaporação e o processo de secagem e reduzir a quantidade de calor, se o óleo tender a deslizar pela parede do cadinho.Secar a 105ºC por 1 hora. A diferença entre as quantidades obtidas do Extrato para a Preparação da amostra e o branco não devem ser superiores a 15 mg.
Resíduo por ignição (___). Não é necessário realizar esse teste quando o resultado do teste de Resíduo não-volátil não exceder 5 mg. Proceder com a obtenção dos resíduos, a partir do Extrato para a Preparação da amostra e Branco descrito no teste para Resíduo não-volátil acima, utilizando, se necessário, mais ácido sulfúrico para a mesma quantidade em cada cadinho. A diferença entre as quantidades obtidas de resíduo de ignição a partir do Extrato para a Preparação da amostra e do branco não deve ser superior a 5 mg.
Metais Pesados. Pipetar 20 mL do Extrato da Preparação da amostra, filtrado, se necessário, para um dos dois tubos de 50 mL para comparação de cor. Ajustar o pH entre 3,0 e 4,0 com ácido acético 1 M ou hidróxido de amônio 6 M , utilizando um papel indicador de curto intervalo de pH. Diluir com água até cerca de 35 mL e homogeneizar. No segundo tubo para comparação de cor, pipetar 2 mL de Solução padrão de chumbo (____) e adicionar 20 mL do branco. Ajustar o pH entre 3,0 e 4,0 com ácido acético 1 M ou hidróxido de amônio 6 M, utilizando um papel indicador de curto intervalo de pH. Diluir com água até cerca de 35 mL e homogeneizar.
Em cada tubo, adicionar 1,2 mL de tioacetamida à base de glicerina TS e 2 mL de tampão acetato pH 3,5, diluir com água até 50 mL de solução e homogeneizar. Qualquer cor produzida dentro de 10 minutos no tubo que contém o Extrato da Preparação da amostra extraída dos recipientes testes, não deve ser mais forte que a do tubo contendo a Solução padrão de chumbo, ambas visualizadas sobre uma superfície branca (1 ppm no extrato).
Capacidade Tamponante. Titular potenciometricamente as alíquotas de 20 mL previamente coletadas do Extrato da Preparação da amostra para um pH 7,0, utilizando ácido clorídrico 0,010 M ou hidróxido de sódio 0,010 M, conforme necessário. Tratar semelhantemente uma alíquota de 20,0 mL do branco. Se o mesmo titulante foi necessário para ambos os titulados, a diferença entre os dois volumes não deve ser superior a 10,0 mL; e se o ácido foi necessário ou para o Extrato da Preparação da amostra ou para o branco, e o álcali para o outro, o total dos dois volumes solicitados não deve ser superior a 10,0 mL.
(__) TAMPAS DE ELASTÔMERO

Tampas de elastômero são fabricadas em materiais obtidos a partir da polimerização, poli-adição ou poli-condensação de substâncias orgânicas. Os polímeros obtidos são, geralmente vulcanizados. As formulações das tampas contêm elastômeros naturais ou sintéticos e aditivos inorgânicos e orgânicos para auxiliar ou controlar a vulcanização, proporcionar propriedades físicas e químicas, coloração ou estabilizar a formulação da tampa.
Esta seção se aplica a tampas formuladas com substâncias de elastômero naturais ou sintéticas, utilizadas para estocagem a longo prazo. Não se aplica a tampas fabricadas em elastômero de silicone, mas se aplica a tampas tratadas com silicone, como dimeticona, e tampas revestidas com outros materiais lubrificantes, como materiais ligados quimicamente ou mecanicamente à tampa.
Os comentários a seguir referem-se apenas às tampas laminadas ou revestidas com materiais destinados a fornecer ou funcionar como uma barreira à base do elastômero,por exemplo politetrafluoretileno (PTFE) ou revestimentos envernizados. Não é permitida a utilização de um material com o intuito de mudar uma tampa que não se encontra dentro das exigências específicas para uma tampa que esteja em conformidade com as mesmas. No entanto, todos os testes físico-químicos aplicam-se à fórmula base de tais tampas, bem como às tampas laminadas ou revestidas. 
Os testes de funcionalidade devem ser realizados utilizando tampas de elastômero laminadas ou revestidas. Os testes biológicos aplicam-se aos materiais revestidos ou laminados, bem como à fórmula base. Os testes biológicos podem ser realizados em tampas ou materiais revestidos ou laminados e em tampas não laminadas e não revestidas, sendo que os resultados devem ser reportados separadamente. A fórmula base utilizada para os testes físico-químicos ou biológicos deve cumprir as especificações de uma tampa com barreira de revestimento que deve ser similar ao revestimento da tampa em configuração e tamanho.
Os testes desta seção limitam-se às tampas de elastômero dos tipos I e II, sendo que as do Tipo I são utilizadas para preparações aquosas e as do Tipo II são normalmente destinadas às preparações nãoaquosas. Se uma tampa não atender a todas as exigências do teste do Tipo I, mas atender às exigências para o teste do Tipo II, a tampa recebe a classificação final do Tipo II. Esta seção se destina a realizar uma triagem inicial para identificar tampas de elastômero que podem ser apropriadas para o uso com preparações injetáveis com base em suas compatibilidades biológicas, propriedades físico-químicas de seus extratos aquosos e suas funcionalidades. Todas as tampas de elastômero adequadas para uso com preparações injetáveis cumprem tanto com os limites do teste do Tipo I como do Tipo II. No entanto, esta especificação não tem o intuito de servir como um único critério de avaliação para a seleção de tais tampas.
Dentre os requisitos para avaliação de tampas que estão além do âmbito desta seção está o estabelecimento de testes de identificação e especificações da tampa, a verificação da tampa - compatibilidade fisico-química do produto, a identificação e a determinação de segurança de tampas filtráveis encontrados na embalagem do produto, a verificação da funcionalidade da embalagem do produto sob condições reais de estocagem e condições de uso.
O usuário das tampas deve obter do fornecedor uma garantia de que a composição da tampa não varia e de que é a mesma utilizada no teste de compatibilidade. Quando o fornecedor informar ao usuário final sobre mudanças na composição, o teste de compatibilidade deve ser repetido, total ou parcialmente, dependendo da natureza das mudanças.
CARACTERÍSTICAS

As tampas de elastômero são translúcidas ou opacas e não tem coloração característica, dependendo dos aditivos utilizados. São homogêneas e praticamente isentas de materiais luminosos e acidentais, como fibras, partículas estranhas e resíduos de borracha.
IDENTIFICAÇÃO

As tampas são fabricadas a partir de uma ampla variedade de materiais elastoméricos e revestimentos poliméricos opcionais. Portanto, esta seção não especifica testes de identificação envolvendo todas as possíveis apresentações das tampas. É de responsabilidade do fornecedor da tampa e do fabricante do produto acabado verificar a formulação da tampa e quaisquer materiais revestidos ou laminados utilizados de acordo com os testes de identificação adequados. 
Exemplos de algumas metodologias de testes analíticos que podem ser empregadas incluem densidade específica, análise de cinzas, determinação do conteúdo de enxofre, , cromatografia em camada delgada do extrato, espectrofotometria de absorção ultravioleta do extrato ou espectrofotometria de absorção.
PROCEDIMENTOS DE TESTES
As tampas de elastômero devem estar em conformidade com as exigências biológicas, físicoquímica e funcionais. Como as tampas de elastômero são processadas pelo fornecedor antes da distribuição para o usuário final, o fornecedor deve demonstrar a conformidade das tampas expostas às etapas de processamento ou esterilização. De modo análogo, se as tampas de elastômero recebidas pelo usuário final forem processadas ou esterilizadas subsequentemente, o usuário final é responsável em comprovar a conformidade continuada das tampas subsequentes às condições de processamento ou esterilização. 
Isto é importante se as tampas são expostas a processos ou condições que possam ter impacto significativo nas características biológicas, físico-químicas ou funcionais da tampa , como a radiação gama. Para tampas que normalmente são lubrificadas com silicone antes do uso, é permitido realizar o teste físico-químico em tampas não lubrificadas para evitar interferência potencial de método e/ou dificuldades na interpretação dos resultados do teste. Para tampas fornecidas com outros lubrificantes não oclusivos, todos os testes devem ser realizados utilizando a tampa revestida.
Para tampas revestidas ou laminadas com revestimentos destinados a conferir uma função de barreira, como PTFE ou revestimentos envernizados, os testes físico-químicos aplicam-se ao elastômero com base não revestida, bem como às tampas revestidas. A tampa não revestida submetida a testes físicoquímicos deve ser similar à tampa revestida em tamanho e configuração. Os usuários finais de tampas revestidas também são responsáveis em comprovar a conformidade das especificações físico-químicas destas tampas, processadas ou tratadas de uma maneira que simula as condições normalmente empregadas pelo usuário final antes do uso.
Em todos os casos é adequado documentar as condições de processamento, pré-tratamento,

esterilização ou lubrificação da tampa quando se relatam os resultados. A Tabela 1 resume as exigências dos testes das tampas e as responsabilidades do fornecedor e do usuário final.
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Tipos de tampas
(como fornecidos
ou Usados)

Exigéncias do
Teste

Testes Fisico-
quimicos

Testes de
Funcionalidade

Testes Biolégicos

Tampas com ou
sem revestimento
de silicone

Os testes devem ser
realizados

Os testes devem ser
realizados

Os testes devem ser
realizados

O uso do silicone é
opcional

O uso do silicone é
opcional

O uso do silicone é
opcional

Responsabilidade:
fornecedor e usuario
final

Responsabilidade:
fornecedor e usuario
final

Responsabilidade:
fornecedor e usuario
final

Tampas com
revestimentos
lubrificantes
(Materiais ndao
oclusivos, ndo
silicone)

Os testes devem ser
realizados em
tampas revestidas

Os testes devem ser
realizados em
tampas revestidas

Os testes devem ser
realizados em
tampas revestidas

Responsabilidade:
fornecedor e usuério
final

Responsabilidade:
fornecedor e usuario
final

Responsabilidade:
fornecedor e usuario
final

Tampas com
revestimentos
oclusivos

Os testes devem ser
realizados em
tampas revestidas

Os testes devem ser
realizados em
tampas revestidas

Os testes devem ser
realizados em
tampas revestidas

Responsabilidade:
fornecedor e usuério
final

E:

Os testes devem ser
realizados em
tampas nao
revestidas (férmula
base)

Responsabilidade:
fornecedor e usuario
final

QuU:

Os testes devem ser
realizados em
tampas nédo
revestidas (férmula
base) e material
laminada/revestida
(reportar os
resultados
separadamente)

Responsabilidade:
fornecedor

Responsabilidade:
fornecedor e usuario
final.





TESTES BIOLÓGICOS
São indicados dois estágios de teste. O primeiro estágio é a realização do teste in vitro. Os materiais que não atendem às exigências do teste in vitro são submetidos ao segundo estágio de testes in vivo, conforme descrito em Testes de reatividade biológica in vivo (___). Os materiais que atendem as exigências para os testes in vitro não necessitam ser submetidos ao teste in vivo.
As tampas Tipo I e Tipo II devem estar em conformidade com os testes de reatividade biológica in vitro e in vivo.
TESTES FÍSICO-QUÍMICOS
Preparação da Solução S

Colocar as tampas inteiras, não cortadas, correspondentes a uma área de superfície de (100 ± 10) cm2 em um recipiente de vidro adequado. Cobrir as tampas com 200 mL de água purificada ou água para injetáveis. Se não for possível obter um tampa com a área de superfície prescrita utilizando tampas não cortadas, selecionar um número de tampas que irão se aproximar de 100 cm2, e ajustar o volume de água utilizado para o equivalente a 2 mL para cada 1 cm2 da área de superfície real da tampa utilizada. Ferver por 5 minutos e enxaguar cinco vezes com água purificada ou água para injetáveis fria.
Colocar as tampas lavadas em um frasco de vidro de gargalo largo do Tipo I, adicionar a mesma quantidade de água purificada ou água para injetáveis inicialmente adicionada às tampas e pesar. Cobrir a boca do frasco com um béquer de vidro do Tipo I. Esterilizar em uma autoclave, de modo que a temperatura de (121ºC ± 2) ºC seja atingida dentro de 20 a 30 minutos e manter esta temperatura durante 30 minutos.
Deixar esfriar até atingir a temperatura ambiente durante um período de aproximadamente 30 minutos. Adicionar água purificada ou água para injetáveis para voltar à massa original. Agitar e decantar imediatamente e coletar a solução. Esta solução deve ser agitada antes de ser utilizada em cada um dos testes.
Preparação do Branco

Preparar uma solução de branco similarmente, utilizando 200 mL de água purificada ou água para injetáveis, omitindo as tampas.
Aparência da Solução (Turbidez e Coloração)

Determinação da Turbidez

A determinação da turbidez pode ser realizada através de comparação visual (Procedimento A), ou instrumentalmente utilizando um turbidímetro adequado (Procedimento B). A avaliação instrumental da turbidez fornece um teste que não depende da acuidade visual do analista.
Solução de Sulfato de Hidrazina. Dissolver 1,0 g de sulfato de hidrazina em água e diluir com água a 100,0 mL. Deixar em repouso durante 4 a 6 horas.
Solução de Hexametilenotetramina. Dissolver 2,5 g de hexametilenotetramina em 25,0 mL de água em frasco de vidro com rolha de 100 mL.
Suspensão Estoque de Opalescência. Adicionar 25,0 mL da solução de sulfato de hidrazina à solução de hexametilenotetramina no frasco, misturar e deixar em repouso durante 24 horas. Esta suspensão é estável por 2 meses, se estocada em um recipiente de vidro isento de defeitos de superfície. A suspensão não deve aderir ao vidro e deve ser misturada antes do uso.
Solução Padrão de Opalescência. Preparar uma suspensão através da diluição de 15,0 mL da suspensão estoque de opalescência com água a 1000,0 mL. A solução padrão de opalescência é estável por aproximadamente 24 horas após a preparação.

Suspensões de Referência. Preparar de acordo com a Tabela 2. Misturar e agitar antes do uso. Suspensões estáveis de formazina que podem ser utilizadas para preparar padrões estáveis estão disponíveis comercialmente e podem ser utilizadas após a comparação com padrões preparados como descrito.
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Opalescéncia

Referéncia Referéncia Referéncia Referéncia
Suspensédo A Suspenséo B Suspensédo C Suspensédo D
Padréo de 5,0ml 10,0ml 30,0ml 50,0ml
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Turbidez

Nefelométrica

Procedimento A. Comparag&o Visual - Utilizar tubos de ensaio idénticos, de vidro incolor,
transparentes e neutros com uma base plana e um diametro interno de 15 a 25 mm. Preencher um tubo
com comprimento de 40 mm com a Solugdo S, um tubo de mesmo comprimento com agua e quatro outros
tubos de mesma com as Suspensodes de Referéncia A, B, C e D. Comparar a solugdes em luz diurna difusa
5 minutos apés a preparagdo das Suspensdes de Referéncia, visualizando verticalmente contra um fundo
preto. As condi¢bes de luz devem ser tais que a Solugdo de Referéncia A possa ser prontamente
distinguida da &gua e que a Suspensdo de Referéncia B possa ser prontamente distinguida da Suspenséo
de Referéncia A.

Limite. A Solugdo S n&o deve ser mais opalescente do que a Suspenséo de Referéncia B para as
tampas do Tipo |, e n&o mais opalescente do que a Suspenséo de Referéncia C para as tampas do Tipo Il
A Solucéo S é considerada limpida se a claridade é a mesma do que a da agua quando examinada como
descrito acima, ou se sua opalescéncia ndo é mais pronunciada do que a Suspens&o de Referéncia A
(consultar a Tabela 3).

Procedimento B. Comparac&o Instrumental: Medir a turbidez das Suspensées de Referéncia em um
turbidimetro calibrado adequado. O branco deve ser testado e os resultados corrigidos para o branco. As
Suspenstes de Referéncia A, B, C e D representam 3, 6, 18 e 30 Unidades de Turbidez Nefelométricas
(UTN) respectivamente. Medir a turbidez da Solugéo S utilizando o turbidimetro calibrado.

Limite. A turbidez da Solug&o S n&o deve ser maior do que aquela para a Suspensdo de Referéncia
B (6 UTN) para as tampas do Tipo |, e ndo é maior do que da Suspensdo de Referéncia C (18 UTN) para as
tampas do Tipo |l (ver Tabela 3).

Tabela 3
Método de Comparagéo
Exigéncias de Procedimento A (visual) Procedimento B
Opalescéncia (Instrumental)
Tampas do Tipo | N&o mais opalescente do que a N&o mais do que 6 UTN
Suspenséo B
Tampas do Tipo Il N&o mais opalescente do que a N&o mais do que 18 UTN
Suspenséo C





Determinação da Cor
Cor Padrão. Preparar uma solução diluindo 3,0 mL do Fluido de Correspondência O com 97,0 mL de ácido clorídrico diluído.
Procedimento. Utilizar tubos idênticos de vidro incolor, transparente e neutro com um fundo plano e diâmetro interno de 15 a 25 mm. Preencher um tubo de 40 mm de comprimento com a Solução S e um segundo, com o Padrão de Cor. Comparar os líquidos em luz diurna difusa, visualizando verticalmente contra um fundo branco.
Limite. A Solução S não deve ser mais intensamente colorida do que o Padrão de Cor.]
Acidez ou Alcalinidade
Solução de Azul de Bromotimol. Dissolver 50 mg de azul de bromotimol em uma mistura de 4 mL de hidróxido de sódio a 0,02 M e 20 mL de álcool. Diluir com água a 100 mL.
Procedimento. Adicionar 0,1 mL da solução de azul de bromotimol a 20 mL da solução S. Se a solução for amarela, titular com hidróxido de sódio a 0,01 M até que o ponto final azul seja alcançado. Se a solução for azul, titular com ácido clorídrico a 0,01 M até que o ponto final amarelo seja alcançado. Se a solução for verde, ela é neutra e não é necessária a titulação.
Correção do Branco. Testar 20 mL do branco de modo similar. Corrigir os resultados obtidos para a Solução S através da subtração ou adição do volume de titulante requerido para o branco, como apropriado.
Limite. Não mais do que 0,3 mL de hidróxido de sódio a 0,01 M produz uma cor azul, ou não mais do que 0,8 ml de ácido clorídrico a 0,01 M produz uma cor amarela, ou a titulação não é necessária.
Absorbância
Procedimento. Realizar este teste no espaço de tempo de 5 horas a partir do preparo da Solução S. Filtrar a Solução S através de um filtro com poro de 0,45 μm, descartando o primeiro mL do filtrado. Medir a absorbância do filtrado em comprimentos de onda entre 220 e 360 nm em uma célula de 1 cm utilizando o branco em uma célula de correspondência em um feixe de referência. Se a diluição do filtrado é necessária antes da medida da absorbância, corrigir os resultados do teste para a diluição.
Limite. As absorbâncias em todos esses comprimentos de onda não devem exceder 0,2 para as tampas do Tipo I ou 4,0 para as tampas do Tipo II.
Substâncias Redutoras
Procedimento. Realizar este teste no espaço de tempo de 4 horas a partir do preparo da Solução S. A 20,0 mL da Solução S adicionar 1 mL de ácido sulfúrico diluído e 20,0 mL de permanganato de potássio a 0,002 M. Ferver por 3 minutos. Resfriar, adicionar 1 g de iodeto de potássio, e titular imediatamente com tiossulfato de sódio a 0,01 M, utilizando 25,0 mL de solução de amido TS como indicador. Realizar a titulação utilizando 20,0 mL de branco e notar a diferença no volume de tiossulfato de sódio a 0,01 M necessário.
Limite. A diferença entre os volumes de titulação não deve ser maior do que 3,0 mL para as tampas do Tipo I e não deve ser maior do que 7,0 mL para as tampas do Tipo II.
Metais Pesados
Procedimento. Proceder como direcionado para o Método 1 em Metais Pesados Preparar a

Preparação do Teste utilizando 10,0 mL da Solução S.
Limite. A Solução S contém não mais do que 2 ppm de metais pesados como chumbo.
Zinco Extraível
Solução Teste. Preparar uma Solução Teste através da diluição de 10,0 mL da Solução S a 100 mL com ácido clorídrico a 0,1 M. Preparar o branco do teste similarmente, utilizando o branco para a Solução S.
Solução Padrão de Zinco. Preparar uma solução (10 ppm de Zn) dissolvendo sulfato de zinco em ácido clorídrico 0,1 M.
Soluções de Referência. Preparar não menos do que 3 Soluções de Referência através da diluição da Solução Padrão de Zinco com ácido clorídrico 0,1 M. As concentrações de zinco nessas Soluções de Referência são a extensão do limite esperado da Solução Teste.
Procedimento. Utilizar um espectrômetro de absorção atômica adequado equipado com uma fonte de radiação eletromagnética adequada e uma chama de ar-acetileno. Um procedimento alternativo como uma análise por espectrometria de massa ou espectrometria de emissão óptica com plasma indutivamente acoplado apropriadamente validada pode ser utilizado. Testar cada uma das Soluções Referência em comprimento de onda para Zinco selecionado em 213,9 nm, pelo menos 3 vezes. 
Registrar as leituras estáveis. Enxaguar o equipamento com a solução branco toda vez para garantir que a leitura retorna ao valor inicial do branco. Preparar uma curva de

calibração a partir da média das leituras obtidas para cada Solução de Referência. Registrar a absorbância da Solução Teste. Determinar a concentração de zinco em ppm da Solução Teste utilizando a curva de calibração.
Limite. A Solução S contém não mais do que 5 ppm de zinco extraível.
Amônio
Solução de Tetraiodomercurato de Potássio Alcalina. Preparar uma solução de 100 mL contendo 11 g de iodeto de potássio e 15 g de iodeto de mercúrio em água. Imediatamente antes do uso, misturar 1 volume desta solução com igual volume de uma solução a 250 g por L de hidróxido de sódio.
Solução Teste. Diluir 5 mL da Solução S em 14 mL de água. Tornar alcalina, se necessário, através da adição de hidróxido de sódio 1 M, e diluir em água a 15 mL. Adicionar 0,3 mL da solução de tetraiodomercurato de potássio alcalina, e fechar o recipiente.
Solução Padrão de Amônio. Preparar uma solução de cloreto de amônio em água (1 ppm de NH4). Misturar 10 mL da solução de 1 ppm de cloreto de amônio com 5 mL de água e 0,3 mL de solução de tetraidomercurato de potássio alcalina. Fechar o recipiente.
Limite. Após 5 minutos, qualquer cor amarela na Solução Teste não deve ser mais escura do que na Solução Padrão de Amônio (não mais do que 2 ppm de NH4 na Solução S).
Sulfetos Voláteis
Procedimento. Colocar as tampas, cortar se necessário, com uma área de superfície total de (20 ± 2) cm2 em um frasco de 100 mL, e adicionar 50 mL de uma solução de ácido cítrico a 20 g por L. Da mesma maneira e ao mesmo tempo, preparar uma solução controle em um frasco de 100 mL separado através da dissolução de 0,154 mg de sulfeto de sódio em 50 mL de uma solução de ácido cítrico a 20 g por L. 
Colocar um pedaço de papel de acetato de chumbo sobre a boca de cada frasco, e segurar o papel na posição, colocando sobre ele um frasco de pesagem invertido. Aqueça os frascos em autoclave a (121ºC ± 2) ºC por 30 minutos.
Limite. Qualquer coloração preta no papel produzida pela Solução S não é mais intensa do que a produzida pela solução controle.
TESTES FUNCIONAIS
As amostras tratadas como descrito para a preparação da Solução S e secas ao ar devem ser

utilizadas para os Testes de Funcionalidade de Penetrabilidade, Fragmentação e Capacidade Auto-Selante.
Os Testes de Funcionalidade são realizados em tampas destinadas a serem penetradas por uma agulha hipodérmica. O teste de Capacidade Auto-Selante é necessária apenas para tampas destinadas para recipientes de dose-múltipla. A agulha especificada para cada teste é uma agulha hipodérmica lubrificada com bisel longo (ângulo do bisel 12 ± 2º)1.
Penetrabilidade
Procedimento. Preencher 10 frascos adequados ao volume nominal com água, ajuste as tampas para serem examinados, e fechar com uma tampa. Utilizando uma nova agulha hipodérmica como descrito acima para cada tampa, perfurar a tampa com a agulha perpendicular à superfície. 

Limite. A força de perfuração não deve ser maior do que 10 N (1kgf) para cada tampa, determinada com uma precisão de ± 0,25 N (25gf).
Fragmentação
Tampas para Preparações Líquidas. Preencher 12 frascos limpos com água até 4 mL menos que a capacidade nominal. Ajustar as tampas que serão examinadas, fechar com uma tampa e deixar em repouso por 16 horas.
Tampas para Preparações Secas. Ajustar as tampas a serem examinados em 12 frascos limpos e fechar cada um com uma tampa.
Procedimento. Utilizando uma agulha hipodérmica como descrito acima ajustada a uma seringa limpa, injetar dentro de cada frasco 1 mL de água, enquanto se remove 1 mL de ar. Repetir este procedimento 4 vezes para cada tampa, perfurar cada vez em um local diferente. Utilizar uma nova agulha para cada tampa, verificando se a mesma não está rombuda durante o teste. Filtrar o volume total do líquido em todos os frascos através de um filtro simples com tamanho nominal de poro não maior do que 0,5 μm. Contar os fragmentos de borracha na superfície do filtro visíveis a olho nu.

Limite. Não há mais do que 5 fragmentos visíveis. Este limite é baseado na assunção de que os fragmentos com um diâmetro superior a 50 μm são visíveis a olho nu. No caso de dúvidas ou controvérsia, as partículas são examinadas microscopicamente para verificar suas naturezas e tamanhos.
Capacidade Auto-Selante
Procedimento. Preencher 10 frascos adequados com água até o volume nominal. Ajustar as tampas a serem examinados, e tampar. Utilizando uma nova agulha hipodérmica como descrito acima para cada tampa, perfurar cada tampa 10 vezes, cada vez em um local diferente. Imergir os 10 frascos em uma solução de azul de metileno a 0,1 % (1g por L), e reduzir a pressão externa por 27 kPa por 10 minutos. Restaurar a pressão atmosférica, e deixar os frascos imersos por 30 minutos. Enxaguar a parte externa dos frascos.
Limite. Nenhum dos frascos deve conter qualquer traço de solução azul.
(___) RECIPIENTES DE PLÁSTICO- TESTES DE DESEMPENHO
Esta seção fornece padrões para as propriedades funcionais de recipientes plásticos e seus componentes utilizados para acondicionar medicamentos. Os testes a seguir são apresentados para determinar a permeabilidade à umidade e transmissão de luz dos recipientes plásticos aplicáveis a cada tipo de embalagem. Um recipiente destinado a fornecer proteção à luz ou apresentado como recipiente resistente à luz deve satisfazer a exigência de Transmissão da luz, onde a proteção ou a resistência é devido as propriedades específicas do material que o recipiente é composto, incluindo qualquer revestimento aplicado ao mesmo. 
Um recipiente claro e incolor ou translúcido, fabricado como resistente à luz através de inclusão de composto opaco está isento dos requisitos do item para Transmissão de luz. Da forma como utilizado neste capítulo, o termo recipiente refere-se ao sistema completo abrangendo o recipiente em si, o revestimento quando utilizado, o fechamento no caso de recipientes de unidades múltiplas e as tampas e blister nos casos de recipientes de dose unitária.
RECIPIENTES DE MÚLTIPLAS UNIDADES PARA CÁPSULAS E COMPRIMIDOS
Dessecante. Colocar uma quantidade de cloreto de cálcio anidro (1) de 4 a 8 mesh em um recipiente raso, tendo o cuidado de excluir qualquer pó fino, secar a 110ºC durante uma hora e resfriar em um dessecador.
Procedimento. Selecionar 12 recipientes de tamanhos e tipo uniformes, limpar as superfícies de fechamento com um pano isento de fibras, fechar e abrir cada recipiente 30 vezes. Tampar firme e uniformemente toda vez que o recipiente é fechado. Tampar os recipientes com tampa de rosca com movimento de torque que esteja dentro do intervalo especificado na Tabela 1. 
Adicionar dessecantes a 10 recipientes, designados recipientes testes, preencher cada um até 13mm do fechamento se o volume for de 20 mL ou superior, ou preencher cada um até dois terços da capacidade se o volume do recipiente for inferior a 20 mL. Se a parte interna do recipiente possuir mais de 63 mm de profundidade, um funil inerte ou espaçador deve ser colocado no fundo para minimizar o peso total do recipiente e do dessecante; a camada de dessecante em tal recipiente não deve ser inferior a 5 cm em profundidade. 
Fechar cada um imediatamente após a adição do dessecante, aplicando o torque designado na Tabela 1 no caso de recipientes com tampa de rosca. Para cada um dos 2 recipientes remanescentes, designados como controles, adicionar um número suficiente de esferas de vidro para atingir um peso aproximadamente igual aos dos recipientes testes e fechar aplicando o torque designado na Tabela 1 no caso de recipientes com tampa de rosca. Registrar o peso dos recipientes individualmente assim preparados até a aproximação de 0,1mg se o volume do recipiente for inferior a 20 mL, ou até a aproximação em mg mais próximo se o volume do recipiente for de 20 a 200 mL, ou até a aproximação em centigramos (10mg) se o volume for de 200mL ou superior. 
Estocar à umidade relativa de (75 ± 3)% e à temperatura de (23 ± 2)ºC. Um sistema saturado de 35g de cloreto de sódio para cada 100mL de água colocado no fundo do dessecador mantém a umidade especificada, ou outros métodos podem ser empregados para manter estas condições. Após (336 ± 1) h (14 dias), registrar o peso dos recipientes individualmente da mesma forma. Preencher completamente 5 recipientes vazios do mesmo tamanho e tipo dos recipientes testes com água ou um sólido não compressível, de fluxo livre tal como esferas de vidro pequenas bem acomodadas até nível indicado pela superfície do fechamento. Transferir o conteúdo de cada recipiente para uma proveta graduada, e determinar o volume médio do recipiente em mL. Calcular a taxa de permeabilidade à umidade, em mg por dia, por L, através da fórmula:
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Onde, V é o volume em mL do recipiente, (Tr — T)) € a diferenga em mg entre o peso final e inicial de
cada recipiente teste, e (Cr — C)) é a diferenga em mg entre a média final e a média inicial dos pesos dos 2
controles. Para recipientes utilizados em medicamentos dispensados sob prescricéo, os recipientes assim
testados s&@o do tipo recipientes vedados, se ndo mais do que um dos 10 recipientes testes exceder a
100mg por dia por L em permeabilidade & umidade, e nenhum exceder a 200mg por dia por L.

Para recipientes utilizados para medicamentos dispensados sob prescri¢&o, os recipientes sdo bem
fechados se ndo mais do que um dos 10 recipientes testes exceder a 2000mg por dia por L em
permeabilidade & umidade e nenhum exceder a 3000mg por dia por L.

Tabela 1. Torque Aplicavel ao Recipiente com Tampa Tipo Rosca

Diametro do Fechamento® Intervalo de Aperto Sugerido com Torque
{mm) Aplicado Manualmente” (polegadas-libras)
8 5
10 6
13 8
15 5-9
18 7-10
20 8-12
22 9-14
24 10-18
28 12-21
30 13-23
35 15-25
38 17-26
43 17-27
48 19-30
53 21-36
58 23-40
63 25-43
66 26-45
70 28-50
83 32-65
86 40-65
89 40-70
100 45-70
110 45-70
120 55-95
132 60-95





a: O torque designado para o próximo diâmetro de fechamento maior deve ser aplicado nos recipientes testes que tenham um diâmetro de fechamento intermediário aos diâmetros listados.
b: Utilizar equipamento adequado para medição de torque.
RECIPIENTES DE UNIDADES MÚLTIPLAS PARA CÁPSULAS E COMPRIMIDOS
Recipiente de Polietileno. Fechar os recipientes com selos impenetráveis obtidos através de selagem a quente com uma folha de alumínio laminada com polietileno ou outra selagem adequada. Testar os recipientes conforme descrito em Recipientes de múltiplas unidades para cápsulas e comprimidos. Os recipientes de polietileno de alta densidade testados atendem aos requisitos se a permeabilidade à umidade exceder 10mg por dia por L em não mais do que 1 dos 10 recipientes testes e não exceder 25 mg por dia por L e  nenhum deles. Os recipientes de polietileno de baixa densidade assim testados atendem aos requisitos se a permeabilidade à umidade exceder 20mg por dia por L em não mais que 1 dos 10 recipientes testes e não exceder 30mg por dia por L em nenhum deles.
Recipientes de Polipropileno. Fechar os recipientes com selos impenetráveis obtidos através de selagem a quente com uma folha de alumínio laminada com polietileno ou outro fechamento adequado. Testar os recipientes conforme descrito em Recipientes de múltiplas unidades para cápsulas e comprimidos. Os recipientes atendem aos requisitos se a permeabilidade à umidade exceder 15 mg por dia por L em não mais do que 1 dos 10 recipientes testes e não exceder 25 mg por dia por L em nenhum deles.
RECIPIENTES DE UNIDADE SIMPLES E DOSE UNITÁRIA PARA CÁPSULAS E COMPRIMIDOS
Para permitir uma avaliação fundamentada em relação à adequabilidade da embalagem para um tipo específico de produto, os procedimentos e esquemas de classificação a seguir são apresentados para avaliar as características de permeabilidade à umidade dos recipientes para unidade simples e para dose unitária. Visto que os desempenhos do equipamento e do operador podem afetar a penetração de umidade em um recipiente formado ou fechado, as características de penetração de umidade do sistema de embalagem utilizado devem ser determinadas.
Dessecante. - Secar as pastilhas dessecantes apropriadas a 110 ºC durante 1 hora antes do uso. Utilizar pastilhas com peso aproximado de 400 mg cada uma e com diâmetro de aproximadamente 8 mm. Se necessário, devido à dimensão limitada do recipiente de dose unitária, podem ser utilizados pastilhas pesando menos do que 400 mg cada uma e com diâmetro inferior a 8 mm.
Procedimento
Método I. Selar não menos do que 10 recipientes de dose unitária com um pastilha cada um, e selar 10 unidades adicionais de recipientes de dose unitária vazios para controle, utilizando dedos de luvas ou uma pinça almofadada para manipular os recipientes selados. Numerar os recipientes e registrar os pesos individualmente com a aproximação em mg mais próxima. Pesar os controles como uma unidade e dividir o peso total pelo número de controles para obter a média. 
Estocar todos os recipientes à umidade relativa de (75 ± 3)% e à temperatura de (23 ± 2) ºC. Um sistema saturado de 35 g de cloreto de sódio para cada 100 mL de água colocado no fundo de um dessecador mantém a umidade especificada, ou outros métodos podem ser empregados para manter estas condições. Após um intervalo de 24 horas, e em cada um de

seus múltiplos, remover os recipientes da câmara, e deixar equilibrar durante 15 a 60 minutos na área de pesagem.
Novamente registrar o peso dos recipientes individualmente e os controles combinados da

mesma maneira. Se nenhum pastilha indicadora se tornar rosa durante os procedimentos ou se o aumento de peso da pastilha exceder a 10 %, finalizar o teste e considerar válida apenas as primeiras determinações. Retornar os recipientes à câmara de umidade. Calcular a taxa de penetração de umidade em mg por dia de cada recipiente utilizando a fórmula:
(1/N)[(WF – WI) – (CF– CI)]
Onde, N é o número de dias expirados no período de teste (começando após as 24 horas iniciais de período de equilíbrio); (WF – WI) é a diferença em mg entre os pesos finais e iniciais de cada recipiente teste; (CF – CI) é a diferença em mg entre os pesos médios finais e iniciais dos controles, com os dados calculados com relação a dois algarismos significativos. Quando a penetração mensurada for inferior a 5mg por dia, e quando for observado que os controles alcançam o equilíbrio em um prazo de 7 dias, a penetração individual pode ser determinada mais precisamente, utilizando o recipiente teste do 7º dia e o recipiente controle como WI e CI, respectivamente, nos cálculos. Nesse caso, um intervalo adequado de teste para Classe A não deve ser inferior a 28 dias a partir do período de equilíbrio do 7º dia (um total de 35 dias).
Método II . Utilizar este procedimento para embalagens, como cartelas que podem ser perfuradas, que incorporam um número de blisters ou recipientes de dose unitária selados separadamente. Selar um número suficiente de embalagens, como não menos do que 4 e um total de não menos que10 recipientes de dose unitária ou blisters preenchidos com uma pastilha em cada unidade a ser testada. Selar um número correspondente de embalagens vazias, cada uma contendo o mesmo número de recipientes de dose unitária ou blisters iguais aos utilizados nas embalagens testes, como controles. Estocar todos os recipientes em umidade relativa de (75 ± 3) % e à temperatura de (23 ± 2) ºC. 
Um sistema saturado de 35 g de cloreto de sódio para cada 100 mL de água colocado no fundo do dessecador mantém a umidade requerida, ou outros métodos podem ser empregados para manter estas condições. Após 24 horas e a cada 24 horas subseqüentes, remover as embalagens da câmara e deixar que se equilibrem à temperatura ambiente durante aproximadamente 45 minutos. Registrar os pesos das embalagens individuais e retornar as mesmas à câmara. Pesar as embalagens controle como uma unidade e dividir o peso total pelo número de embalagens controle para obter o peso médio das embalagens vazias. 
Se qualquer pastilha indicadora virar para a coloração rosa durante o procedimento ou se o peso médio da pastilha exceder a 10% em qualquer uma das embalagens, finalizar o teste e considerar válidas apenas as primeiras determinações. Calcular a taxa média de penetração de umidade, em mg por dia para cada recipiente de dose unitária ou blister, em cada embalagem de acordo com a fórmula:
(1/NX)[(WF – WI) – (CF – CI)]
Onde, N é o número de dias decorridos dentro do período do teste (começando após as 24 horas iniciais de período de equilíbrio); X é o número de unidades seladas separadamente por embalagem; (WF – WI) é a diferença em mg entre os pesos iniciais e finais de cada embalagem teste e (CF – CI) é a diferença em mg entre os pesos médios finais e iniciais das embalagens controle, sendo essas taxas calculadas até dois algarismos significativos
.

Limites. Os recipientes de dose unitária individuais, como são testados no Método I, são classificados como Classe A se não mais de 1 dos 10 recipientes testados exceder 0,5 mg por dia em taxa de penetração de umidade e nenhum exceder 1mg por dia; são classificados como Classe B se não mais do que 1 dos 10 recipientes testados exceder 5 mg por dia e nenhum exceder 10mg por dia; são classificados como Classe C se não mais do que 1 dos 10 recipientes testados exceder 20 mg por dia e nenhum exceder 40mg por dia e são classificados como Classe D se os recipientes testados não cumprirem nenhum destes requisitos de taxa de penetração de umidade.
As embalagens, da forma como são testadas no Método II, são classificadas como Classe A se nenhuma embalagem testada exceder 0,5 mg por dia de taxa de penetração de umidade média por blister; são classificadas como Classe B se nenhuma embalagem testada exceder 5 mg por dia de taxa de penetração de umidade em média por blister; são classificadas como Classe C se nenhuma embalagem exceder 20 mg de taxa de umidade em média por blister e são classificadas como Classe D se nenhuma embalagem testada cumprir os requisitos de taxa de penetração de umidade em média por blister acima mencionados.
Com o uso do dessecante descrito em Método I e Método II, após cada 24 horas, os recipientes testes e controles são pesados; os intervalos de teste adequados para as pesagens finais, WF e CF, devem ser o seguinte: 24 horas para Classe D; 48 horas para Classe C; 7 dias para Classe B e não menos do que 28 dias para Classe A.
RECIPIENTES DE DOSE MÚLTIPLA E DE DOSE UNITÁRIA PARA LÍQUIDOS
Os padrões e os testes apresentados nesta seção medem as características funcionais e de desempenho de recipientes plásticos utilizados para embalar produtos aquosos através da medida da perda de peso de água líquida como uma porcentagem de seu conteúdo. Esse teste também pode ser utilizado para demonstrar uma comparação funcional e de desempenho. 
Durante todo o procedimento, determinar os pesos dos sistemas individuais de fechamento dos recipientes (recipiente, selagem interna se utilizada, e fechamento) ambos como pesos de tara e pesos de envase, a uma aproximação de 0,1 mg se a capacidade máxima for inferior a 200 mL; uma aproximação em mg se a capacidade máxima estiver entre 200 e 1000 mL ou uma aproximação em centígramos (10 mg) se a capacidade máxima do for de 1000 mL ou superior.
Procedimentos para Testes em Recipientes Fechados Comercializados (batoque se aplicável, selagem interna e tampa). Selecionar 10 recipientes de tipo e tamanho uniformes e limpar as superfícies de selagem com um pano isento de fibras. Montar cada recipiente com o batoque,se aplicável, e sistema de fechamento. Numerar cada sistema de fechamento e registrar o peso tarado.
Remover os fechamentos e com o auxílio de uma pipeta, preencher os recipientes com água até a capacidade máxima. Montar os recipientes com as selagens e aplicar os fechamentos. Se forem utilizadas tampas de rosca, aplicar o torque especificado na Tabela 1 e estocar os recipientes fechados à temperatura de (25 ± 2) ºC e umidade relativa de (50 ± 2) %. Após (168 ± 1) h (7 dias), registrar o peso dos recipientes individualmente. Retornar os recipientes ao local de estocagem durante mais (168 ± 1) h. Após decorrido o segundo período de (168 ±1) h, remover os recipientes, registrar os pesos de cada sistema de recipiente individualmente e calcular a taxa de penetração de vapor de água, em porcentagem de perda de peso de água, para cada recipiente através da fórmula:
(W7 – W14)365 x 100/(W7 – WT)7 = Porcentagem por ano
Onde, W7 é o peso em mg do recipiente aos 7 dias; W14 é o peso em mg do recipiente aos 14 dias; WT é o peso da tara em g e 7 é o tempo de teste em dias, após 7 dias de período de equilíbrio. Os recipientes assim testados cumprem os requisitos e são considerados como recipientes firmemente vedados se a porcentagem de perda de peso de água exceder 2,5 % por ano em não mais que 1 dos 10 recipientes testados e exceder a não exceder a 5,0 % por ano em nenhum deles.
Os recipientes de dose unitária para líquidos cumprem os requisitos de um recipiente firmemente vedado se o peso médio em perda de peso de água for inferior ou igual a 2,5 % (p/p) por ano (5 % ao final de 2 anos).]
Procedimento para Testes de Recipientes de Doses Múltiplas em Condições de Uso. Selecionar 10 recipientes de tipo e tamanho uniformes. Se for utilizada uma selagem interna, abrir os recipientes cuidadosamente e remover as selagens internas de cada um. Montar cada recipiente com batoque,se aplicável, e seu sistema de fechamento. Numerar cada sistema de fechamento de recipiente e registrar o peso da tara. Abrir e fechar os recipientes 30 vezes, tendo cuidado para não perder líquido durante este procedimento. Fechar os recipientes com tampa de rosca dentro do intervalo de torque apresentado na Tabela 1 e estocar os recipientes selados à temperatura de (25 ± 2) ºC e umidade relativa de (50 ± 2) %.
Após 168 ± 1 h (7 dias), registrar o peso dos recipientes individualmente. Retornar ao local de estocagem durante um período de mais (168 ± 1) h. Após o segundo período de (168 ±1) h, remover os recipientes, registrar os pesos de cada sistema de recipiente individualmente e calcular a taxa de penetração de vapor de água, em porcentagem de perda de peso de água, para cada recipiente através da fórmula:
(W7 – W14)365 x 100/(W7 – WT)7 = Porcentagem por ano]
Onde, W7 é o peso em mg do recipiente aos 7 dias; W14 é o peso em mg do recipiente aos 14 dias; WT é o peso tarado em g e 7 é o tempo de teste em dias, após 7 dias de período de equilíbrio. Os recipientes assim testados cumprem os requisitos e são considerados como recipientes firmemente vedados se a porcentagem de perda de peso de água exceder 2,5 % por ano em não mais do que 1 dos 10 recipientes testados e não exceder a 5,0 % em nenhum deles.
TESTE DE TRANSMISSÃO DE LUZ
Equipamento. Utilizar um espectrofotômetro de sensibilidade e precisão adequadas, adaptado para medir a quantidade de luz transmitida por materiais plásticos ou de vidro translúcidos ou transparentes, utilizados como recipientes farmacêuticos. Adicionalmente, o espectrofotômetro deve ser capaz de medir e registrar a luz transmitida difusa assim como raios paralelos.
Procedimento. Selecionar secções para representar a espessura média da parede do recipiente. Cortar secções circulares de duas ou mais áreas do recipiente e aparar o necessário para fornecer segmentos de tamanhos convenientes para sua inserção no espectrofotômetro. Cortar, lavar e secar cada amostra, tendo cuidado de evitar riscos na superfície. Se a amostra for muito pequena para cobrir a abertura no suporte de amostra, cobrir a porção descoberta da abertura com um papel opaco ou fita adesiva, fazendo com que o comprimento da amostra seja maior do que a abertura no espectrofotômetro.
Imediatamente antes de montar o suporte da amostra, limpar a amostra com um tecido próprio para limpar lentes. Montar a amostra com o auxílio de uma cera viscosa, ou através de outros meios convenientes, tomando o cuidado de não deixar impressões digitais ou outras marcas nas superfícies pelas quais a luz deve passar. Colocar a secção no espectrofotômetro com o seu eixo cilíndrico paralelo ao plano de abertura e aproximadamente centralizado em relação à abertura. 
Quando colocado adequadamente, o feixe de luz é normal à superfície da secção e as perdas por reflexão são mínimas.Medir continuamente a transmitância da secção com referência ao ar no comprimento de onda de interesse, com um equipamento de registro ou em intervalos de aproximadamente 20 nm com um equipamento manual, na amplitude de onda entre 290 a 450 nm.
Limite. A transmissão de luz observada não deve exceder aos limites constantes na Tabela 2 para recipientes destinados ao uso parenteral.
Tabela 2. Limites para Plástico Classes I-VI
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Qualquer recipiente com um tamanho intermediário aos listados acima apresenta uma transmissão não maior do que o próximo tamanho maior listado na tabela. Para recipientes maiores do que 50 mL, aplicam-se os limites para 50 mL. A transmissão de luz observada para recipientes plásticos para produtos destinados à administração oral ou tópica não deve exceder a 10 % em qualquer comprimento de onda no intervalo entre 290 a 450 nm.
(______) BIOCOMPATIBILIDADE
Esta seção fornece orientações sobre procedimentos de avaliação da biocompatibilidade de recipientes plásticos para medicamentos, tampas de elastômero e correlatos. A biocompatibilidade refere-se à tendência destes produtos permanecerem biologicamente inertes, quando em contato com o corpo. Em combinação com os ensaios químicos, os processos biológicos podem ser utilizados para detectar e identificar a toxicidade inerente ou adquirida de correlatos, antes ou durante sua fabricação e processamento. Os procedimentos utilizados para avaliar a biocompatibilidade de um correlato ou de seus constituintes foram classificados em um painel de efeitos biológicos ou procedimentos de toxicidade como citotoxicidade, sensibilização, irritação ou reatividade intracutânea, toxicidade sistêmica aguda, toxicidade subcrônica (toxicidade subaguda), genotoxicidade, implantação, hemocompatibilidade, toxicidade crônica (prolonga em 10% a expectativa de vida do animal teste ou para mais de 90 dias), carcinogenicidade, toxicidade reprodutiva ou de desenvolvimento e biodegradação.
A pirogenicidade, em uma área de toxicidade especial, é avaliada pelo Teste de Endotoxinas bacterianas e teste de Pirogênios. Atualmente não há capítulos que detalham sobre sensibilização, toxicidade subcrônica, genotoxicidade, toxicidade crônica, carcinogenicidade, hemotoxicidade, toxicidade reprodutiva ou requisitos de teste de biodegradação.
RECIPIENTES PLÁSTICOS E TAMPAS DE ELASTÔMEROS
Os recipientes plásticos podem ser constituídos por polímeros que, por extração, não apresentam toxicidade ou não alteram a estabilidade do produto embalado. Os requisitos de teste de biocompatibilidade de recipientes para medicamentos são apresentados em Recipientes Plásticos. O plástico ou outras porções poliméricas destes produtos são testados de acordo com os procedimentos estabelecidos em Testes de reatividade biológica in vitro (___), sendo que aqueles que não atendem aos requisitos destes testes não são adequados para um recipiente de medicamentos.
Os materiais que atendem aos requisitos in vitro qualificam-se como materiais biocompatíveis, sem a necessidade de outros testes, e podem ser utilizados na fabricação de um recipiente para medicamentos. Se for solicitada uma designação de classe (classes I-VI) para plásticos ou outros polímeros, os procedimentos adequados de teste são realizados conforme apresentado em Testes de reatividade biológica in vivo e Designação de Classe.
A biocompatibilidade de um material elastomérico é avaliada em duas fases, conforme descrito em Procedimentos de Teste Biológico em Tampas de Elastômero (__).
Ao contrário de plásticos ou outros polímeros, um material elastomérico que não atende às exigências da primeira fase de teste in vitro, pode ser considerado um material biocompatível, se for aprovado na segunda fase - in vivo, que consiste no Teste de Injeção Sistêmica e o Teste Intracutâneo.
Nenhuma distinção de classe ou tipo é realizada entre os materiais elastoméricos que atendem aos requisitos da primeira fase de teste e aqueles que cumprem o segundo estágio, qualificando-se como materiais biocompatíveis. Os materiais elastoméricos não são classificados nas classes de I-VI.
CORRELATOS

A biocompatibilidade do plástico, de outros polímeros e partes elastoméricas destes produtos é testada de acordo com os procedimentos descritos em Testes de reatividade biológica in vitro (___). Se também for necessária uma designação de classe para um plástico ou outro polímero, são realizados os procedimentos de testes adequados descritos em Testes de reatividade biológica in vivo (___).
TESTES IN VITRO, TESTES IN VIVO E DESIGNAÇÃO DE CLASSE PARA PLÁSTICOS E OUTROS

POLÍMEROS
Os requisitos de testes in vitro e in vivo são elaborados para determinar a reatividade biológica das culturas de células de mamíferos e a resposta biológica de animais aos materiais elastoméricos, plásticos e outros polímeros, quando em contato direto ou indireto com o paciente. A reatividade biológica desses materiais pode depender tanto de suas características de superfície, quanto de seus componentes químicos  extraíveis.Os procedimentos de teste podem ser realizados com o material ou um extrato do material em

teste, salvo indicação contrária.
Preparação de Extratos
Normalmente a avaliação da biocompatibilidade de um correlato inteiro não é realista e a utilização deporções representativas ou extratos de materiais selecionados pode ser uma alternativa prática para a realização dos ensaios. Quando porções ou extratos são utilizados, é importante considerar que a matériaprima pode sofrer alterações químicas durante a fabricação, o processamento e a esterilização de um correlato. Ensaios in vitro de matéria-prima podem servir como um importante processo de triagem, mas a avaliação final da biocompatibilidade do correlato deve ser realizada com partes do produto acabado e esterilizado.
As extrações podem ser realizadas em várias temperaturas (121, 70, 50 ou 37°C), em vários

intervalos de tempo (1, 24 ou 72 horas) e em meios de extração diferentes. A escolha do meio de extração para testes in vitro inclui solução de cloreto de sódio injetável (0,9% NaCl) ou meio de cultura de tecidos com ou sem soro. Quando o meio com soro é utilizado, a temperatura de extração não pode exceder 37°C. Ao escolher as condições de extração, selecionar a temperatura, o solvente e as variáveis de tempo que melhor simulem as condições de uso do produto. O desempenho dos vários testes em diversas condições pode ser utilizado para simular as variações das condições "em uso". Uma avaliação de biocompatibilidade é realizada com o produto acabado e esterilizado, embora uma seleção cuidadosa das condições de extração permita a simulação das condições de produção e teste da matéria-prima.
Quando testes in vivo são realizados, a amostra é biocompatível, se as culturas de células não apresentarem reatividade maior do que a suave (grau 2), conforme descrito nos Testes de reatividade biológica in vitro. 

Teste in vivo e designação de classe

De acordo com a definição de injeção e implantação descritos em Testes de reatividade biológica in vivo (___), plásticos e outros polímeros são classificados em classes de I a VI. Para obter designação de plásticos ou outros polímeros, os extratos da substância teste são produzidos de acordo com os procedimentos descritos em diversos meios. Para avaliar a biocompatibilidade, os extratos são inoculados sistêmica e intracutaneamente em camundongos e coelhos. De acordo com os requisitos para injeção, um plástico ou outro polímero pode ser classificado inicialmente como I, II, III ou V. Se, além do teste de injeção, for realizado o teste de implantação com o mesmo material, o plástico ou o polímero pode ser classificado como classe IV ou VI.
BIOCOMPATIBILDADE DE CORRELATOS

Além de avaliar os correlatos para esterilidade, Testes in vitro e in vivo, os correlatos são avaliados para sensibilização, toxicidade subcrônica, genotoxicidade, hemocompatibilidade, toxicidade crônica, carcinogenicidade, toxicidade reprodutiva ou de desenvolvimento e biodegradação. As orientações internacionais indicam que a extensão dos testes executados para um correlato, depende dos seguintes fatores: a semelhança e a exclusividade do produto em relação aos produtos anteriormente comercializados, como considerado no Fluxograma de Decisão; a extensão e a duração do contato entre o produto e o paciente, como descrito na Categorização de Correlatos e a composição do material do produto, como considerado nas seções Fluxograma de Decisão, Testes in vivo e Designação de Classes.

Fluxograma de Decisão

As orientações para a comparação de um correlato com produtos comercializados anteriormente são fornecidas pelo Fluxograma de Decisão de Biocompatibilidade (Figura 1).
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Fig. 1. Fluxograma de biocompatibilidade adaptado a partir do FDA Blue Book Memorandum # G95-1.

O objetivo do fluxograma é determinar se os dados disponíveis de correlatos anteriormente comercializados são suficientes para garantir a segurança do correlato em questão. Como indicado no fluxograma, a composição do material e as técnicas de fabricação de um produto são comparadas com os correlatos já comercializados, que entram em contato direto com o corpo. Além disso, o fluxograma exige uma avaliação da toxicidade de um material exclusivo que não tenha sido utilizado anteriormente em correlatos. As respostas às questões colocadas no fluxograma levam à conclusão que os dados disponíveis são suficientes ou que testes adicionais são necessários para garantir a segurança do produto. As orientações quanto à identificação dos procedimentos apropriados para testes adicionais são fornecidas na seção Matriz de Seleção de Teste.
Categorização de Correlatos

Para facilitar a identificação dos procedimentos de testes adequados, os correlatos estão divididos e subdivididos, como mostra a Tabela 1, de acordo com a natureza e a extensão do seu contato com o corpo. As principais categorias de correlatos são de superfície, comunicação extracorpórea e implantáveis. Depois, essas classificações são subcategorizadas e exemplos de correlatos pertencentes a cada uma das subcategorias são apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Classificação e Exemplos de Correlatos
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Pele Correlatos que entram em contato |Eletrodos, préteses externas, fitas
somente com a superficie intacta |de fixac&o, bandagens de
da pele compressdo e monitores de
diversos tipos
Superficie Mucosa Correlatos que se comunicam com |Lentes de contato, cateteres
membranas intactas da mucosa | urinarios, dispositivos
intravaginais e intra-intestinais
(tubos de estébmago,
sigmoidoscépios, colonoscopios,
gastroscépios), tubos
endotraqueais, broncoscépios,
préteses dentarias, dispositivos
ortodénticos e intrauterinos
Superficies Correlatos que entram em contato |Curativos, dispositivos de

Comprometidas ou
N&o-Integras

com superficies corporais
comprometidas ou ndo-integras

cicatrizagdo e bandagens
oclusivas para Ulcera, queimadura
e tecido granulado

Vaso Sanguineo,
Indireto

Comunicagéo
extracorpérea

Comunicag&o com
Tecido, Osso ou
Dentina

Circulagdo
sanguinea

Correlatos que entram em contato
com o vaso sanguineo em um
ponto e servem como canal de
entrada para o sistema vascular

Correlatos e materiais que se
comunicam com tecido, osso ou
sistema dentina/polpa

Correlatos que entram em contato
com a circulagéo sanguinea

Conjunto de administragéo de
solugdo, de transferéncia e de
administrag&o de sangue,
extensores

Laparoscopios, artroscopios,
sistemas de drenagem, cimento
odontolégico, material de
enchimento dentario e grampos
de pele

Cateteres intravasculares,
eletrodos de marca-passo
temporério, oxigenadores, tubo de
oxigenador extracorpéreo e
acessorios, dialisadores, tubo de
didlise e acessorios,
hemoadsorventes e
imunoadsorventes

Implantaveis Tecido ou Osso

Sangue

Correlatos que entram em contato
principalmente com o osso, o
tecido ou com o fluido de tecido

Correlatos em contato
principalmente com sangue

Exemplos de molde como pinos
ortopédicos, placas, juntas de
substituigdo, préteses de osso,
cimentos e dispositivos intra-
6sseos. Exemplos dos ultimos sdo
marca-passos, dispositivos de
suprimento de medicamentos,
sensores e estimuladores
neuromusculares, tendées de
substituigao, implantes mamarios,
laringes artificiais, implantes
subperiosteais e grampos de
ligagdo

Eletrodos de marca-passo, fistula
arteriovenosa artificial, valvulas
cardiacas, enxerto de vélvula,
cateteres de administragéo interna
de medicamentos e dispositivos
de assisténcia ventricular




Matriz de Seleção de Teste
A matriz fornece orientações para identificação dos procedimentos adequados para testes biológicos para as três categorias de correlatos: Testes para Dispositivos de superfície (Tabela 2), Testes para Dispositivos de Comunicação Extracorpórea (Tabela 3), e Testes para Dispositivos Implantáveis (Tabela 4).
Cada categoria de correlatos é subcategorizada e subdividida conforme a duração do contato entre o dispositivo e o corpo. A duração do contato é definida como limitada (menos de 24 horas); prolongada (24 horas a 30 dias) ou permanente (mais de 30 dias). Os efeitos biológicos que estão incluídos na matriz são:
citotoxicidade, sensibilização, irritação ou reatividade intracutânea, toxicidade sistêmica, toxicidade subcrônica, genotoxicidade, implantação, hemocompatibilidade, toxicidade crônica, carcinogenicidade, toxicidade reprodutiva ou de desenvolvimento e biodegradação.
Na matriz, cada subcategoria tem um quadro associado aos requisitos de teste e geralmente o número de testes aumenta conforme a duração do contato entre o dispositivo e o corpo é estendida e de acordo com a proximidade de contato entre o dispositivo e o sistema circulatório. Dentro das subcategorias, a opção de realizar testes adicionais deve ser considerada caso a caso. 
As situações específicas, como o uso de dispositivos implantáveis permanentes ou com comunicação extracorpórea em mulheres grávidas, devem ser consideradas pelo fabricante que decidirá quanto à inclusão do teste de reprodução ou de desenvolvimento. As orientações sobre a identificação de eventuais procedimentos adicionais para teste são fornecidas na matriz de cada subcategoria de correlatos.
GUIA PARA A SELEÇÃO DE PLÁSTICO E OUTROS POLÍMEROS
Designação de Classe para Correlato

A figura 2 orienta a escolha da designação da classe apropriada do plástico ou de outro polímero para um correlato e cada subcategoria de Dispositivos de Superfície e a figura 3 para Dispositivos de Comunicação.
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Fig 2. Reqisitos de Classe de plasticos e outros polimeros para dispositivos de superficie.”
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Fig. 3. Requisitos de Classe de plásticos e outros polímeros para dispositivos de comunicação extracorpórea. * Categorização baseada na duração do contato- limitada: menos de 24 horas; prolongada: de 24 horas a 30 dias; permanente: mais de 30 dias.† Designação de Classe de Plásticos.

O número da classe indicada aumenta conforme a duração de contato entre o dispositivo e o corpo (risco). Na categoria de Dispositivos Implantáveis, ouso exclusivo da classe VI é obrigatório. A designação de classes de plástico é baseada nas matrizes de seleção de testes ilustradas nas Tabelas 2, 3 e 4.
A atribuição de classe de um plástico ou outro polímero a uma subcategoria não se destina a

restringir o uso de categorias superiores de plásticos ou outros polímeros. Embora a designação atribuída defina a classe numérica mais baixa de plástico ou outro polímero que pode ser utilizada no correlato correspondente, o uso de uma classe de plástico numericamente maior é opcional. Quando um correlato pertencer a mais de uma categoria, o plástico ou outros polímeros devem satisfazer as exigências da classe numérica mais alta.
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Categorias de Correlatos Efeito Biologico®
Toxicidade
Duracéo Irritagdo ou | Toxicidade | Toxicidade Reprodutiva ou
do Citotox| | Sensibili | Reatividade | Sistémica | Subcrénica | Genotoxi | Implan | Hemocompa | Toxicidade | Carcinoge de
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® Legenda A:limitada (menos de 24 horas); B:prolongada (de 24 horas a 30 dias); C:permanente (mais de 30 dias).
" Legenda X:Testes de avaliacéo ISO para consideragéo; O:testes adicionais que podem ser aplicados

" Adaptado do FDA's Biue Book Memorandum #G 95-1 (Tabela 1. Testes de Avaliacdo Inicial para Consideracdo e Tabela 2 Testes de Avaliacio Complementar para Consideracio).

Tabela 3. Matriz de Selegéo de Testes para Dispositivos de Comunicagéo Extraoorpc’)rea.:

Categorias de Correlatos Efeito BiolégicoE
Toxicidade
Duracéo Irritagdo ou | Toxicidade | Toxicidade Reprodutiva ou
do Citotoxi | Sensibili | Reatividade | Sistémica | Subcrénica | Genotoxi | Implan | Hemocompa | Toxicidade | Carcinoge de
Contato com o Corpo Contato? | cidade | zagdo |Intracutdnea | (Aguda) | (Subaguda) | cidade | tac&o tibilidade Crbnica nicidade | Desenvolvimento | Biodegradagdo
Vaso A X X X X — — — X — = — —
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Toxicidade
Duragéo Irritagdo ou | Toxicidade | Toxicidade Reprodutiva ou
do Citotoxj | Sensibili | Reatividade | Sistémica | Subcrénica | Genotoxi | Implan | Hemocompa | Toxicidade | Carcinoge de
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? Legenda Alimitada (menos de 24 horas); B: prolongada (de 24 horas a 30 dias); C: permanente (mais de 30 dias).
" Legenda X: Testes de avaliagao ISO para consideragéo; O:testes adicionais que podem ser aplicados
" Adaptado do FDA's Blue Book Memorandum] #G95-1 (Tabela 1. Testes de Avaliagdo Inicial para Consideracéo e Tabela 2 Testes de Avaliagdo Complementar para

Considerac&o).

Tabela 4. Matriz de Sele¢&o de Testes para Dispositivos Implantéveis.i

Categorias de Correlatos Efeito Biolégico®
Toxicidade
Duragao Irritag@o ou | Toxicidade | Toxicidade Reprodutiva ou
do Citotoxi | Sensibili | Reatividade | Sistémica | Subcrénica | Genotoxj | Implan | Hemocompa | Toxicidade | Carcinoge de
Contato com o Corpo | Contato? | cidade | zag&o | Intracuténea | (Aguda)) | (Subaguda) | cidade | tac&o tibilidade Cronica nicidade | Desenvolvimento | Biodegradag&o
A X X X @] — — — — — — — —

Tecido B X X e} | © e} [ X X — = — — =
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Toxicidade
Duragao Irritagéo ou | Toxicidade | Toxicidade Reprodutiva ou

do Citotoxi | Sensibili | Reatividade | Sistémica | Subcrénica | Genotox| | Implan | Hemocompa | Toxicidade | Carcinoge de
Contato com o Corpo | Contato? | cidade | zag&o |Intracuténea | (Aguda)) | (Subaguda) | cidade | tag&o tibilidade Crénica nicidade | Desenvolvimento | Biodegradagéo
Dispositivos ou C X X O O O X X — X X — —
Implantaveis | Osso

A X X X X — — X X — — — —

Sangue B X X X X O X X X — — — —
C X X X X X X X X X X — —

? Legenda A: limitada (menos de 24 horas); B: prolongada (de 24 horas a 30 dias); C: permanente (mais de 30 dias).
® Legenda X: Testes de avaliagéo ISO para consideragéo; O: testes adicionais que podem ser aplicados
" Adaptado do FDA's Blue Book Memorandum #G95-1 (Tabela 1. Testes de Avaliagéo_Inicial para Consideracéo e Tabela 2. Testes de Avaliagdo Complementar para Considerag&o).

' Documento da SO 10993-1:1997 intitulado Biological Evaluation of Medical Devices—Part 1: Evaluation and Testing. [Avaliagéo Bioldgica de
Dispositivos Médicos-Parte 1: Avaliagéo e Testes].

Adaptado do FDA's Blue Book Memorandum #G95-1 (“Use of International Standard 1ISO-10993.‘Biological Evaluation of Medical Devices-Part 1:
Evaluation and Testing.”) [(“Uso das Normas Internacionais da ISO-10993.‘Avaliagéo Biolégica de Dispositivos Médicos-Parte 1: Avaliagéo e
Testes.”)]




( ) TESTES DE REATIVIDADE BIOLÓGICA IN VITRO

Os testes a seguir são elaborados para determinar a reatividade biológica de culturas de células de mamíferos, após o contato com plásticos elastoméricos e outros materiais poliméricos, que entram em contato direto ou indireto com o paciente, ou após o contato com extratos específicos elaborados a partir dos materiais em teste. É essencial que os testes sejam realizados sobre a área de superfície especificada.
Quando a superfície da amostra não puder ser determinada, utilizar 0,1 g de elastômero ou 0,2 g de plástico ou outro material, para cada mL de fluido de extração. Três ensaios são descritos: Teste de Difusão em Ágar, Teste de Contato Direto e Teste de Eluição. A decisão de qual tipo ou do número de ensaios a ser realizado para avaliar o potencial da resposta biológica de uma amostra específica ou de um extrato, depende do material, do produto final e de suas intenções de uso. Outros fatores que também podem afetar a adequação da amostra para um uso específico são:
composição polimérica; procedimentos de processamento e limpeza; meios de contato; corantes; adesivos; absorção, adsorção e permeabilidade dos conservantes e as condições de armazenamento. A avaliação de tais fatores deve ser realizada por ensaios específicos adicionais apropriados, antes de determinar que um produto produzido através de um material específico, é adequado para a sua intenção de uso.
Preparação da Cultura Celular. Em um meio essencial mínimo suplementado com soro de densidade de semeadura de cerca de 105 células por mL, preparar culturas múltiplas de células fibroblásticas L-929 (linhagem celular ATCC CCL 1, NCTC clone 929). Incubar as culturas à (37± 1)°C em um incubador umidificado, com uma atmosfera de (5 ± 1)% de dióxido de carbono, por no mínimo 24 horas, até a obtenção de uma monocamada com confluência superior a 80%. Examinar as culturas preparadas com um microscópio para assegurar um nível uniforme de monocamadas quase confluentes.
Solventes de Extração. Solução de cloreto de sódio injetável (ver monografia correspondente). Alternativamente podem ser utilizados meios livres ou suplementados com soro para cultura de células de mamíferos. A suplementação do soro é utilizada quando a extração é realizada à 37°C, por 24 horas.
Equipamentos
Autoclave. Empregar uma autoclave capaz de manter a temperatura de (121 ± 2°)C e capaz de resfriar os recipientes de ensaio em torno de 20°C.
Estufa. Utilizar preferencialmente um modelo de convecção mecânica, capaz de manter as temperaturas de operação na faixa de (50 a 70 ± 2)°C.
Incubadora. Utilizar incubadora capaz de manter a temperatura de (37 ± 1)°C e uma atmosfera úmida com (5 ± 1)% de dióxido de carbono no ar.
Recipientes de Extração. Utilizar apenas recipientes de vidro Tipo I, tais como tubo de ensaio de cultura com tampa de rosca, ou equivalente. A tampa de rosca deve ter revestimento elastomérico apropriado. A superfície exposta deste revestimento deve ser totalmente protegida com um disco sólido inerte de 50-75 μm de espessura.
Preparação dos Equipamentos. Limpar completamente toda a vidraria com solução de limpeza de ácido crômico e, se necessário, com ácido nítrico quente, seguido de enxágüe prolongado com água estéril para injetáveis. Esterilizar e secar os recipientes e equipamentos utilizados para extração, transferência ou administração do material de ensaio, através de processo adequado. Se o óxido de etileno for utilizado como agente esterilizante, permitir pelo menos 48 horas para degaseificação completa.
Procedimento
Preparação da Amostra para Extrato. Preparar conforme descrito no Procedimento de Testes de Reatividade Biológica In Vivo ( __).
Preparação de Extratos. Preparar conforme descrito no Procedimento de Testes de Reatividade Biológica In Vivo ( __), utilizando solução de cloreto de sódio injetável (0,9% NaCl) ou meio livre de soro para cultura de células de mamíferos conforme descrito em Extração de Solventes. Se a extração for feita à 37°C por 24 horas em incubadora, utilizar meios de cultura celular suplementados com soro. Em nenhum caso, as condições de extração devem causar mudanças físicas, tais como fusão ou derretimento das porções do material, exceto uma leve aderência.
TESTE DE DIFUSÃO EM ÁGAR
Este ensaio é elaborado para materiais elastoméricos em diversos modelos. A camada de ágar atua como um suporte para proteger as células de danos mecânicos, permitindo a difusão de produtos químicos lixiviáveis das amostras poliméricas. Em um pedaço de papel de filtro, são aplicados os extratos de materiais a serem testados.
Preparação da Amostra. Utilizar extratos preparados conforme descrito ou porções das amostras com superfícies planas e não inferiores a 100 mm2.
Preparação do Controle Positivo. Proceder conforme descrito em Preparação da Amostra.
Preparação do Controle Negativo. Proceder conforme descrito em Preparação da Amostra. Procedimento. Utilizar 7 mL da suspensão de células preparada conforme descrito na Preparação da Cultura Celular e preparar as camadas em placas de 60 mm de diâmetro. Depois de realizada a incubação, aspirar o meio de cultura das camadas e substituí-lo por meio suplementado com soro contendo quantidades de até 2% de ágar. A qualidade do ágar deve ser adequada para sustentar o crescimento celular. A camada de ágar deve ser suficientemente fina para permitir a difusão dos produtos químicos lixiviáveis. 

Colocar as superfícies planas da amostra, controle negativo e controle positivo, ou seus extratos, em contato com a superfície solidificada de agar, em duplicata. Não utilizar mais do que três amostras em cada placa preparada. Incubar todas as culturas à (37 ± 1)°C, por pelo menos 24 horas, em incubadora apropriada. Examinar visualmente ou com um microscópio cada cultura ao redor da amostra, controle negativo e controle positivo, utilizando coloração adequada, se necessário.
Interpretação de Resultados. A reatividade biológica, ou seja, má-formação e degeneração celular, é descrita e classificada em uma escala de 0 a 4 (vide Tabela 1). Medir as respostas das culturas celulares da amostra, controle negativo e controle positivo. O sistema de ensaio de cultura de células é adequado se as respostas observadas forem classificadas como 0 (sem reatividade) para o controle negativo e no mínimo 3 (moderada) para o controle positivo. A amostra atende aos requisitos do teste se a resposta não for superior à classificação 2 (suavemente reativa). Repetir o procedimento, se a adequação do sistema não for confirmada.
Tabela 1. Classificação da Reatividade para Teste de Difusão em Ágar e Teste de Contato Direto
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Nenhuma zona detectavel ao redor ou sob a amostra.
Algumas células mal formadas ou degeneradas sob a amostra.
Zona limitada a érea sob a amostra.

Zona estende-se de 0,5 a 1,0 cm além da amostra.

Zona estende-se mais que 1,0 cm além da amostra.




TESTE DE CONTATO DIRETO

Este ensaio é definido para materiais em diversos formatos. O procedimento permite extrações simultâneas e teste de produtos químicos lixiviáveis da amostra em um meio suplementado com soro. O procedimento não é apropriado para materiais com densidade muito alta ou muito baixa, pois pode causar danos mecânicos às células.
Preparação da Amostra. Utilizar porção da amostra com superfície plana não inferior a 100 mm2.
Preparação do Controle Positivo. Proceder conforme descrito em Preparação da Amostra.
Preparação do Controle Negativo. Proceder conforme descrito em Preparação da Amostra.
Procedimento. Utilizar 2 mL da suspensão de células preparada conforme descrito em Preparação da Cultura Celular, preparar as camadas em placas de 35 mm de diâmetro. Após a incubação, aspirar o meio das culturas e substituí-lo por 0,8 mL de meio de cultura fresco. Colocar uma única amostra, controle negativo e controle positivo em cada uma das duplicatas do meio de cultura. Incubar todas as culturas à (37 ± 1)°C, por pelo menos 24 horas, em incubadora apropriada. Examinar visualmente ou com um microscópio cada cultura ao redor da amostra, controle negativo e controle positivo, utilizando coloração adequada, se necessário.
Interpretação de Resultados. Proceder conforme a interpretação de resultados do Teste de Difusão em Ágar. A amostra atende aos requisitos do teste, se a resposta da amostra não for superior à classificação 2 (suavemente reativa). Repetir o procedimento, se a adequação do sistema não for confirmada.
TESTE DE ELUIÇÃO

Este ensaio é definido para a avaliação de extratos de materiais poliméricos. O procedimento permite a extração de amostras por intervalos de tempo variados e em temperaturas fisiológicas e não-fisiológicas. É apropriado para materiais de alta densidade e avaliações de dose-resposta.
Preparação da Amostra. Preparar conforme descrito em Preparação de Extratos, utilizando solução de cloreto de sódio injetável (0,9% NaCl) ou meio livre de soro para cultura de células de mamíferos conforme Solventes de Extração. Se o tamanho da amostra não puder ser prontamente medido, pode ser utilizada uma massa de no mínimo 0,1 g de material elastomérico ou 0,2 g de plástico ou material polimérico, por mL de meio de extração. Alternativamente, para simular condições mais próximas às fisiológicas, utilizar para a extração, um meio de cultura de células de mamíferos, suplementado com soro.
Preparar os extratos através do aquecimento à (37 ± 1) oC por 24 horas, em uma incubadora apropriada.
Temperaturas superiores podem causar a desnaturação das proteínas do soro.
Preparação do Controle Positivo. Proceder conforme descrito em Preparação da Amostra.
Preparação do Controle Negativo. Proceder conforme descrito em Preparação da Amostra.
Procedimento. Utilizar 2 mL da suspensão de células preparada conforme descrito na Preparação da Cultura Celular, preparar as monocamadas em placas de 35 mm de diâmetro. Após a incubação, aspirar o meio das camadas e substituí-lo com extrato da amostra, do controle negativo e do controle positivo. Os extratos dos meios suplementados ou não com soro são testados em duplicata, sem diluição (100%). O extrato da solução de cloreto de sódio injetável é diluído com células do meio de cultura suplementado com soro e testado, em duplicata, a uma concentração de 25%. Incubar todas as culturas à (37 ± 1) C por 48 horas, em uma incubadora apropriada. Examinar com um microscópio cada cultura após 48 horas, utilizando coloração adequada, se necessário.
Interpretação de Resultados. Proceder conforme interpretação de resultados do Teste de Difusão em Ágar, porém utilizando a Tabela 2. A amostra atende aos requisitos do teste, se a resposta da amostra não for superior à classificação 2 (suavemente reativa). Repetir o procedimento se a adequação do sistema não for confirmada. Para avaliações de dose-resposta, repetir o procedimento, utilizando diluições quantitativas do extrato da amostra.
Tabela 2. Classificação da Reatividade para Teste de Eluição
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Gréanulos intracitoplasmaticos descontinuos; sem lise celular.

Até 20% das células s&o redondas, vagamente unidas, sem gréanulos
intracitoplasmaticos; células lisadas estdo ocasionalmente presentes.

Até 50% das células s&o redondas e desprovidas de gréanulos
citoplasméticos; sem lise celular extensiva e éreas vazias entre as células.

Até 70% das camadas contém células arredondadas ou lisadas.
Destruic&o quase integral das camadas de células.




(___) TESTES DE REATIVIDADE BIOLÓGICA IN VIVO
Os testes a seguir são elaborados para determinar a resposta biológica de animais a materiais elastoméricos, plásticos e outros materiais poliméricos, que entram em contato direto ou indireto com o paciente, ou a resposta à inoculação de extratos específicos elaborados a partir dos materiais em teste. É essencial disponibilizar a área de superfície específica para extração. Quando a área de superfície da amostra não puder ser determinada, utilizar 0,1 g de elastômero ou 0,2 g de plástico ou outro material, para cada mL de fluido de extração.
Três ensaios são descritos para classificar plásticos e outros polímeros, que são aplicáveis a materiais e correlatos, baseando-se em ensaios de reatividade biológica in vivo. Teste de Injeção Sistêmica e Teste Intracutâneo são utilizados para materiais elastoméricos, especialmente para materiais em que o Teste de Reatividade Biológica In Vitro (__) adequado indicou reatividade biológica significativa. O Teste de Implante verifica a adequação para plásticos e outros polímeros, utilizados na fabricação de recipientes e acessórios, em preparações parenterais, em correlatos, implantes e outros sistemas.
Neste capítulo se aplicam as seguintes definições: amostra é o material em teste ou o extrato preparado a partir de um determinado material. O branco consiste na mesma quantidade do meio que é utilizado para a extração da amostra, sendo tratado da mesma forma que o meio que contém a amostra analisada. O controle negativo é uma amostra que não apresenta nenhuma reação nas condições do ensaio.
Classificação de Plásticos. Seis classes de plástico são definidas (ver Tabela 1), baseadas nas respostas para uma série de ensaios in vivo no qual os extratos, materiais e vias de administração são especificados. Estes testes estão diretamente relacionados com a utilização final dos artigos de plástico. Nas preparações em que os plásticos estão susceptíveis a entrar em contato com os veículos, a escolha da solução de extração é representativa. A classificação da Tabela 1 resume os testes a serem realizados em recipientes para injetáveis e em dispositivos médicos, caso haja necessidade de classificação.
Tabela 1. Classificação de Plásticos
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Plastico® Testes a Serem Realizados
LIV VI Material de Teste Animal Dose Procedimento®
X [x |x X |x |x |Extrato de Amostra em Solugéo de Camundongo 50 ml/kg A (V)

Cloreto de Sdédio injetavel

XXX Ix X Coelho 0,2 mL/ animal em|B
cada um dos 10
sitios

X |X |x |x |x |[Extrato de Amostra de Solugéo de Camundongo |50 mlL/kg A (V)
Alcool 1:20 em Solugéo de Cloreto de
Saédio injetavel
X X X XX Coelho 0,2 ml/animal em|B
cada um dos 10
sitios
X X |x |Extrato de Amostra em Polietilenoglicol Camundongo (10 g/kg A (IP)
400
X |X Coelho 0,2 mL/ animal em|B
cada um dos 10
sitios
X |x |x |x |Extrato de Amostra em Oleo Vegetal |Camundongo |50 mL/kg A (IP)
X |x |x Coelho 0,2 mL/ animal em|B
cada um dos 10
1 sitios
X X |Tiras de Implante de Amostra Coelho 4 tiras/animal C

? Testes exigidos para cada classe indicada com um “x”

na coluna apropriada

3 Legenda: A (IP) Teste de Inje¢&o Sistémica (intraperitoneal); A (V) Teste de Injecéo Sistémica (intravenosa);
B Teste Intracuténeo (intracutanea); C Teste de Implantagdo (implantagéo intramuscular).




Com exceção do Teste de Implante, os procedimentos são baseados na utilização de extratos que, em função da resistência térmica do material, são preparados em uma das três temperaturas padrão: (50, 70 e 121)°C. Por esta razão, a designação da classe de um plástico deve ser acompanhada por uma indicação da temperatura de extração (por exemplo, IV-121°C, que representa a classe IV de um plástico extraído a 121°C, ou I-50°C, que representa a classe I de um plástico extraído a 50°C. Os plásticos podem ser classificados nas classes de I-VI com base nos critérios de resposta previstos na Tabela 1.
Esta classificação não se aplica aos plásticos que são destinados a serem utilizados como recipientes para produtos tópicos ou orais, ou que possam ser utilizados como parte integrante de uma formulação de medicamento. A Tabela 1 não se aplica aos elastômeros naturais, que são testados somente através de solução de cloreto de sódio injetável e de óleos vegetais.
O Teste de Injeção Sistêmica e o Teste Intracutâneo são elaborados para determinar, respectivamente, as respostas biológicas sistêmica e local em animais expostos aos plásticos e outros polímeros, pela inoculação de dose única de extratos específicos da amostra. O Teste de Implante é elaborado para avaliar a reação do tecido vivo ao plástico e outros polímeros, através da implantação da própria amostra no tecido animal. A preparação adequada e a colocação das amostras em condições de assepsia são importantes na realização do Teste de Implante.

Estes testes são elaborados para aplicação em materiais nas condições em que são utilizados. Se, antes de sua utilização final, o material deve ser exposto a qualquer processo de limpeza ou de esterilização, os testes devem ser realizados em uma amostra submetida a tais processos.
Meios de Extração.
Solução de cloreto de sódio injetável. Ver monografia correspondente.
Solução de Álcool 1:20 em solução de cloreto de sódio injetável.
Polietilenoglicol 400. Ver monografia correspondente.
Óleo vegetal. Utilizar óleo de gergelim, óleo de semente de algodão ou outros óleos vegetais apropriados (ver monografia). Se possível, obter óleos recém-refinados. Utilizar três animais devidamente preparados e inocular intracutaneamente em cada animal uma dose de 0,2 mL de óleo, em cada um dos 10 sítios, e observar os animais por 24, 48 e 72 horas após a inoculação. Classificar as observações de cada local, conforme a escala numérica indicada na Tabela 2. 
Em qualquer momento de observação, a resposta média nos 3 coelhos (30 sítios de inoculação) não deve ser superior a 0,5 para eritema, deve ser inferior a 1,0 para o edema, e em nenhum dos locais pode ocorrer uma reação tecidual maior que 10 mm de diâmetro total. O resíduo de óleo no local da inoculação não deve ser interpretado como edema. Quando pressionado suavemente, o edema tecidual fica esbranquiçado.
Água para injetáveis. Ver monografia correspondente.
Tabela 2. Avaliação das Reações da Pele

[image: image29.jpg]Eritema e Formagéo de Escaras Pontuacgéo

Sem eritema 0
Eritema suave (muito pouco perceptivel) 1
Eritema bem definido 2
Eritema moderado a grave 3
Eritema grave (vermelho beterraba) a leve formagéo de escara (ferimentos profundos) |4
Formagéao de Edema Pontuacéo
Sem edema 0
Edema muito suave (muito pouco perceptivel) 1
Edema suave (bordas com &rea bem definida pelo aumento preciso) 2
Edema moderado (aproximadamente com 1 mm de saliéncia) 3
Edema grave (com mais de 1 mm de saliéncia e além da area de exposicdo) 4

" Exclui o edema nao-inflamatério (mecénico) a partir do branco ou do fluido de extrag&o.




Equipamentos
Autoclave. Empregar uma autoclave capaz de manter a temperatura de (121 ± 2)°C e capaz de resfriar os recipientes de ensaio em torno de 20°C.
Estufa. Utilizar preferencialmente um modelo de convecção mecânica, capaz de manter as

temperaturas de operação na faixa de (50 a 70 ± 2)°C.
Recipientes de Extração. Utilizar apenas recipientes de vidro Tipo I, tais como tubo de ensaio de cultura com tampa de rosca, ou equivalente. A tampa de rosca deve ter revestimento elastomérico apropriado. A superfície exposta deste revestimento deve ser totalmente protegida com um disco sólido inerte de (50-75)μm de espessura.
Preparação dos Equipamentos. Limpar completamente toda a vidraria com solução de limpeza de ácido crômico e, se necessário, com ácido nítrico quente, seguido de enxágüe prolongado com água. Antes de utilizar na subdivisão da amostra, limpar os equipamentos cortantes através de um método adequado, como limpezas sucessivas com acetona e cloreto de metileno. Limpar todos os outros equipamentos através de uma lavagem completa com detergente adequado e enxágüe prolongado com água. Esterilizar e secar os recipientes e equipamentos utilizados para extração, transferência ou administração do material de ensaio, através de processo adequado. Se o óxido de etileno for utilizado como agente esterilizante, permitir tempo adequado para a degaseificação completa.
Procedimento.
Preparação da amostra. O Teste de Injeção Sistêmica e o Teste Intracutâneo podem ser realizados com o mesmo extrato ou com extratos distintos. Selecionar e subdividir em partes a amostra do tamanho indicado na Tabela 3. Remover o material particulado de cada amostra subdividida ou do controle negativo, colocando a amostra em uma proveta graduada de 100 mL, de vidro de tipo I, limpa e com tampa, e adicionar cerca de 70 mL de água para injetáveis. Agitar por cerca de 30 segundos e drenar a água, repetir essa etapa e secar as peças preparadas para a extração com óleo em uma estufa até 50°C. Não limpar a amostra com pano seco ou molhado ou lavar e enxaguar com solvente orgânico, tensoativo, etc.
Tabela 3. Área de Superfície da Amostra a ser Utilizada1
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Forma do Material Espessura de Meio de Extragéo Subdividida Em
Filme ou lamina <0,5 mm Equivalente a 120 cm® da area total de|Tiras com cerca de
superficie (ambos lados combinados) 5x0,3cm
0,5a1mm Equivalente a 60 cm® da area total de
superficie (ambos lados combinados)
Tubo <0,5 mm|Comprimento (em cm) = 120 cm?/ |Partes com cerca de
(parede) (somatéria das circunferéncias de diametro|5 x 0,3 cm
interno e externo)
05 a 1 mm/Comprimento (em cm) = 60 om?/
(parede) (somatéria das circunferéncias de diametro

interno e externo)

Tiras, tubo e itens >1mm
moldados

Equivalente a 60 cm? da drea total de
superficie (todas as superficies expostas
combinadas)

Pedagos com até 5
x (0,3 cm

Elastémeros >1 mm

Equivalente a 25 cm? da drea total de
superficie (todas as superficies expostas
combinadas)

Sem subdivisao?

' Quando a area de superficie nao puder ser determinada devido a configuragao da amostra, utilizar 0,1 g
de elastémero ou 0,2 g de pléstico ou outro polimero, para cada 1 mL de fluido de extragéo.

2 Fechamentos elastoméricos moldados s&o testados intactos.




Preparação de extratos. Colocar uma amostra devidamente preparada para ser testada em um recipiente de extração e adicionar 20 mL do meio adequado. Repetir essas instruções para cada meio de extração necessário para o teste. Preparar também um branco de 20 mL de cada meio para injeções paralelas e comparações. Extrair por aquecimento, em uma autoclave a 121°C, por 60 minutos, e no caso de um forno a 70°C, por 24 horas, ou a 50°C, por 72 horas. 
Permitir tempo suficiente para que o líquido do recipiente atinja a temperatura de extração. Em nenhum momento as condições de extração devem causar alterações físicas, tais como fusão ou derretimento das partes de amostra, para não resultar em uma diminuição da superfície disponível. Uma leve aderência das partes pode ser tolerada. Adicionar sempre individualmente as partes limpas ao meio de extração. 
Se os tubos de cultura são utilizados para extração de óleo vegetal com autoclave, selar adequadamente as tampas de rosca com fita adesiva sensível à pressão.Resfriar até a temperatura ambiente, porém não inferior a 20°C, agitar vigorosamente por vários minutos e imediatamente decantar cada extrato de forma asséptica, em um recipiente estéril e seco. Armazenar os extratos a uma temperatura entre 20°C e 30°C e não utilizar para testes após 24 horas.
TESTE DE INJEÇÃO SISTÊMICA
Este teste é elaborado para avaliar as respostas sistêmicas aos extratos de materiais testados através de inoculação em camundongos.
Animal de teste. Utilizar camundongos albinos saudáveis, não utilizados anteriormente, pesando entre 17 e 23 g. Para cada grupo de teste, utilizar apenas os camundongos da mesma origem. Água e alimentos de composição conhecida, comumente utilizados em animais de laboratório são permitidos à vontade.
Procedimento. Antes de retirar a dose de inoculação, agitar vigorosamente cada extrato para assegurar a distribuição uniforme da matéria extraída. As partículas visíveis não devem ser administradas por via intravenosa. Em um grupo de teste, inocular em cada um dos cinco camundongos a amostra ou o branco, conforme descrito na Tabela 4, diluindo cada g do extrato da amostra preparada com polietilenoglicol 400 e o branco correspondente, com 4,1 volumes de solução de cloreto de sódio injetável, para obter uma solução com uma concentração de cerca de 200 mg de polietilenoglicol por mL.
Tabela 4. Procedimento para Inoculação - Teste de Injeção Sistêmica
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de|Velocidade de Inoculagdo, pL

Extrato ou Branco kg Administragéo: por segundo
Solugéo de cloreto de sédio injetavel 50 mL IV 100
Solugéo de alcool 1:20 em solugéo de cloreto
de sédio injetavel 50 mL W% 100
Polietilenoglicol 400 109 IP —
Veiculo de medicamentos (quando aplicavel) |50 mL IV 100

50 mL P —
Oleo vegetal 50mL |IP -

"IV = intravenosa (amostra aquosa e branco); IP = intraperitoneal (amostra oleosa e branco).




Observar os animais nos seguintes tempos: imediatamente após a inoculação, após 4 horas e, no mínimo após 24, 48 e 72 horas. Se durante o período de observação, nenhum dos animais tratados com o extrato da amostra apresentar uma reatividade biológica significativamente maior que os tratados com o branco, a amostra satisfaz os requisitos deste teste. Se dois ou mais camundongos morrerem ou apresentarem um comportamento anormal, como convulsões ou prostração, ou se ocorrer perda de peso corporal superior a 2 g em três ou mais camundongos, a amostra não atende aos requisitos do teste. 
Se algum animal tratado com a amostra mostrar somente leves sinais de reatividade  biológica, e se apenas um animal apresentar sintomas graves de reatividade biológica ou morrer, repetir o teste utilizando grupos de 10 camundongos. No teste de repetição, durante o período de observação, todos os 10 animais tratados com a amostra não devem apresentar nenhuma reatividade biológica significativa a mais do que os tratados com o branco.
TESTE INTRACUTÂNEO

Este teste foi elaborado para avaliar as respostas locais para os extratos dos materiais testados, após inoculação intracutânea nos coelhos.
Animal de teste. Selecionar coelhos albinos saudáveis, cujo pêlo permita ser preso rente à pele, sendo esta, fina e livre de irritação ou trauma. Ao lidar com os animais durante os períodos de observação, evitar tocar os locais de inoculação, exceto para diferenciar um edema e um resíduo de óleo. Os coelhos anteriormente utilizados em testes independentes, como o teste de pirogênio (V.5.1.2), e que repousaram o período previsto, podem ser utilizados para este teste, desde que tenham pele limpa, sem manchas.
Procedimento. Antes de retirar a dose de inoculação, agitar vigorosamente cada extrato para assegurar a distribuição uniforme da matéria extraída. No dia do teste, prender cuidadosamente o pêlo das costas do animal, em ambos os lados da coluna vertebral, em cima de uma área de teste suficientemente grande. Evitar a irritação e o trauma. Remover o pêlo solto por meio de vácuo. Se necessário, antes da inoculação, limpar levemente a pele com álcool diluído e secar. Mais do que um extrato de um determinado material pode ser utilizado por coelho, se for determinado que os resultados não serão afetados. Para cada amostra, utilizar dois animais e inocular via intracutânea, utilizando um lado do animal para a amostra e o outro para o branco, conforme descrito na Tabela 5. Diluir cada g do extrato da amostra preparada com polietilenoglicol 400, e o branco correspondente com 7,4 volumes de solução de cloreto de sódio injetável para obter uma solução com concentração de cerca de 120 mg de polietilenoglicol por mL. 
Tabela 5. Teste Intracutâneo
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Amostra 5 200
Branco 5 200




Examinar os sítios de inoculação para evidenciar qualquer reação tecidual, tais como eritema, edema e necrose. Se necessário, limpar levemente a pele com álcool diluído para facilitar a leitura dos locais de inoculação. Observar todos os animais 24, 48 e 72 h após a inoculação. Classificar as observações em uma escala numérica para o extrato da amostra e para o branco, utilizando a Tabela 2. Se necessário, prender novamente o pêlo durante o período de observação. A média de pontuação de eritema e edema para os locais da amostra e do branco são determinadas para cada coelho e a cada intervalo de pontuação após 24, 48 e 72 horas de inoculação. 
Depois da pontuação referente a 72 horas, todas as pontuações de eritema, mais as de edema são totalizadas separadamente para cada amostra e branco. Dividir cada total por 12 (2 animais × 3 períodos de pontuação × 2 categorias de pontuação) para determinar a média total para cada amostra versus cada branco correspondente. Os requisitos do teste são cumpridos se a diferença entre a pontuação média da amostra e do branco for inferior ou igual a 1,0. Se em qualquer período de observação, a média para a reação da amostra é questionável por ser maior do que a média para a reação do branco, repetir o teste utilizando três coelhos adicionais. Os requisitos do teste são cumpridos se a diferença entre a pontuação média da amostra e do branco for igual ou inferior a 1,0.
TESTE DE IMPLANTE

O teste de implante é elaborado para avaliação de materiais plásticos e outros polímeros quando  entram em contato direto com tecido vivo. A preparação adequada das tiras de implante e a sua implantação devem ser realizadas sob condições de assepsia. Preparar para implantação 8 tiras da amostra e 4 tiras de padrão . Cada tira deve medir no mínimo 10 × 1 mm. As bordas das tiras devem ser o mais suave possível, para evitar traumas mecânicos adicionais na implantação. 
As tiras de tamanho mínimo especificado são implantadas por meio de uma agulha hipodérmica (calibre 15 a 19) com ponta intravenosa e um trocarte estéril. Utilizar uma ou outra agulha pré-esterilizada em que as tiras estéreis de plástico são

inseridas assepticamente, ou inserir cada tira limpa em uma agulha cuja cânula e o orifício central são protegidos com uma tampa adequada e, em seguida, submetidos ao procedimento de esterilização apropriado.
Animal de teste. Selecionar coelhos adultos saudáveis com peso mínimo de 2,5 kg, e que possuam músculos paravertebrais suficientemente grandes para permitir a implantação das tiras em teste. Não utilizar nenhum tecido muscular além daquele situado na área paravertebral. Os animais devem ser anestesiados com um agente anestésico comumente utilizado para um grau de profundidade suficiente para impedir movimentos musculares, como espasmos.
Procedimento. Realizar o teste em uma área limpa. No dia do teste ou até 20 horas antes do ensaio, prender o pêlo dos animais em ambos os lados da coluna vertebral. Remover os pêlos soltos por meio de vácuo. Antes da inoculação, limpar levemente a pele com álcool diluído e secá-la. Implantar quatro tiras da amostra nos músculos paravertebrais, distantes cerca de 2,5 cm uma da outra, em um lado da coluna de cada um dos dois coelhos, de 2,5 a 5 cm da linha mediana e paralela à coluna vertebral. 
De forma semelhante, implantar duas tiras padrão no músculo oposto de cada animal. Inserir um cateter estéril na agulha para segurar a tira de implante no tecido com a retirada da agulha. Após a implantação de uma tira, se ocorrer um sangramento excessivo, colocar um outro pedaço em duplicata em outro local. Manter os animais por um período mínimo de 120 horas, e sacrificá-los no final do período de observação com uma overdose de um agente anestésico ou de outros agentes adequados. Permitir transcorrer um tempo suficiente para cortar o tecido, sem sangramento. Examinar macroscopicamente a área do tecido ao redor da parte central de cada tira de implante. Utilizar uma lente de aumento e uma fonte de luz auxiliar.
Observar se há hemorragias, necroses, descolorações e infecções nos locais de implante da amostra e do controle e registrar as observações. Se houver encapsulamento, medir e registrar a largura da cápsula, arredondando para o 0,1 mm mais próximo, a partir da periferia do espaço ocupado pelo implante do controle ou da amostra até a periferia da cápsula. Pontuar o encapsulamento, conforme a Tabela 6.
Tabela 6. Avaliação de Encapsulamento no Teste de Implante
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Nenhuma 0
até 0,5 mm 1
0,6-1,0 mm 2
1,1-2,0 mm 3

Superiora 2,0 mm |4




Calcular as diferenças entre a média de pontuação para os sítios de amostra e de controle. Os requisitos do teste são cumpridos se a diferença não for superior a 1,0, ou se a diferença para mais que um dos quatro locais de implante, não exceder a 1 em qualquer um dos animais.
CAPÍTULO - PADRÕES DE REFERÊNCIA DA FARMACOPÉIA BRASILEIRA

De acordo com definição da OMS, padrões de referência farmacopeicos (PRef) são produtos de uniformidade reconhecida, destinados ao uso em ensaios onde uma ou mais de suas propriedades será(ão) comparada(s) com a substância em exame. Possuem um grau de pureza adequado ao uso ao qual se destinam.
O PRef é estabelecido e distribuído por autoridades farmacopeicas, cujo valor atribuído a uma ou mais de suas propriedades é aceito sem necessitar comparação com outro padrão, destinado ao uso em ensaios específicos descritos nas monografias farmacopeicas. Incluem substâncias químicas de referência, produtos biológicos, extratos e pós vegetais, radiofármacos, entre outros. Alguns termos relacionados são:
Substância Química de Referência Farmacopeica

É estabelecida e distribuída por autoridades farmacopeicas, que são amplamente reconhecidas como tendo grau de pureza apropriado, dentro de um contexto específico e cujo valor, quando utilizado como referência analítica, é aceito sem requerer comparação com outra substância química.
Substância química de referência da Farmacopéia Brasileira

É estabelecida e distribuída pela Farmacopeia Brasileira, seguindo os princípios da OMS, e

oficializada pela Anvisa, sendo o seu uso obrigatório em todo território nacional. Na ausência de uma SQRFB é permitido o uso de SQR estabelecida por outras farmacopéias reconhecidas, conforme legislação vigente.
Substância Química de Trabalho

É estabelecida por comparação com uma SQR Farmacopeica, através de ensaios farmacopeicos ou devidamente validados, e registrados pelo próprio laboratório que irá utilizá-la. Nesta situação, deverão ser mantidos os registros analíticos e um frasco de SQR Farmacopeica, para controle periódico. A padronização da SQR de trabalho não pode ser terceirizada.

Substância Química Caracterizada

SQR qualificada no local de uso, na inexistência de uma SQR Farmacopeica. Essa SQR deve ser caracterizada através de ensaios adequados e os valores obtidos devem ser devidamente documentados.
ASPECTOS GERAIS DAS SUBSTÂNCIAS QUÍMICAS DE REFERÊNCIA DA FARMACOPÉIA

BRASILEIRA (SQR–FB)

As Substâncias Químicas de Referência da Farmacopéia Brasileira (SQR–FB) são padrões de referencia farmacopeicos, cuja produção está sob a coordenação do Comitê Técnico Temático de Material de Referência (CTT – MR) da Farmacopéia Brasileira, em consonância com as diretrizes da Comissão da Farmacopéia Brasileira.
As SQR-FB são estabelecidas e monitoradas de acordo com os princípios da OMS, com a colaboração de laboratórios públicos e privados, através de estudos interlaboratoriais que utilizam um protocolo analítico previamente desenvolvido e validado, originando um produto de elevada qualidade, cujo valor atribuído a uma ou mais de suas propriedades físicas e/ou químicas não necessita comparação com outra SQR.
Métodos analíticos utilizam, freqüentemente, equipamentos sofisticados para facilitar a precisão e rapidez do procedimento utilizado, baseando-se em medidas relativas, que necessitam de padrões de referência para obtenção dos resultados.
As SQR-FB são desenvolvidas para auxiliar na execução de ensaios descritos nas monografias da FB. Seu grau de pureza pode variar de acordo com o ensaio ao qual se destina. O valor declarado é específico para o ensaio descrito na FB. As SQR-FB devem ser armazenadas e manipuladas adequadamente a fim de se obter resultados confiáveis quando utilizados. Devem ser armazenados nos frascos originais, fechados e em condições de temperatura e umidade de acordo com as especificações constantes no rótulo e/ou certificado de análise.
As quantidades fornecidas em cada frasco de SQR-FB são adequadas para um determinado número de análises, a fim de evitar problemas com a exposição excessiva do material. Contudo, as quantidades e o valor dos mesmos visam estimular o uso direto de SQR-FB, sem a necessidade do estabelecimento de padrões derivados.
Quando indicada a secagem do material antes do uso, este procedimento nunca será realizado em sua embalagem original, mas sim transferindo parte do material para outro recipiente. Após o uso, o material dessecado não deve ser retornado ao frasco original, evitando possíveis contaminações. A validade de determinado lote deve ser acompanhada pelo usuário através do sítio da Farmacopéia Brasileira na internet, que informará o lote vigente, a retirada de lotes em uso e a disponibilidade de novos lotes. Neste sítio constam também as informações para a aquisição dos padrões de referência farmacopeicos.
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