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AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA
DIRETORIA COLEGIADA
RESOLUCAO - RDC N° 59, DE 3 DE FEVEREIRO DE 2016

Aprova o Primeiro Suplemento da Farmacopeia Brasileira, 5* edi¢do, e d4 outras providéncias.

A Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, no uso da atribui¢do que lhe
conferem os incisos Il e IV, do art. 15, da Lei n® 9.782, de 26 de janeiro de 1999, inciso V e §§ 1°
e 3° do art. 58 do Regimento Interno aprovado nos termos do Anexo I da Resolucdo da Diretoria
Colegiada - RDC n° 29, de 21 de julho de 2015, tendo em vista o disposto nos incisos III, do art. 2°,
[T e IV, do art. 7° da Lei n® 9.782 de 1999, e o programa de Melhoria do Processo de Regulamen-
tacdo da Agéncia, instituido por Portaria n® 422, de 16 de abril de 2008, em reunido realizada em
28 de janeiro de 2016, adota a seguinte Resolucdo de Diretoria Colegiada e eu, Diretor-Presidente,
determino sua publicagao:

Art. 1° Fica aprovado o Primeiro Suplemento da Farmacopeia Brasileira, 5* edigdo.

Art. 2° Os insumos farmacéuticos, os medicamentos e outros produtos sujeitos a vigilancia sanita-
ria devem atender as normas e especificagoes estabelecidas na Farmacopeia Brasileira.

Paragrafo unico. Na auséncia de monografia oficial de matéria-prima, formas farmacéuticas, cor-
relatos e métodos gerais na Farmacopeia Brasileira, 5* edi¢do, e seu suplemento, para o controle
de insumos e produtos farmacéuticos podera ser adotada monografia oficial, em sua ultima edicao,
de compéndios internacionais, na forma disposta na Resolucdo da Diretoria Colegiada - RDC n°
37, de 6 de julho de 2009.

Art. 3° A Anvisa disponibilizara o suplemento gratuitamente em seu enderego eletronico.

Art. 4° Ficam internalizadas as Resolu¢cdes GMC n° 24/14 “Farmacopeia MERCOSUL: método
geral para a determinagdo de rotacdo oOptica”, GMC n°® 25/14 “Farmacopeia MERCOSUL: con-
ceitos de miscibilidade e solubilidade”, GMC n° 26/14 “Farmacopeia MERCOSUL: método geral
para a determinacao de residuo por incineracgao (cinzas sulfatadas)”, GMC n° 12/15 “Farmacopeia
MERCOSUL: Faixa ou temperatura de fusdo”, GMC n° 13/15 “Farmacopeia MERCOSUL: Perda
por dessecacdo” e GMC n° 15/15 “Farmacopeia MERCOSUL: Determinagdo de agua”.

Art. 5° Os métodos gerais: 5.2.2; 5.2.8; 5.2.9; 5.2.10; 5.2.17.4; 5.2.20 e o conceito de solubilidade
apresentado no capitulo 4 - Generalidades da Farmacopeia Brasileira, 5* edi¢do, passam a vigorar

com a redacdo constante no Primeiro Suplemento da Farmacopeia Brasileira, 5* edi¢ao.

Art. 6° Esta Resolugdo entrard em vigor cento e oitenta (180) dias apos a sua publicacao.

JARBAS BARBOSA DA SILVA JUNIOR
Diretor-Presidente
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AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA
DIRETORIA COLEGIADA
RESOLUCAO - RDC N° 101, DE 12 DE AGOSTO DE 2016

Dispde sobre a inclusdo da monografia de heparina sodica suina no 1° Suplemento da 5* edicdo da Farmacopeia
Brasileira.

A Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, no uso da atribui¢do que lhe conferem o art. 15,
III e IV aliado ao art. 7°, 111, e IV, da Lei n°® 9.782, de 26 de janeiro de 1999, ¢ ao art. 53, 'V, §§ 1° ¢ 3° do Regimento
Interno aprovado nos termos do Anexo I da Resolugéo da Diretoria Colegiada - RDC n° 61, de 3 de fevereiro de 2016,
resolve adotar a seguinte Resolucéo da Diretoria Colegiada, conforme deliberado em reunido realizada em 14 de junho
de 2016, e eu, Diretor-Presidente, determino a sua publicag@o.

Art. 1° Fica aprovada a inclusdo da monografia de heparina sodica suina no 1° Suplemento da Farmacopeia Brasileira,
5% edigdo.

Art. 2° Os insumos farmacéuticos, os medicamentos e outros produtos sujeitos a vigilancia sanitaria devem atender as
normas e especificagdes estabelecidas na Farmacopeia Brasileira.

Paragrafo unico. Na auséncia de monografia oficial de matéria-prima, formas farmacéuticas, correlatos e métodos
gerais na Farmacopeia Brasileira, 5* edi¢do, e seus suplementos, para o controle de insumos e produtos farmacéuticos
podera ser adotada monografia oficial, em sua ultima edi¢do, de compéndios internacionais, na forma disposta na
Resolugdo da Diretoria Colegiada - RDC n° 37, de 6 de julho de 2009.

Art. 3° Fica revogada a monografia da heparina sddica da Farmacopeia Brasileira, 5% edigao.

Art. 4° Esta Resolug@o entrara em vigor 180 (cento e oitenta) dias apds a sua publicacdo.

JARBAS BARBOSA DA SILVA JUNIOR



Farmacopeia Brasileira, 52 edicdo - Primeiro Suplemento 5

SUMARIO

FARMACOPEIA BRASILEIRA ...ttt et e e e e e et e e e eaaa e e e e anaaaeennnes 9
5.2.2 FAIXA OU TEMPERATURA DE FUSAO .....cocevuniiiiriniiiniierieineiesesesesiesese e 17
5.2.8 DETERMINACAO DE ROTACAO OPTICA ... 19
5.2.9 PERDA POR DESSECACAOQ .....ceouuimriiiiierieiineiecieeie et 21
5.2.10 DETERMINAGCAO DE RES{DUO POR INCINERAGCAO

(CINZAS SULFATADAS) .ttt sttt sttt sttt ettt et sat e bt et enaeens 22
5.2.17.4 CROMATOGRAFIA A LIQUIDO DE ALTA EFICIENCIA ........cc.cooovveveeeeeeeeeeen. 22
5.2.20 DETERMINACAO DE AGUA ..ottt eve e eenee e 28
5.5.3.6 METODOS MICROBIOLOGICOS ALTERNATIVOS ......ccoovrummrirrimrrinereeeeseeeeesennns 33
1 INTRODUGCAQ ..ueeevrreeercresessssesesesssssssssesssssssssesssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssasss 33
2 TIPOS DE TESTES ..cuuooiiiiinuininsuinsnisesssesssnssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssss 34
3 PRINCIPAILS METODOS ......oeoveverresressessessesssssesssssssssssessessessessssssssssssssssssssessessessessessessssans 34
3.1 Métodos baseados NO CIESCIMENLO ......eeueeruriiriieiiieiieeie ettt et e st e et e st e st et eebeeseeesaeeas 34
3.1.1 ASPECLOS GETAIS ..euvvieeeiieeiiieeiieeeiteeeitteesteeesseeessseeessseeesseeasssaesssseesssseesssaeensseeessseeesseennseens 34
3.1.2 Métodos EICtrOqUIMICOS ......ccecuviieiiiieeiiieeiie et eeiee et et e e e e stveeetaeesrae e e veeesaseeesaseeennneas 34
3.1.3 BIOIUMINESCENCIA «..euvveniiiiiiiiiiieiieeiteste ettt ettt ettt ettt st be et sbe b setesaeenne 34
3.1.4 Deteccao da producao ou CONSUMO A€ ZAS ..c.veeruvieiiriiieiieeiieiie et eieeeeeeiee e seeeeaee e 34
3.1.5 Emprego de substratos CIOMOZENICOS ........eevieriieriieiieeiieeieeieesiaeeteeseeeseeseeeeseesaeesnseensnes 34
3.2 Métodos baseados na medida direta da viabilidade ..........c.ccooeeiieniiiiniiiniiiie 35
3.2.1 ASPECLOS ZEIALS ..veeuvieerieriieririeteesiteeteesteeereesteeesseesseeeseesseeasseeseessseeseessseesseessseeseesssesnseensns 35
3.2.2 Citometria de fase SOIAA ......c..eoiuiiiiiiiiiiiii e 35
3.2.3 Citometria de fIUXO .oo..eeeuiiiiiiiiiee et 35
3.2.4 EpifluoreSCENCIA AITETA .....vvieeeviieeiiieeeiie ettt ettt ettt e e et e e s taeesaraeesnaeeesasaeeenseeennsees 35
3.3 M¢étodos baseados na analise de componentes celulares ...........cceeeveeeeieercieeecieeccie e, 35
3.3.1 ASPECLOS ZEIALS ..eeeuvieiieeuiieieeeiiesite et e stte et estteeateestteeate e teeeabeeseesnbeebeesaseenseesnseenseesnseenneennnas 35
3.3.2 FENOIPICO 1erntieiieeiieeiie ettt ettt ettt ettt e et et eeabe et eeab e e stesnbeeaseesabeenseesnseeseesaseenseennnas 36
3.3.2.1 IMUNOLOZICOS ..eevvieniiieiiieeiie ettt ettt et ettt et e e bt e teeesbe e aeesnbeeseesasaenseesnseenseesnseenseannnas 36
3.3.2.3 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier ...........cccoocvevvieniiennnennne. 36

3.3.2.4 ESPectrometria d€ MASSA .......cceeeuieruieriieriieeieeniieeteesieeereesseeeseesseeesseesssesseessseesseesseesnsens 36



6 Farmacopeia Brasileira, 52 edi¢do - Primeiro Suplemento

3.3.2.5 Ensaios bioquimicos baseados em reagoes fisiolOgICas .......cceevvvveeeiieeeriieeniieeeiee e 37
3.3.3 GENOLIPICO «.evieutieeieeeite ettt ettt ettt et ettt et e b e et e e s st e eab e e e see et e e sateeabeessteenbeesnbeenbeasnneenseas 37
3.3.3.1 Amplificacdo de 4cidOS NUCIEICOS .....c.eeeuieriieiiiiiiieiie ettt 37
3.3.3.2 IMPIeSSOES IZITALS ..eeuvierieeiieiiieeieeiie et esite et estteeteesiteebeessteeseesaseenseassseenseesnseenseesnneenseas 37
4.1 ASPECLOS ZRIALS ..eevvieurieeiiieiieeieetieateeteeeeteeteassseeseessseesseassseenseesssaenseessseensaessseanseessseenseessseenns 37
4.2 PATAIMIEGLIOS .. .eeutieeiiieiieeite ettt ettt ettt ettt sa e et e e bt e bt e sat e e bt e s st e et e e sa b e e bt e esbeebeesabeebeenae 38
4.2.1 ESPECIICIAAAE .....veeeiieiiieiiicieecie ettt ettt et e e b e et esabeebeeesbeensaeenseenseans 38
4.2.2 LimMIte d€ dETECCAD ..ouvviiiieiiiiiee et ettt e ettt e e et e e e e e tba e e e e aabeeeeearaeeeeannseeeeenraeeeaannns 39
4.2.3 Limite de qUANtIICACAO .....vveevvieeeiiieeiiieeiieeeiteeeiee e e iteeete e e steeesteeeseaeeesaeeennaeesnsaeesnseeennseens 39
T 2 3 - 1o TSSO 39
A B (T3 1 1o TSPt 39
4.2.6 LINEATIAAAE .....oecuviiieiiieieiie ettt ettt e et e et e e et e e staeesaaaeeessee e ssaeessseeesseeesseeesseeanes 39
A2 7T INERIVALO .ttt ettt a et ettt b bt et sb bt saeen 40
4.2 .8 RODUSEEZ ...ttt ettt b ettt sb ettt s h ettt s bt bt e atesbe bt e b e saeen 40
ACETATO DE CALCIO - CalCii BCELAS .....vuvvvevrvvarerneeeriereeiseeissesesessseessssessessssessessssesesesssnes 41
ACIDO FOSFORICO - Acidum phoSPROTICUI ............vveveeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 42
AGAR-AGAR = AGAT ...t 43
AZATIOPRINA COMPRIMIDOS ...ttt ettt et e seeas 44
BENZOATO DE BENZILA - Benzylis DENZOAS .......c.ceeevuvieiiiieeiiieeiieeeieeeeieeesieeesveeeeneesnvee e 45
CEFTAZIDIMA PENTAIDRATADA - Ceftazidimum pentahydricum ...........cccceevevveevieeeeiveeennee. 46
CEFTAZIDIMA PO PARA SOLUCAO INJETAVEL .......c.ooiviiiiiieieeeeeeeeeeseeeeeee e 48
CITALOPRAM COMPRIMIDOS .......oooiiieiieiesiesit ettt sttt saeesae s esaenaenneens 52
CLOROIDROXIDO DE ALUMINIO - Aluminium hydroxydatum chloratum ........................... 53
COLA DE FIBRINA - Fibrini gIUtINUIM ......cc..ooiiiiiiiiieiieeieeie e 54
COMPLEXO PROTROMBINICO HUMANO TOTAL LIOFILIZADO - Prothrombinum

Multiplex Total Humanum CryOdeSICCATUS ........cccuieeiiiieeiiiieeiieeeiieeeieeesreeesreeesaeeeseveeeseseeessseeanns 56
DALTEPARINA SODICA - Dalteparinum NatriCum .................ooveeeeerervereerensenseeeeresreenesseesesseenen. 58
DIFOSFATO DE CLOROQUINA - Cloroquini diphosphas ..........c.cccceriiinieniiienieiieeiieeieeene 60
DIGOXINA - DIOXINUIN ......eeiiieiiieiieeitesieettesteetteseteesteessseesseesssesseessseesseessseenseessseesseesssessseenns 61
DIGOXINA SOLUCAO ORAL ..ottt ettt ev et es e v s st es e en e 62

ENOXAPARINA SODICA - Enoxaparinum NAtriCUm ................o.oveueeeeveruereeeeseereeeeseseeseesesneneenes 63



Farmacopeia Brasileira, 52 edicdo - Primeiro Suplemento 7

ERGOCALCIFEROL - ErgocalCiferolum ............coocuiiiiiiiieiieieeiee et 64
ESTEARATO DE ZINCO - ZINCT STEATAS ...uvevvevienieeiieniieieeitenttesteeitesieeniesieesseessesssesseensesssesseensens 66
GLICONATO DE ZINCO - ZiNCi SIUCONAS ....ccveerurieiieiieeieeniieeieeniieeteenseeeveesseesseensaessseesseessnes 67
HEPARINA CALCICA SOLUCAO INJETAVEL .......ooovuioieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s, 69
HEPARINA DE BAIXO PESO MOLECULAR - Heparinum massae molecularis minoris ........ 70
HEPARINA DE BAIXO PESO MOLECULAR SOLUCAO INJETAVEL ........cocooovvvvernnnnne. 74
HEPARINA SODICA SOLUCAO INJETAVEL .....c.oovimiiiiieeeeeeeeeee e 76
HEPARINA SODICA SUINA ...ttt 78
INSULINA - INSULINUIN ...oviiiiiicciieectee ettt e e st eeetaeessaae e ssaeesssaeessseeensseeensseeennnas 85
INSULINA HUMANA ...ttt ettt ettt e st e eaeeaeessaesessaesseesseessesseensesseenseensesssensennsenns 91
INSULINA HUMANA INJETAVEL ....cooeotumiiiiiisiieeiieeise et 93
INSULINA HUMANA ISOFANA SUSPENSAO ......coovviiiiiierieineieeeneiesiesinesiesiesise oo 94
INSULINA HUMANA ISOFANA SUSPENSAO E INSULINA HUMANA INJETAVEL ........ 94
INSULINA HUMANA ZINCO SUSPENSAOQ .....oooimiiieeieeieeeeeeeeeeeeeee e 96
INSULINA HUMANA ZINCO SUSPENSAO ESTENDIDA .......cocooveiivieeeeeeeeeeeeeeeeneeeneeas 97
INSULINA INJETAVEL ..ot seas e 97
INSULINA LISPRO ...ttt ettt ettt ettt et ettt eneesteenteentesseenseeneenseens 99
METILCELULOSE - MethylcelluloSUm .........cooouviiiiiieeiieecie et 101
NADROPARINA CALCICA - Nadroparinum CalCiCumm ...........c.o..eeeeeeueeeeeeeereeeeereeeeeeeeeeeeae 102
SALICILATO DE METILA - Methylis Salicylas ........ccccocuerirviiniiniiiiniininccecceeeseceeeee 104
SOLUCAO DE ALBUMINA HUMANA - Albumini Humani Solutio ............ccccoevevevevevevevnnnn. 105

SORO REAGENTE DE TIPAGEM SANGUINEA ANTI-A PARA USO HUMANO
IMMUNOSEIUIM AAVETSUS A ..o ee e e e e e e e e e et eeeeeeeeeeeae e aaaeeeeeeeeeaanaaaeeeeeeeeeennnns 108

SORO REAGENTE DE TIPAGEM SANGUINEA ANTI-A,B PARA USO HUMANO
Immunoserum adversus A B ..o 109

SORO REAGENTE DE TIPAGEM SANGUINEA ANTI-B PARA USO HUMANO
IMMUNOSETUIM AAVETSUS B ..ottt e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeeeeeneeanee 110

SORO REAGENTE DE TIPAGEM SANGUINEA ANTI-RH (ANTI-D, ANTI-C, ANTI-E,

ANTI-c, ANTI-e E ANTI-CW) PARA USO HUMANO - Immunoserum adversus Rh ............. 110
SULFAMETOXAZOL E TRIMETOPRIMA SUSPENSAO ORAL........cccocoiiiiieiieeeeann. 112
SULFATO DE POTASSIO - Kalli SUIfAS «....ccouueererieneieereseeiseeiseeseeiseeisessssesssesssessses s 114

SULFATO DE SALBUTAMOL COMPRIMIDOS .......cccociiiiiiiiiiiinienieieneeeceeeeee e 115



8  Farmacopeia Brasileira, 52 edigdo - Primeiro Suplemento

SULFATO DE SODIO DECAIDRATADO - Natrii SUIfas .............ccoccourvrurreereeeereesersensesnenens 117
TIAMAZOL - ThiamazZoIUI ......cccovviiiiiiiiiee et eeete e ee e e et eeeeeraeeeeeaneeens 118
TINZAPARINA SODICA - Tinzaparinum NAtriCum ................c.oveeveeurveeeereeeeseseseseeneeesesesenens 119
TRETINOINA = TECHMOMUITL «.v. et e e e et e eeeeeeeeeeeseeeeeseseeseeens 120

VACINA ADSORVIDA DIFTERIA, TETANO, PERTUSSIS E HAEMOPHILUS
INFLUENZAE B (CONJUGADA) - Vaccinum diphtheriae, tetani, pertussis adsorbatum et
haemophili Strpe b CONJUZATUIN .......veiiiiiiiiie et e e e e e et e e esaeeeenns 121

VACINA ADSORVIDA DIFTERIA, TETANO, PERTUSSIS, HEPATITE B
(RECOMBINANTE) E HAEMOPHILUS INFLUENZAE B (CONJUGADA)

- Vaccinum diphtheriae, tetani, pertussis, hepatitidis B adsorbatum et haemophili stirpe

D COMJUZATUIT ...veieiiiieeiiie ettt ettt eie e e st e e stteeesstee e saeeesaeeessseeassseessssaeassaeesssseessseeessseeensseeensseenns 123

VACINA HAEMOPHILUS INFLUENZAE b (CONJUGADA)
Vaccinum haemophili Stirpe b CONJUZATUIM ........eeeeiiiiiiiiieciieeeiee et 125

VACINA HEPATITE B (RECOMBINANTE)
Vaccinum hepatitidis B ADN recoOmMbINatum .........c.coocvieriieiiieniieiieeiieeie et see e seneeaeens 130

VACINA MENINGOCOCICA ACWY (POLISSACARIDICA)
Vaccinum meningococcale polysaccharidicum ...........cccoociieiiiiiieiieniiieieceee e 131

VACINA MENINGOCOCICA C (CONJUGADA) - Vaccinum meningococcale
ClasSIS C CONJUZATUITL ...eeouviiiiiieeeiieeeiieeeteeeeteeeseteeeseaeeeabeeesaeesssseeasssaasssseesssasesssaeessseeessseesssseennes 138

VARFARINA s6dica COMPRIMIDOS .......ooiiiiiiiiiiiiniienieeeteieetese ettt 140



Farmacopeia Brasileira, 52 edicdo - Primeiro Suplemento

9

FARMACOPEIA BRASILEIRA

PRESIDENTES DAS EDICOES ANTERIORES DA FARMACOPEIA BRASILEIRA

RODOLPHO ALBINO DIAS DA SILVA 1* edigdo
LUIZ SALGADO LIMA FILHO 2* edigdo
FERNANDO AYRES CUNHA 3% edigdo

JOAO GILVAN ROCHA 4 edicdo — Parte I
CELSO FIGUEIREDO BITTENCOURT 4* edigdo — Parte II
GERSON ANTONIO PIANETTI 5% edicdo

CONSELHO DELIBERATIVO DA FARMACOPEIA BRASILEIRA — CDFB

PRESIDENTE
NORBERTO RECH

VICE-PRESIDENTE
GERSON ANTONIO PIANETTI

MEMBROS
ADRIANO ANTUNES DE SOUZA ARAUJO
Universidade Federal de Sergipe — UFS

ANTONIO CESAR SILVA MALLET
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria- Anvisa

BRUNO GONCALVES ARAUJO RIOS
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa

CLEVIA FERREIRA DUARTE GARROTE
Universidade Federal de Goias — UFG

EDUARDO CHAVES LEAL
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude — INCQS / FIOCRUZ

ELAINE BORTOLETI DE ARAUJO
Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares — [PEN

ELFRIDES EVA SCHERMAN SCHAPOVAL
Universidade Federal do Rio Grande do Sul — UFRGS

ERICO MARLON DE MORAES FLORES
Universidade Federal de Santa Maria — UFSM

GERSON ANTONIO PIANETTI
Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG

JOSE CARLOS TAVARES CARVALHO
Universidade Federal do Amapa — UNIFAP

JOSE LUIS MIRANDA MALDONADO



10 Farmacopeia Brasileira, 52 edicao - Primeiro Suplemento
G

Conselho Federal de Farmacia — CFF

JOSE MIGUEL DO NASCIMENTO JUNIOR
Ministério da Saude — MS

LAIS SANTANA DANTAS
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa

LAURO DOMINGOS MORETTO
Confederagdo Nacional da Industria — CNI

LEANDRO MACHADO ROCHA
Universidade Federal Fluminense — UFF

MIRACY MUNIZ DE ALBUQUERQUE
Universidade Federal de Pernambuco — UFPE

MONICA DA LUZ CARVALHO SOARES
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - Anvisa

NORBERTO RECH
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - Anvisa

ONESIMO AZARA PEREIRA
Confederagao Nacional da Industria — CNI

THIAGO DE MELLO MORAES
Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacao — MCTI

VLADI OLGA CONSIGLIERI
Universidade de Sao Paulo — USP

COORDENACAO DA FARMACOPEIA
AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA — Anvisa

VARLEY DIAS SOUSA — Coordenador

Especialistas em Regulagao e Vigilancia Sanitéria
ELIZABETE REGINA VIANA FREITAS
FERNANDA SMIDT LARA RESENDE
RIVIANE MATOS GONCALVES
SILVANIA VAZ DE MELO MATTOS

Técnica em Regulacao e Vigilancia Sanitéria
RAQUEL PEREIRA GUIMARAES



Farmacopeia Brasileira, 52 edicdo - Primeiro Suplemento 11

COMITES TECNICOS TEMATICOS DA COMISSAO
DA FARMACOPEIA BRASILEIRA — CTT

APOIO A POLITICA NACIONAL DE PLANTAS
MEDICINAIS E FITOTERAPICOS

JOSE CARLOS TAVARES CARVALHO - Coordenador
Universidade Federal do Amapa — UNIFAP

ANA CECILIA BEZERRA CARVALHO

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa

ANA CLAUDIA FERNANDES AMARAL
Fundag¢ao Oswaldo Cruz - FIOCRUZ

ANA MARIA SOARES PEREIRA Universidade de
Ribeirdo Preto - UNAERP

BERTA MARIA HEINZMANN
Universidade Federal de Santa Maria — UFSM

CLARISSA GIESEL HELDWEIN
Ministério da Saude — MS

ELFRIEDE MARIANNE BACCHI
Universidade de Sdo Paulo — USP

EMIDIO VASCONCELOS LEITAO DA CUNHA
Universidade Estadual de Campina Grande — UECG

LUIZ ANTONIO BATISTA DA COSTA

Centro de Exceléncia em Satude Integral do Parana —
CESIP

NILTON LUZ NETTO JUNIOR

Secretaria de Estado de Saude do Distrito Federal —
SES/DF

CORRELATOS

TEREZINHA DE JESUS ANDREOLI PINTO -
Coordenadora

Universidade de Sdo Paulo — USP

ADRIANA BUGNO
Instituto Adolfo Lutz — TAL

ALBA VALERIA DOS SANTOS
Hospira

DENISE FERREIRA LEITE
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa

DHALIA GUTEMBERG
Céamara Brasileira de Diagnostico Laboratorial - CBDL

IRENE SATIKO KIKUCHI
Universidade de Sdo Paulo — USP

LEANDRO SILVA MOURA

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa

MICHELE FEITOZA SILVA

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude -
INCQS / FIOCRUZ

DENOMINACOES COMUNS BRASILEIRAS

CARLOS CEZAR FLORES VIDOTTI - Coordenador

Faculdades Integradas da Unido Educacional do Planalto
Central - FACIPLAC

ONESIMO AZARA PEREIRA

Associacdo Brasileira da Industria Farmoquimica e de
Insumos Farmacéuticos — ABIQUIFI

PATRICIA KOTT TOMAZETT
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa

REUS COUTINHO FARIAS

Associacdo da Industria Farmacéutica de Pesquisa -
Interfarma

RICARDO CHIAPPA
Ministério da Saude — MS

ROBERTO PARISE FILHO
Universidade de Sdo Paulo — USP

ROSANA MIGUEL MESSIAS MASTELLARO

Sindicato da Industria de Produtos Farmacéuticos no
Estado de Sao Paulo — Sindusfarma

SILVANIA VAZ DE MELO MATTOS

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa

EQUIVALENCIA FARMACEUTICA E
BIOEQUIVALENCIA

SILVIA STORPIRTIS - Coordenadora
Universidade de Sdo Paulo — USP



12  Farmacopeia Brasileira, 52 edicdo - Primeiro Suplemento

CHANG CHIANN
Universidade de Sdo Paulo — USP

GUSTAVO MENDES LIMA SANTOS
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - Anvisa

ISABELA DA COSTA CESAR
Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG

JACQUELINE DE SOUZA
Universidade Federal de Ouro Preto — UFOP

LEONARDO DE SOUZA TEIXEIRA
Instituto de Ciéncias Farmacéuticas — ICF

SOLANGE MARIA COUTINHO BRANDAO

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satude
- INCQS / FIOCRUZ

TERESA CRISTINA TAVARES DALLA COSTA
Universidade Federal do Rio Grande do Sul — UFRGS

ESPECIALIDADES FARMACEUTICAS

ELFRIDES EVA SCHERMAN SCHAPOVAL -
Coordenadora

Universidade Federal do Rio Grande do Sul — UFRGS

ANIL KUMAR SINGH
Universidade de Sdo Paulo — USP

CLESIO SOLDATELI PAIM
Universidade Federal do Pampa — Unipampa

HERIDA REGINA NUNES SALGADO
Universidade Estadual Paulista — UNESP

JAIR CALIXTO

Sindicato da Industria de Produtos Farmacéuticos no
Estado de Sdo Paulo — Sindusfarma

MARCOS VINICIUS SENDA

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa

MAXIMILIANO SILVA SANGOI

Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ
NADIA MARIA VOLPATO

Universidade Federal do Rio Grande do Sul — UFRGS

EXCIPIENTES E ADJUVANTES
PEDRO JOSE ROLIM NETO - Coordenador
Universidade Federal de Pernambuco — UFPE

ADLEY ANTONINI NEVES DE LIMA
Universidade Federal do Rio Grande do Norte — UFRN

CARLOS ROBERTO DOS SANTOS

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa

ERICO MARLON DE MORAES FLORES
Universidade Federal de Santa Maria — UFSM

FABIANA CREMASCHI PALMA

Associacao Brasileira dos Distribuidores e Importadores
de Insumos Farmacéuticos — ABRIFAR

GABRIELA GONCALVES DA SILVA
Ministério da Defesa

ROSALI MARIA FERREIRA DA SILVA
Universidade Federal do Para — UFPA

FARMACOGNOSIA

AMELIA TERESINHA HENRIQUES - Coordenadora
Universidade Federal do Rio Grande do Sul — UFRGS

ANNY MARGALI TRENTINI

Associagdo Brasileira das Empresas do Setor Fitoterapico
— ABIFISA

ALBERTO CAVALHEIRO
Universidade Estadual Paulista — UNESP

CAMILA MIRANDA MOURA
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA

CID AIMBIRE DE MORAES SANTOS
Universidade Federal do Parand — UFPR

LILTIAN AULER MENTZ
Universidade Federal do Rio Grande do Sul — UFRGS

LUIZ ALBERTO LIRA SOARES
Universidade Federal de Pernambuco — UFPE

TATIANE PEREIRA DE SOUZA
Universidade Federal do Amazonas — UFAM



Farmacopeia Brasileira, 52 edi¢do - Primeiro Suplemento 13

GASES MEDICINAIS

CRISTIANE RODRIGUES AUGUSTO — Coordenadora
Instituto Nacional de Qualidade e

Tecnologia — INMETRO

Metrologia,

DESIREE MICHELS CORTEZ
Air Liquide Brasil

JOAO PAULO SILVERIO PERFEITO
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa

JULIANA ZAMPIERI GIANNINI
Air Products

EDUARDO LUIS TESTA DAS NEVES
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa

SALVIO FILGUEIRAS
Universidade Anhanguera

HEMOCOMPONENTES E HEMODERIVADOS

JULIO CESAR CARESTIATO - Coordenador
Universidade Federal Fluminense - UFF

BETTINA MONIKA RUPPELT
Universidade Federal do Paranid — UFPR

ELIZABETH ANGELICA LEME MARTINS

Instituto Butantan

JOAO BATISTA DA SILVA JUNIOR
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa

LYDIA MARCIA DE MELO FRANCA
Ministério da Saude

MARISA COELHO ADATI

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude -
INCQS / FIOCRUZ

NEEMIAS SILVA DE ANDRADE
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa

SEVERINO BORBA DE ANDRADE

Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco
— HEMOPE

HOMEOPATIA

LEANDRO MACHADO ROCHA - Coordenador
Universidade Federal Fluminense — UFF

BIANCA OLIVEIRA LOUCHARD
Universidade Federal do Ceara — UFC

CARLA HOLANDINO QUARESMA
Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ

EZEQUIEL PAULO VIRIATO

Farmacia e Laboratorio Homeopatico Almeida Prado
Ltda

FRANCISCO JOSE DE FREITAS

Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro —
UNIRIO

KELIA XAVIER RESENDE VASCONCELOS
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa

MARCELO CAMILO MORERA
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa

RINALDO FERREIRA

Associagdo dos Farmacéuticos
Farmécias do Brasil - AFPFB

Proprietarios de

INSUMOS FARMACEUTICOS ATIVOS

MIRACY MUNIZ
Coordenadora

Universidade Federal de Pernambuco — UFPE

DE ALBUQUERQUE -

ADRIANO ANTUNES DE SOUZA DE ARAUJO
Universidade Federal de Sergipe — UFS

LUCIA DE FATIMA FRANCELINO DA SILVA

Laboratério Central de Saude Publica de Pernambuco —
LACEN/PE

TATJANA BOTOVCHENCO SOBESTIANSKY

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa

RICARDO NEVES MARRETO
Universidade Federal de Goias — UFG

SAID GONCALVES DA CRUZ FONSECA
Universidade Federal do Ceara — UFC



14 Farmacopeia Brasileira, 52 edicdo - Primeiro Suplemento

GISELE DE LOURDES NIEVA
Libbs Farmacéutica Ltda

TERCIO PASCHKE OPPE
Universidade Federal do Rio Grande do Sul — UFRGS

MICROBIOLOGIA

CLEVIA FERREIRA DUARTE GARROTE -
Coordenadora

Universidade Federal de Goias — UFG

ALINE SIQUEIRA FERREIRA
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA

ANA CRISTINA REGIS DE BARROS CORREIA
Universidade Federal de Pernambuco — UFPE

CLAUDIO KIYOSHI HIRAI
Biolab Sanus Farmacéutica Ltda

IEDA MARIA SAPATEIRO TORRES
Universidade Federal de Goias — UFG

MARTIN STEPPE
Universidade Federal do Rio Grande do Sul — UFRGS

ROSEMARIE APARECIDA DE ARAUJO BONATTO
Merck

SILESIA DE SOUZA AMORIM
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa

NORMATIZACAO DE TEXTOS E IDENTIDADE
VISUAL

ANTONIO BASILIO PEREIRA — Coordenador
Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG

FERNANDO HENRIQUE ANDRADE NOGUEIRA
Universidade Federal do Rio Grande do Norte — UFRN

GERSON ANTONIO PIANETTI
Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG

GISELE RODRIGUES DA SILVA
Universidade Federal de Sdo Jodo del-Rei — UFSJ

LAIS SANTANA DANTAS

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa

PAULA CRISTINA REZENDE ENEAS
Fundagdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ

PRODUTOS BIOLOGICOS E DE BIOTECNOLOGIA

EDUARDO CHAVES LEAL - Coordenador

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude -
INCQS / FIOCRUZ

BERNARDO LUIZ MORAES MOREIRA

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa

HISAKO GONDO HIGASHI
Instituto de Tecnologia do Parana — TECPAR

LILIA RIBEIRO SERODIO
Fundagdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ

MARCO ANTONIO STEPHANO
Universidade de Sao Paulo — USP

ORLANDO SILVA
Merck

PAULO ANTONIO DE SOUZA MOURAO
Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ

POLYANA DE ARAUJO ASSIS
Ministério da Saude

PRODUTOS MAGISTRAIS E OFICINAIS

VLADI OLGA CONSIGLIERI - Coordenadora
Universidade de Sio Paulo — USP

ELISABETE PEREIRA DOS SANTOS
Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ

GUILHERME DINIZ TAVARES
Universidade Federal de Juiz de Fora — UFJF

JOSE ANTONIO DE OLIVEIRA BATISTUZZO
Faculdades Oswaldo Cruz

IVAN DA GAMA TEIXEIRA

Associacdo Nacional de Farmacéuticos Magistrais —
ANFARMAG



Farmacopeia Brasileira, 52 edicdo - Primeiro Suplemento 15

PATRICIA HAUSCHILDT DE OLIVEIRA MENDES

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa

ROBERTO PONTAROLO
Universidade Federal do Paranid — UFPR

RADIOFARMACOS

ELAINE BORTOLETI DE ARAUIJO - Coordenadora
Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares — IPEN

ANA MARIA SILVEIRA BRAGHIROLLI
Instituto de Engenharia Nuclear - [EN-CNEN

CRISTINA MARIA MORIGUCHI JECKEL

Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul
- PUCRS

JULIANA DE CASTRO ZORATTO
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa

MARYCEL ROSA FELISA FIGOLS DE BARBOSA
Hospital Albert Einstein

NEUZA TAEKO OKASAKI FUKUMORI

Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares — IPEN

SIMONE ODILIA
Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG

SORAYA MARIA ZANDIM MACIEL DIAS
FERREIRA

Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear —
CDTN

SUBSTANCIAS QUIMICAS DE REFERENCIA

PEDRO EDUARDO FROEHLICH - Coordenador
Universidade Federal do Rio Grande do Sul — UFRGS

ELIZABETE REGINA VIANA FREITAS
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa

JULIANO SMANIOTO BARIN
Universidade Federal de Santa Maria — UFSM

MARIA ALICE BOCKELMANN
Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda

MARIA DO CARMO VASQUEZ GARCIA

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude -
INCQS / FIOCRUZ

VALERIA PEREIRA DE SOUSA
Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ

GRUPOS DE TRABALHO
METODOS MICROBIOLOGICOS FLAVIA MORAIS FLAVIO
AL"!"ERNATIVOS Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa
CLEVIA FERREIRA DUARTE GARROTE -
Coordenadora IEDA MARIA SAPATEIRO TORRES

Universidade Federal de Goias — UFG

ADRIANA BUGNO
Instituto Adolfo Lutz

ALBA VALERIA SANTOS
Hospira

ANDRE LUIZ JOCHEN
Associacdo Brasileira dos Produtores de Solugdes
Parenterais — ABRASP

CLAUDIO KIYOSHI HIRAI
Biolab Sanus Farmacéutica Ltda

DENISE FERREIRA LEITE
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa

Universidade Federal de Goias — UFG

KATIA ANDREA DOMINGOS DE MORAIS
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa

LIANA TIEKO EVANGELISTA KUSANO
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa
RONALDO LUCIO PONCIANO GOMES
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa

SILESIA DE SOUZA AMORIM
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa

TEREZINHA DE JESUS ANDREOLI
Universidade de Sao Paulo



16  Farmacopeia Brasileira, 52 edicao - Primeiro Suplemento

COLABORADORES DO PRIMEIRO SUPLEMENTO

ANDRE AUGUSTO GOMES FARACO LEONARDO FABIO COSTA FILHO
Universidade Federal de Minas Gerais —- UFMG Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa
NATALIA CARVALHO GUIMARAES
HAREM OLIVEIRA ROCHA Universidade de Brasilia— UnB
Unieuro
SANDRO AUGUSTO MOREIRA

Laboratorio Farmacéutico HypermarcaS



Farmacopeia Brasileira, 52 edicdo - Primeiro Suplemento 17

/——
MERCOSUL

CAPITULO 4 - GENERALIDADES

Miscibilidade

O termo miscivel ¢ empregado para descrever um
liquido ou gés que produza uma mistura homogénea ao
ser misturado em qualquer propor¢do com o solvente
indicado no mesmo estado fisico.

Solubilidade

A solubilidade indicada ndo deve ser considerada
estritamente como constante fisica, mas como
complemento dos demais ensaios, podendo ter um valor
definitivo no caso de que a substincia ndo apresenta a
solubilidade minima exigida, principalmente quando o
solvente ¢ a agua.

As indicagdes sobre a solubilidade a qual se faz
referéncia sdo realizadas a temperatura de 25 + 5°C.

A expressdo partes se refere ao niimero de mililitros de
solvente por grama de solido a ser dissolvido.

As solubilidades aproximadas estabelecidas nas
monografias sdo designadas em termos descritivos,
cujos significados estdo relacionados na tabela a seguir:

Tabela 1: Termos descritivos de solubilidade e seus
significados.

Volumes aproximados de
solvente em mililitros por
grama de substancia

Termo descritivo

Muito soluvel Menos de 1 parte

De 1 a 10 partes

De 10 a 30 partes

De 30 a 100 partes
De 100 a 1000 partes

De 1000 a 10000 partes

Facilmente soluvel
Solavel
Moderadamente soluvel
Pouco soluavel

Muito pouco soluvel

Praticamente insoluvel ou

. , Mais de 10000 partes
insoluvel

5.2.2 FAIXA OU
TEMPERATURA DE FUSAO

A Temperatura ou Ponto de fusdo de uma substancia ¢
definida como a temperatura na qual esta se encontra
completamente fundida. E uma propriedade intrinseca
das substancias, que ¢ utilizada, junto a outros ensaios,
para a confirmagdo da identidade das mesmas, assim
como indicador de pureza. No caso de substancias que
fundem com decomposicdo, a temperatura ou ponto de
fusdo sera a temperatura na qual se inicia a fusdo.

Faixa de fusdo de uma substancia ¢ definida como a faixa
compreendida entre a temperatura na qual a substancia
comegca a se fluidificar ou formar gotas nas paredes do
tubo capilar e a temperatura na qual a substancia esta
completamente fundida.

Uma transi¢do da fusdo pode ser instantdnea para um
material altamente puro, mas geralmente se observa
um intervalo desde o comego até o final do processo.
Existem diferentes fatores que influenciam nesta
transi¢do ¢ devem ser padronizados quando se descreve
o procedimento. Estes fatores incluem: quantidade da
amostra, tamanho das particulas, eficiéncia na difusdo
do calor e a velocidade do aquecimento, entre outros.

Para os fins farmacopeicos, o ponto de fusdo ou faixa
de fusdo ¢ informado como a temperatura na qual se
observa a primeira fase liquida e a temperatura na qual
ndo ha mais fase solida aparente, exceto para aquelas
substancias que se fundem com decomposi¢do ou se
especifique de outra maneira na monografia individual.

Método 1

Para amostras que sao facilmente reduzidas a po.

Aparato 1

Consiste de um recipiente de vidro (C) para um banho
de liquido transparente, um dispositivo misturador (D),
um termémetro (A) e uma fonte de calor adequados (ver
Figura 1). De acordo com a temperatura de trabalho
requerida, o liquido do banho pode ser um dos seguintes
ou outro que seja apropriado:
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 Agua para temperaturas até 60 °C;
* Glicerol para temperaturas até 150 °C;

» Parafina liquida de alta faixa de ebuli¢do para
temperaturas até 250 °C;

+ Oleo de sésamo ou um oleo siliconado de grau
adequado para temperaturas até 300 °C.

Mivel de
Imersao

B |

]

- g J

Figura 1 — Aparato I para determinacio do ponto de
fusao.

O liquido do banho deve ter profundidade suficiente
para permitir a imersdo do termémetro a profundidade
especificada,demodo que obulbofiqueaproximadamente
a 2 cm do fundo do banho. O calor pode ser fornecido
por uma chama ou eletricamente. O tubo capilar tem
aproximadamente 10 cm de comprimento e entre 0,8 e
1,2 mm de didmetro interno, com paredes de 0,1 a 0,3 mm
de espessura e fechado em uma das suas extremidades, a
ndo ser que se especifique de outra forma na monografia
individual. Deve ser utilizado um dispositivo agitador
que garanta a homogeneidade da temperatura no banho.

Procedimento

Anido ser que se especifique de outro modo na monografia
individual, proceder como esta indicado a seguir:

Reduzir a amostra a p6 fino e secé-la em um dessecador
a vacuo sobre um agente dessecante apropriado durante
24 horas.

Carregar o tubo capilar seco com suficiente quantidade
do p6 até formar uma coluna de 3 a 4 mm de altura, logo
apos ter comprimido por meio de golpes moderados
sobre uma superficie soélida. Unir o tubo capilar ao
termometro, ambos umedecidos com o liquido do banho.
Ajustar sua altura, de modo que a amostra contida no
capilar fique junto ao bulbo do termémetro (B).

Adaptar um termometro auxiliar (E) de modo que o
centro do bulbo fique o mais proximo possivel da haste
do termometro principal (A) em um ponto equidistante
da superficie do banho ¢ da divisdo correspondente ao
ponto de fusdo esperado.

Aquecer o banho até alcangar uma temperatura de
10 °C abaixo do ponto de fusdo esperado. Introduzir
o termOmetro com o capilar aderido e continuar o
aquecimento de maneira tal que a temperatura se eleve a
uma velocidade de 1 a 2 °C por minuto, dependendo da
estabilidade da substancia.

Registrar a leitura do termémetro auxiliar ao final da
fus@o da amostra e, se for necessario, aplicar a corregédo
pela coluna emergente empregando a seguinte formula:

t. =kxN(T—t)

em que:

* t ¢acorrecdo que deve ser adicionada a temperatura
de fusdo observada;

* k ¢ a constante de correcdo pelo coeficiente de
dilatagdo do liquido do termometro. No caso do
mercurio o valor é 0,00016;

* N ¢ o nimero de graus da coluna do termdémetro
principal entre o nivel do banho e a temperatura de
fusdo observada;

e T¢é atemperatura de fusdo;

» téatemperatura registrada pelo termdmetro auxiliar.

Realizar a determinagdo pelo menos em triplicata. Para
isso, deixar resfriar o banho até 10 °C abaixo do ponto
de fusdo ou até uma temperatura inferior e repetir o
procedimento empregando novas por¢des da amostra.

Aparato II

Consta de um bloco metalico que pode ser aquecido
a velocidade controlada, cuja temperatura pode ser
monitorada por um sensor ou termdmetro. O bloco
permite que nele seja inserido o tubo capilar que contém
a substancia em ensaio e monitorar o processo de fusdo
por meio de controle visual ou automaticamente.

Procedimento

Anio ser que se especifique de outro modo na monografia
individual, proceder como esté indicado a seguir:
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Reduzir a amostra a p6 fino e seca-la em um dessecador
a vacuo sobre um agente dessecante apropriado durante
24 horas.

Carregar o tubo capilar seco com suficiente quantidade
do po até formar uma coluna de 3 a 4 mm de altura, logo
apos ter comprimido por meio de golpes moderados
sobre uma superficie sélida.

Aquecer o bloco rapidamente até uma temperatura de
10 °C abaixo do ponto de fusdo esperado e continuar o
aquecimento de tal maneira que a temperatura se eleve
a uma velocidade de 1 a 2 °C por minuto. Introduzir o
capilar no bloco e registrar a temperatura no inicio e no
final da fusdo.

Realizar a determinagdo pelo menos em triplicata. Para
isso, deixar resfriar o bloco até 10 °C abaixo do ponto
de fusdo ou até uma temperatura inferior, e repetir o
procedimento empregando novas porgdes da amostra.

Método 2

Para amostras que ndo sdo facilmente reduzidas a po.

Procedimento

Fundir cuidadosamente a amostra a temperatura mais
baixa possivel e introduzir o material fundido em um
capilar aberto em ambas as extremidades até¢ formar
uma coluna de uns 10 mm de altura. Esfriar o capilar
carregado a uma temperatura igual ou menor que 10 °C
durante aproximadamente 24 horas. Unir o capilar ao
termOmetro e ajustar sua altura, de modo que a amostra
contida no capilar fique préxima ao bulbo do termoémetro.
Introduzir em um banho de agua e aquecer como se
indica no Método 1 Aparato 1, exceto que ao chegar a
uma temperatura aproximadamente de 5 °C abaixo do
ponto de fusdo esperado, se aumenta a temperatura a
uma velocidade de 0,5 °C por minuto. Registra-se como
ponto de fusdo a temperatura na qual a amostra comega
a subir dentro do tubo capilar. Realizar a determinagdo
pelo menos em triplicata utilizando porcdes diferentes
da amostra.

Método 3

Para vaselina, substdncias graxas ou outras de

consisténcia pastosa (semissolida).

Procedimento

Fundir a amostra sob agitacdo até alcancar uma
temperatura entre 90 e 92 °C e deixar resfriar a
substancia fundida até uma temperatura entre 8 e 10 °C
acima do ponto de fusdo esperado. Resfriar até 5 °C o
bulbo do termometro, secar e, enquanto ainda esté frio,
submergir na amostra fundida até a metade do bulbo

aproximadamente. Retirar imediatamente e manter
em posigdo vertical até que a superficie da amostra
depositada sobre o bulbo solidifique. Introduzir em
banho-maria a uma temperatura que ndo exceda os 16
°C durante aproximadamente 5 minutos.

Adaptar o termOometro dentro de um tubo de ensaio
por meio de uma rolha perfurada, de modo que seu
extremo inferior fique cerca de 15 mm acima do fundo
do tubo. Suspender o tubo de ensaio em banho-maria
a uma temperatura de 16 °C ¢ elevar a temperatura do
banho até 30 °C, a uma velocidade de 2 °C por minuto,
e logo a seguir a uma velocidade de 1 °C por minuto
até que a primeira gota se desprenda do termdmetro. A
temperatura em que isso ocorre ¢ o ponto de fusdo. Para
cada determinag@o empregar uma porg¢do recém-fundida
da amostra. Realizar a determina¢do em triplicata. Se
a diferenca maxima entre as determina¢des for menor
que 1 °C, determinar a média dos valores obtidos. Do
contrario, realizar outras duas determinagdes e calcular
a média das cinco.

MERCOSUL

5.2.8 DETERMINACAO DE
ROTACAO OPTICA

A rotagdo Optica ¢ a propriedade que apresentam
algumas substancias liquidas ou solutos em solugdo de
girar o plano de polarizagdo da luz polarizada que sobre
elas incide.

Esta propriedade ¢ caracteristica de muitas substancias
que apresentam centros quirais, constituidos muito
frequentemente por atomos de carbono com quatro
substituintes diferentes (centro assimétrico). O numero
maximo de isdmeros Opticos possiveis de uma molécula
¢ de 2", sendo n 0 nimero de centros assimétricos.

As substancias que giram o plano de polarizagdo no
sentido dos ponteiros do relogio sdo denominadas de
dextrégiras ou isdmeros opticos (+), enquanto que as
que giram o plano de polarizagdo na direcdo oposta
s80 denominadas de levogiras ou isdmeros Opticos (-)
(os simbolos d- e 1- que anteriormente eram usados
para indicar isdmeros dextro- e levo- ndo sdo mais
utilizados, devido a confusdo com os simbolos D- e
L- que se referem as configura¢des relacionadas com o
D-gliceraldeido. Os simbolos R e S assim como o e f3
também sdo empregados para indicar a configuragao, ou
seja, o ordenamento espacial dos dtomos ou grupos de
atomos).

As substancias quirais cujas moléculas ndo sdo
superponiveis, mas sdo imagens especulares, sdo
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denominadas enantiomeros. Estes tém as mesmas
propriedades fisico-quimicas (densidade, indice de
refracdo, momento dipolo-dipolo, pontos de ebuli¢do
e fusdo), exceto que giram o plano de luz polarizada
na mesma quantidade de graus em diregdes opostas, e
suas reagdes com outras substancias quirais apresentam
caracteristicas diferentes.

A polarimetria ¢ uma técnica conveniente para
diferenciar entre si os isdmeros opticamente ativos a
partir da medida da rotacdo Optica de uma substancia;
também ¢ um critério importante de identidade e
pureza enantiomérica, podendo ser empregada com fins
quantitativos.

Arotagdo Optica varia com a temperatura, o comprimento
de onda da luz incidente, o solvente utilizado, a natureza
da substincia e sua concentragdo. Se uma solugdo
contém duas substancias opticamente ativas e estas ndo
reagem entre si, o angulo de desvio serd a soma algébrica
dos angulos de desvio de ambas.

POLARIMETRO

Os polarimetros sdo aparelhos que detectam a rotagdo
optica de modo visual (ao igualar a intensidade da
luz sobre dois campos) ou por meio de um sistema
fotoelétrico, sendo estes Gltimos mais exatos ¢ precisos
que os de medigdo visual.

A medicdo da rotagdo Optica deve ser realizada
empregando um polarimetro capaz de medir diferengas
de, no minimo, 0.05°, a ndo ser que seja especificado de
forma diferente na monografia individual. Como fonte de
luz se empregam lampadas de sddio, vapor de mercurio,
xendnio ou halogénio-tungsténio, entre outras, providas
de um dispositivo que permite transmitir um feixe
de luz monocromatica. Estas duas tultimas lampadas
mencionadas costumam ser menos dispendiosas, além
de possuirem maior durabilidade, e terem uma ampla
faixa de comprimentos de onda de emissdo em relagdo
as fontes de luz tradicionais. A escala deve ser controlada
utilizando um padrao de referéncia de polarizagdo que
consiste em placas de quartzo certificadas. A linearidade
da escala deve ser verificada periodicamente por meio
de uma solu¢do de materiais de referéncia padrio de
dextrose e sacarose.

O emprego de comprimentos de ondas mais baixos, como
por exemplo, as linhas de lampada de merctrio a 578,
546, 436, 405 e 365 nm em um polarimetro fotoelétrico,
podem proporcionar vantagens quanto a sensibilidade,
com a consequente redu¢do da concentragdo da
substdncia no ensaio. Em geral, a rotagdo Optica
observada em 436 nm ¢ aproximadamente o dobro ¢ a
365 nm ¢é aproximadamente trés vezes maior que a 589
nm.

A redugdo da concentragdo da substincia sob ensaio,
requerida para a medida, as vezes pode ser conseguida
por meio de sua conversdo em outra substancia que
possua uma rotagdo Optica significativamente maior.

A rotagdo Optica também ¢ afetada pelo solvente
empregado na medicdo e este deve ser especificado em
todos os casos.

PROCEDIMENTO

A rotag@o Optica especifica ¢ um valor de referéncia e é
calculado a partir da rotagdo Optica observada para uma
solugdo da amostra ou para o liquido de acordo com
o especificado na monografia. As medidas de rotagdo
optica sdo realizadas a 589,3 nm a 25 °C, a ndo ser que
seja especificado de forma diferente na monografia
individual. A temperatura experimental deve ser mantida
em £ 0,5 °C em relag@o ao valor especificado.

Quando se emprega um polarimetro com deteccdo
visual, deve ser utilizada a média entre pelo menos cinco
determinagdes, corrigidas pela leitura do branco do
solvente, no caso de solugdes, ¢ o ar, no caso de liquidos.
Quando empregar um polarimetro fotoelétrico, realizar
uma s6 medida corrigida pelo branco do solvente, no
caso de solugdes, e o ar, no caso de liquidos. Usar o
mesmo tubo do polarimetro na mesma orientagdo para
a amostra e o branco.

Arotacdo optica das solugdes deve ser determinada em até
30 minutos apos sua preparagdo. No caso de substancias
que podem sofrer racemizag¢do ou mutarrotacdo, deve
haver cuidado especial na padronizagdo do tempo
entre o qual se prepara a solugdo e se realiza a leitura
polarimétrica.

A menos que se indique de outro modo na monografia
correspondente, a rotacdo especifica é calculada sobre a
substancia seca quando a monografia determina a Perda
por dessecagdo, sobre a substincia anidra quando se
especifica Determinagdo de 4dgua, ou livre de solventes
quando se especifica Conteiido de solventes residuais.

A exatiddo e precisdo das medidas de rotagdo Optica
podem ser ampliadas se forem tomadas as seguintes
precaugoes:

1) Deve-se evitar a formagdo de bolhas de ar durante
o enchimento do tubo do polarimetro, o que ¢
particularmente necessario para tubos micro e semi-

micro.

As amostras de substancias liquidas ou solidas
dissolvidas devem ser homogéneas e limpidas.

Os elementos Opticos devem estar perfeitamente
alinhados, bem como a fonte de luz em relagdo ao
caminho optico.

CALCULOS

Rotacéo Optica especifica: ¢ calculada a partir da rotacdo
optica observada na solucdo amostra, obtida conforme
especificado na monografia correspondente.
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Calcular a rotagdo Optica especifica utilizando as
seguintes formulas:

Para liquidos [a]* = o /Id %

Para substancias em solugdo [a]** =100 a /lc

em que:

o = rotagdo observada corrigida, em graus a 25 °C;

1 = comprimento do tubo do polarimetro em decimetros;
d»= densidade relativa do liquido a 25 °C;

¢ = concentragdo da substancia em percentagem peso/
volume;

[a]*, = rotagdo Optica especifica determinada a 25 °C e
589,3 nm (linha D da luz de sédio).

MERCOSUL

5.2.9 PERDA POR
DESSECACAO

Este ensaio se destina a determinar a quantidade de
substancia volatil de qualquer natureza eliminada nas
condi¢des especificadas na monografia individual. Para
sustancias que tém agua como Unico constituinte volatil
¢ apropriado aplicar o procedimento indicado no capitulo
Determinagdo de dgua (5.2.20). O resultado se expressa
em porcentagem p/p, calculado da seguinte forma:

(Pu — Ps)
Pm

x100

em que:
Pm = peso da amostra (g);

Pu = peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da
secagem (g);

Os = peso do pesa-filtro contendo a amostra depois da
secagem (g).

Procedimento
1. Gravimetria

A nd3o ser que se especifique de outra maneira na
monografia individual proceder como se indica a seguir:

No caso de ser necessario, reduzir a substancia a pd
fino triturando-o rapidamente. Pesar uma quantidade
aproximada entre 1 a 2 g da substancia, de forma exata,
em um pesa-filtro previamente dessecado durante 30

minutos, nas mesmas condigdes que sdo empregadas no
ensaio da amostra, e resfriado a temperatura ambiente
em um dessecador.

Distribuir a amostra o mais uniformemente possivel,
agitando suavemente o pesa-filtro de modo que se forme
uma camada de aproximadamente 5 mm de espessura e
ndo mais que 10 mm em caso de materiais volumosos.
Colocar o pesa-filtro contendo a amostra, destampado,
junto com a tampa na camara de secagem. Secar a
amostra nas condi¢des especificadas na monografia.
(Nota: a temperatura especificada na monografia deve
ser considerada como compreendida no intervalo de +
2 °C). Abrir a camara de secagem, tampar o pesa-filtro
rapidamente, retird-lo e permitir que atinja a temperatura
ambiente em um dessecador antes de pesé-lo.

Quando na monografia individual se especificar a
dessecagdo até peso constante, a secagem devera
continuar até que duas pesagens consecutivas nao
difiram em mais que 0,50 mg por grama de substancia
pesada, realizando a segunda pesagem depois de uma
hora adicional de secagem.

Se a substancia funde a uma temperatura inferior aquela
especificada para a determinag@do da perda por secagem,
manter o pesa-filtro com seu contetido durante 1 a 2 horas
auma temperatura de 5 a 10 °C inferior a temperatura de
fusdo e depois secar a temperatura especificada.

Para a andlise de capsulas, utilizar uma por¢do do
conteido homogeneizado de ndo menos que quatro
unidades. No caso de comprimidos, utilizar o p6 de nao
menos que quatro unidades.

Quando na monografia individual estiver indicado:

* secagem a vdcuo, deverd ser utilizado um dessecador
ao vacuo, uma estufa de secagem ao vacuo ou outro
aparato adequado;

* secar a vacuo em um frasco com tampa munida de
perfuragdo capilar, devera ser utilizado um frasco ou
tubo com tampa capilar de 225 + 25 pm de didmetro
e a camara de aquecimento devera ser mantida a uma
pressdo de 5 mm de mercurio ou menor. Ao final
do periodo de aquecimento, deixar entrar ar seco
na camara, retirar o frasco e, com a tampa ainda no
seu lugar, permitir que se resfric até a temperatura
ambiente em um dessecador antes de pesar;

* secagem em um dessecador, deverdo ser tomadas as
precaugdes necessarias para garantir que o agente
dessecante se mantenha ativo. Dentre os agentes
dessecantes mais frequentes estdo o cloreto de célcio,
silica gel e pentoxido de fosforo.

2. Termogravimetria

No caso em que a monografia individual especificar que
a perda por dessecacdo deva ser realizada por analise
termogravimétrica, proceder como esta especificado no
capitulo Andlise térmica (5.2.27).
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3. Balancainfravermelha ou com lampada halégena.

No caso em que a monografia individual especificar que
a perda por dessecacgdo deva ser realizada com balanca
infravermelha ou com ldmpada haldgena, proceder
como se indica a seguir:

» Retirar a umidade do equipamento;

* Pesar a quantidade da substincia a ser analisada e
distribuir uniformemente o material no coletor de
amostra, e coloca-lo dentro do aparato;

* Definir o tempo e a temperatura de secagem como
estiver estabelecido na monografia individual.
Registrar o valor da umidade obtido.

+
+ +

+

//——
MERCOSUL

5.2.10 DETERMINACAO DE
RESIDUO POR INCINERACAO
(CINZAS SULFATADAS)

Residuo por incineragio (cinzas sulfatadas) ¢ o residuo
ndo volatil de uma amostra incinerada na presenca de
acido sulfurico. Este ensaio ¢ utilizado para determinar
o contetido de impurezas inorganicas presentes em uma
substincia organica. Esta técnica também ¢ utilizada
para a determinagdo de componentes inorganicos em
misturas e de impurezas presentes em substincias
inorganicas termolabeis.

Procedimento

Pesar exatamente entre 1 a2 g da amostra ou a quantidade
especificada na monografia, em um cadinho apropriado
(quartzo, silica, platina ou porcelana, a menos que se
especifique outro material na monografia individual)
previamente submetido a incineragdo a temperatura
especificada para a amostra durante 30 minutos, resfriado
em dessecador e pesado. Umedecer a amostra com
aproximadamente 1 mL de acido sulfurico R, aquecer
suavemente a temperatura tdo baixa quanto possivel
até a carbonizagdo da amostra. Resfriar ¢ umedecer o
residuo com 1 mL de acido sulfirico R, a menos que
se especifique de outro modo na monografia individual.
Aquecer suavemente até que ndo sejam desprendidos
fumos brancos e carbonizar imediatamente. Incinerar
a 600 £ 50 °C entre 2 ¢ 3 horas, a menos que se
especifique outra temperatura e/ou tempo na monografia
individual. Resfriar em um dessecador, pesar e calcular a
percentagem do residuo. A menos que seja especificada
de outra maneira na monografia individual, se o
residuo obtido exceder o limite especificado, adicionar
1 mL de acido sulftrico R, aquecer e incinerar por 30

minutos adicionais. Repetir este procedimento até que
a diferenga entre duas pesagens consecutivas nao seja
maior que 0,5 mg ou até que o residuo cumpra com o
limite estabelecido na monografia individual.

Calcular a percentagem do residuo em relacdo a
substancia em andlise utilizando a seguinte féormula:

% residuo por incinerac¢do
' - P -P
(cinzas sulfatadas) 2 ' 100

3

em que:

P, =peso do cadinho depois da calcinagdo e resfriamento
(em gramas);

P, =peso do cadinho com a amostra depois da calcinagdo
e resfriamento (em gramas);

P, = peso inicial da amostra (em gramas);
100 = fator de porcentagem.

Realizar este procedimento sob capela exaustora bem
ventilada, mas protegida das correntes de ar. Pode ser
empregado um forno mufla, se desejado, e seu uso ¢
recomendado para a igni¢do final a 600 + 50 °C.

Comprovar a exatiddo da medigdo e o sistema de
circuitos do forno mufla mediante o controle da
temperatura em diferentes pontos do forno mufla. A
variagdo de temperatura tolerada é de £+ 25 °C para cada
ponto avaliado.

5.2.17.4 CROMATOGRAFIA
A LIQUIDO DE ALTA
EFICIENCIA

A cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE) ¢
uma técnica de separacdo fundamentada na distribuicao
dos componentes de uma mistura entre duas fases
imisciveis, a fase movel, liquida, e a fase estaciondria
solida, contida em uma coluna cilindrica. As separagdes
sdo alcancadas por parti¢do, adsor¢do, troca idnica,
exclusdo por tamanho ou interagdes estereoquimicas,
dependendo do tipo de fase estaciondria utilizada. A
CLAE apresenta vantagens sobre a cromatografia a gas
para as analises de combinagdes organicas. Amostras nao
volateis e termolabeis sdo, preferencialmente, analisadas
por CLAE. A maioria das analises farmacéuticas esta
baseada no método de separacdo por particdo e devem
ocorrer em tempo curto de andlise. Varios fatores
quimicos e fisico-quimicos influenciam na separacdo
cromatografica, os quais dependem da natureza quimica
das substincias a serem separadas, da composi¢do e
vazdo da fase movel, da composigdo e area superficial
da fase estaciondria.
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APARELHAGEM

O equipamento utilizado consiste em um reservatorio
que contém a fase movel, uma bomba com a finalidade
de impelir a fase mével pelo sistema cromatografico, um
injetor para introduzir a amostra no sistema, uma coluna
cromatografica, um detector e um dispositivo de captura
de dados, como um software, integrador ou registrador.
Além de receber e enviar informagdes para o detector,
softwares sao utilizados para controlar todo o sistema
cromatografico, proporcionando maior operacionalidade
e logistica de analise.

Os sistemas cromatograficos modernos consistem de
bombas para pressurizar a fase movel, controladas por
software, que podem ser programadas para variar a
relagdo de componentes da fase mével, como é requerido
para cromatografia por gradiente de solvente, ou para
misturar, de forma isocratica, a fase movel (fases méveis
com relagdo fixa de solventes). Pressdes operacionais de
até 5000 psi (cerca de 345 bar) e vazdo de até 10 mL por
minuto podem ser utilizadas. Pressdes superiores ficam
condicionadas a evolu¢do do instrumental.

Apds dissolver a amostra na fase mével ou em outro
solvente adequado, a solu¢do ¢ injetada no sistema
cromatografico, de forma manual, utilizando seringa
apropriada, ou por meio de um injetor ou amostrador
automatico. Este consiste em um carrossel ou bandeja,
capaz de acomodar diversos frascos contendo as
amostras. Alguns amostradores automaticos podem ser
programados para injetar diferentes volumes de amostra,
diversas quantidades de inje¢des, controlar o intervalo
entre inje¢des ¢ outras variaveis operacionais.

Quando se trabalha a altas pressdes, uma valvula de
injecdo ¢ essencial. Essa apresenta um sistema calibrado,
com volume definido, denominado anel de inje¢do ou
alca de amostragem, que sera preenchido com a solugdo
a ser analisada e, posteriormente, transferida a coluna.

Para a maioria das analises farmacéuticas, a separacao
¢ alcangada por particdo dos componentes, presentes na
solucdoaseranalisada, entre as fases mével e estacionaria.
Sistemas que consistem de fases estacionarias polares e
fases moveis apolares sdao definidos como cromatografia
em fase normal, enquanto o oposto, fases moveis
polares e fases estacionarias apolares, sdo denominados
de cromatografia em fase reversa. A afinidade de uma
substancia pela fase estacionaria e, consequentemente,
seu tempo de retencdo na coluna, é controlado pela
polaridade da fase movel.

As fases estacionarias utilizadas em cromatografia em
fase reversa consistem, tipicamente, de uma molécula
organica quimicamente ligada as particulas de silica ou
outros suportes, como grafita porosa. O didmetro das
particulas ¢ de, normalmente, 3 pm a 10 pm. Quanto
menores o didmetro da particula e a pelicula que recobre
o suporte, mais rapida ¢ eficiente sera a transferéncia
das substincias entre as fases estacionarias e moveis.
A polaridade da coluna depende dos grupos funcionais
presentes, sendo os mais comuns os grupos apolares

octil, octadecil, fenil, cianopropil e polar, nitrila. A
propor¢ao de grupos silandis ndo ligados ao grupo
funcional influencia, significativamente, na eficiéncia
da separagdo cromatografica e no formato do pico
eluido. Comercialmente, estdo disponiveis colunas
cromatograficas com diferentes qualidades de fases
estacionarias, inclusive aquelas com pequena proporgao
de grupos silandis livres, denominadas capeadas.
Geralmente, colunas de silica em fase reversa apresentam
vida 1til na faixa de pH de 2 a 8, entretanto, colunas
contendo grafita porosa ou materiais poliméricos, como
o estireno-divinilbenzeno, sdo estaveis em uma faixa
mais ampla de pH. De forma menos comum, podem
ser utilizados liquidos, ndo ligados, como revestimento
do suporte de silica e, portanto, devem ser imisciveis
com a fase movel. As colunas normalmente usadas para
separacdes analiticas tém didmetros internos de 1 mm
a 5 mm. Essas podem ser aquecidas, proporcionando
separacdes mais eficientes, mas sO raramente sdo
utilizadas temperaturas superiores a 60 °C, devido
ao potencial de degradagdo da fase estaciondria ou a
volatilidade da fase movel. A menos que especificado na
monografia da substancia a ser analisada, as colunas sdo
utilizadas em temperatura ambiente.

Os detectores mais frequentemente utilizados em
cromatografia a liquido de alta eficiéncia sdo os
espectrofotométricos  (UV/Vis). Os  detectores
espectrofotométricos sdo utilizados para detectar
compostos com grupamento cromoforo. Tais detectores
consistem de uma célula de fluxo localizada no término
da coluna cromatografica. A radiagdo ultravioleta
atravessa, constantemente, pela célula de fluxo ¢ ¢é
recebida no detector. Com o sistema em funcionamento,
as substancias sdo eluidas da coluna, passam pela
célula de detector e absorvem a radiagdo, resultando
em alteragdes mensuraveis no nivel de energia. Esses
detectores podem apresentar comprimento de onda fixo,
variavel ou multiplo. Detectores de comprimento de onda
fixo operam em um unico valor, tipicamente 254 nm,
emitido por uma lampada de mercurio de baixa pressdo.
Aqueles com comprimento de onda variavel contém
uma fonte continua de emissdo, como uma lampada de
deutério ou xenonio de alta pressdo, e um monocromador
ou um filtro de interferéncia, de modo a gerar radiagdo
monocromatica a um valor selecionado pelo operador,
podendo, ainda, ser programados para alterar o
comprimento de onda durante o desenvolvimento da
analise. Os detectores de comprimento de onda multiplo
medem, simultaneamente, a absorvincia em dois ou
mais comprimentos de onda, sendo denominados
de detectores de arranjo de diodos (DAD). Nestes, a
radiacdo ultravioleta é transmitida através da célula
de fluxo, absorvida pela amostra e entdo separada
em seus componentes originais, que sdo detectados,
individualmente, pelo detector de fotodiodos, registrando
dados de absorvancia em toda a faixa do espectro do
ultravioleta e visivel e, adicionalmente, os espectros de
cada pico registrado no cromatograma.

Os detectores de indice de refragdo medem a diferenca
entre o indice de refracdo da fase movel pura e da
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fase movel contendo a substancia a ser analisada. Sdo
utilizados para detectar substancias que ndo absorvem
no ultravioleta ou visivel, entretanto sdo menos sensiveis
que os detectores espectrofotométricos. Os detectores de
indice de refragdo apresentam a desvantagem de serem
sensiveis a pequenas mudangas da composicdo dos
solventes da fase movel, taxa de fluxo e temperatura.

Os detectores fluorimétricos sdo utilizados para
detectar compostos com grupamento fluoréforo ou
que podem ser convertidos em derivados fluorescentes,
por transformacdo quimica ou adicionando reagentes
fluorescentes a grupos funcionais especificos. Se areacao
quimica ¢é requerida, pode-se realizd-la no momento da
preparacao da amostra ou, alternativamente, o reagente
pode ser introduzido na fase modvel, com a reacdo
ocorrendo antes da detecgdo.

Os detectores potenciométricos, voltamétricos ou
eletroquimicos sdo Uteis para quantificagdo de substancias
que podem ser oxidadas ou reduzidas em um eletrodo.
Esses detectores sdo altamente seletivos, sensiveis e
seguros, mas requerem fases moéveis livres de oxigénio e
ions de metais redutiveis. Uma bomba de fluxo continuo
deve ser utilizada, assegurando que o pH, a forga idnica,
e a temperatura da fase movel permanecem constantes.
Detectores eletroquimicos com eletrodo especificos de
carbono podem ser utilizados, vantajosamente, para
quantificar nanogramas de substincias facilmente
oxidaveis, como fendis e catecois.

Os detectores de espectrometria de massas tém a
capacidade de medir a massa molar de uma substancia,
combinados com a cromatografia a liquido proporcionam
uma alta seletividade uma vez que picos ndo resolvidos
podem ser isolados monitorando-se um valor de massa
selecionado. Esses detectores podem ser de quadrupolo
simples (MS) ou tandem (MS/MS), quando associados,
para exemplificar alguns dos modelos utilizados.
As fontes de ionizagdo mais comuns sdo os do tipo
“ionizagdo por eletrospray” (ESI) e a “ionizagdo quimica
a pressdo atmosférica” (APCI).

Os detectores de condutividade tém aplicagdo na
cromatografia de troca i6nica e medem a condutividade
da fase movel continuamente que ¢ modificada com a
presenca de analitos na célula.

Atualmente, sistemas de coleta de dados modernos estdo
disponiveis com as fungdes de receber ¢ armazenar
os sinais provenientes do detector e, posteriormente,
proporcionar o manejo dessas informagdes, gerando os
cromatogramas com os dados de area e altura do pico,
identificagdo da amostra e métodos. As informagoes
também podem ser coletadas em sistemas simples de
gravagdo de dados, como registradores, para a garantia
da integridade dos dados gerados.

PROCEDIMENTO

O comprimento e o didmetro interno da coluna, o
tipo e o tamanho das particulas da fase estaciondria, a

temperatura da operacgdo, a composicao ¢ a vazao da fase
movel e o tipo de detecgdo sdo descritos nas monografias
individuais.

A composicao da fase moével tem influéncia significativa
na performance cromatografica e na separagdo das
substancias presentes nasolu¢do a ser analisada. Parauma
analise quantitativa precisa, reagentes de elevado grau de
pureza ou solventes organicos de pureza cromatografica
devem ser utilizados. A agua, de qualidade adequada,
deve apresentar baixas condutividade e absor¢do na
faixa do ultravioleta. Na cromatografia de parti¢do, o
coeficiente de particdo e, consequentemente, a separacao
podem ser modificados pela adicdo de outro solvente a
fase movel. Na cromatografia de troca-idnica, a retengdo
das substancias ¢ afetada pelo pH, pela forga ionica e
por outras modificagdes na composi¢do da fase movel.
A técnica de modificar continuamente a composicao dos
solventes da fase movel durante a corrida cromatografica
¢ denominada de eluicdo gradiente, e ¢ aplicada
para separar misturas complexas de substancias com
diferentes fatores de capacidade. Entretanto, detectores
que sdo sensiveis a modificacdes na composicdo da
fase movel, como os refratometros, t€ém sua utilizagao
limitada com a técnica de eluicdo gradiente.

O detector deve apresentar uma ampla faixa de atuag@o
e as substancias a serem analisadas devem estar
separadas de qualquer interferente. A faixa linear para
uma substéncia ¢ aquela na qual a resposta do detector ¢
diretamente proporcional a sua concentragao.

Os sistemas de CLAE sfo calibrados comparando-
se as respostas dos picos obtidos com as respectivas
concentragdes de substancias quimicas de referéncia
(SQR). Resultados quantitativos confidveis sdo
obtidos por meio de calibragdo com padrdo externo,
quando injetores ou amostradores automaticos sdo
preferencialmente utilizados. Esse método envolve a
comparacdo direta das respostas obtidas com os picos,
separadamente analisados, das solu¢des padrao e
amostra. Nos casos em que a padronizagdo externa é
utilizada, os calculos podem ser realizados segundo a
equagao:

Ca=Cp(Ra/Rp)

em que
Ca = concentragao da solu¢do amostra;

Cp = concentragdo da solugdo padrio;

Ra=resposta (area ou altura) do pico da solu¢do amostra;

Rp =resposta (area ou altura) do pico da solugdo padrio.

Se a injecdo ¢ realizada por meio de seringa, melhores
resultados quantitativos sdo obtidos por meio de
calibracdo com padrdo interno, adicionando-se uma
quantidade conhecida de uma substancia quimica de
referéncia ndo interferente as solu¢des padrao e amostra.
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A relagdo das respostas obtidas com a substincia a
ser analisada e com o padrdo interno ¢ utilizada para
expressar o resultado quantitativo. Nos casos em que a
padronizagdo interna ¢ utilizada, os calculos podem ser
realizados segundo a equagéo:

em que

Rai = resposta (area ou altura) do pico do padrao interno
na solucéio amostra;

Rpi = resposta (area ou altura) do pico do padrdo interno
na solugdo padrao.

Devido a variagdes normais entre equipamentos,
solventes, reagentes e técnicas, ¢ necessario um teste

resposta da deteciar

de adequagdo do sistema para assegurar que o método
descrito seja aplicado de forma irrestrita. Os principais
parametros da adequagdo do sistema estdo descritos em
Interpretacdo dos cromatogramas ¢ em Adequagdo do
sistema.

INTERPRETACAO DOS
CROMATOGRAMAS

Na Figura 1, ¢ representada uma separagdo
cromatografica tipica de duas substincias, sendo 7, e ¢, 0s
respectivos tempos de retencdo. Os termos , h/2e W, ,
correspondem a altura, a meia altura e a largura a meia
altura, respectivamente, ¢ /¥ representa a largura do pico
na linha de base, pelo método da triangulag@o. O sinal
relativo ao tempo morto, #,, refere-se a uma substancia
ndo retida na coluna cromatografica.

W

Figura 1 — Separacio cromatogrifica de duas substincias.

Tempo de retengdo (t), Fator de retengdo (k) e Tempo de
retengdo relativo

O tempo de retencdo em cromatografia ¢ caracteristico
da substancia analisada, entretanto ndo é exclusivo. A
comparagdo entre os tempos de retengdo da amostra e
da substancia quimica de referéncia pode ser utilizada
como indicativo da identidade da substincia, porém
¢ insuficiente para garantir a total caracterizagdo da
amostra. O tempo de retencao absoluto pode variar entre
equipamentos e conforme o uso de solventes e reagentes
diferentes. Nesse sentido, as comparagdes sdo feitas
em termos de fator de retencdo, k, calculado segundo a
expressao:

em que
¢t =tempo de retencdo da substincia analisada;
t, = tempo morto.

O fator de retencdo, k, ¢ a razdo entre a quantidade
da substancia com afinidade pela fase estaciondria e
a quantidade com afinidade pela fase movel. Quanto
maior a afinidade da substincia pela fase estaciondria
maior a sua retengao.

O conceito de tempo de retengdo relativo também pode
ser aplicado. Para tanto, deve-se definir uma substancia,
de uma mistura, como a principal. Essa terd o tempo de
retengdo relativo de 1. Todas as outras substancias terdo
seus tempos de retengdo relacionados com o tempo de
retencdo da substancia principal.
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Numero de pratos teoricos (N)

O ntmero de pratos tedricos, N, ¢ indicativo da
eficiéncia da coluna. Pode ser expresso em niimeros de
pratos tedricos por coluna ou nimero de pratos teoricos
por metro. Para picos com formato gaussiano, o nimero
de pratos teoricos por coluna ¢ calculado segundo as
expressoes:

2 2

ou N =35,54x

N=16x| L
W

hil2

O valor de N depende da substancia a ser analisada e das
condicdes de andlise, como fase mdvel, temperatura e
fase estacionaria.

Relagdo pico/vale (p/v)

A relagdo pico/vale pode ser empregada como um
critério de adequabilidade do sistema em um ensaio
de substincias relacionadas, quando ndo se busca a
separacdo entre dois picos na linha de base. A Figura
2 representa uma separagdo incompleta de duas
substancias, onde h ¢ a altura do pico menor acima
da linha de base extrapolada, € h, € a altura no ponto
mais baixo da curva, que separa 0s picos menor € maior,
acima da linha de base extrapolada.

p/v = hy/h,

N e

Figura 2 — Determinagdo da relagio pico/vale.

Resolugdo (R)

A resolucdo, R, € 0 parametro cromatografico que indica
o grau de separacdo entre duas substiancias em uma
mistura, e € calculada segundo as expressoes:

_2(t2 _tl)

W+,

(tz _tl)

ou R=118
Winiz ¥ Wi

em que

t, e t, = tempos de retencdo das duas substincias da
mistura;

W, e W, = respectivas larguras dos picos na linha de

base, pelo método da triangulacdo;

w,,,eW,,, = respectivas larguras dos picos a meia
altura.

A area ou a altura do pico sdo, usualmente, proporcionais
a quantidade da substancia eluida. A area do pico,
geralmente, ¢ mais utilizada, entretanto pode ser
menos precisa se houver outros picos interferentes.
Para medidas manuais, o grafico deve ser obtido em
velocidade maior que a usual, minimizando os erros na
obteng¢do da largura e da largura a meia altura dos picos.
Para a analise quantitativa, as substncias devem estar
totalmente separadas de qualquer substancia interferente.

Fator de cauda (T)

O fator de cauda, 7, que indica a simetria do pico,
apresenta valor igual a 1 quando o pico ¢ perfeitamente
simétrico. Esse valor aumenta a medida que a assimetria
do pico se torna mais pronunciada. Em alguns casos,
valores inferiores a 1 podem ser observados. A medida
que a assimetria do pico aumenta, a integragdo e a
precisao se tornam menos confiaveis. O fator de cauda ¢
calculado segundo a expressao:

7= Wo,os
2f
em que
W, ,s = largura do pico medida a 5% de sua altura;

f=valor da porgédo anterior do pico, em relag@o a largura
a 5% da altura, de acordo com a Figura 3.



Farmacopeia Brasileira, 52 edi¢do - Primeiro Suplemento 27

dpice do pico

frente do pica

Wﬂ L&)

-+

k2
cauda do pica
Q05 A
Figura 3 — Cromatograma representando a assimetria do pico.
especificagdo desses pardmetros cromatograficos,

ADEQUABILIDADE DO SISTEMA

Os testes de adequabilidade do sistema sdo parte
integrante dos métodos de cromatografia a liquido. S&o
aplicados com a finalidade de verificar se a resolugdo
e a reprodutibilidade do sistema cromatografico estdo
adequadas para as analises a serem realizadas. Os
principais pardmetros necessarios para a verificagdo da
adequabilidade do sistema sdo descritos a seguir.

A resolucdo, R, ¢ fungdo da eficiéncia da coluna, N, e
¢ especificada para garantir que substincias eluidas
proximamente, apresentem separagdo satisfatoria sem
interferéncias mutuas.

Replicatas de inje¢Ses da solugdo padrio sdo trabalhadas,
estatisticamente, para verificar se os requerimentos para
a precisdo da analise foram atingidos. A menos que
especificado na monografia individual, sdo utilizados
os dados de cinco replicatas de inje¢des para calcular
o desvio padrio relativo (DPR), se a especificacdo for
igual ou inferior a 2,0%. Se o desvio padrdo relativo
especificado for superior a 2,0%, os dados de seis
replicatas devem ser utilizados.

O fator de cauda, 7, que indica a simetria do pico, ¢ igual
a 1 para picos perfeitamente simétricos € maior que 1
para picos que apresentam assimetria. Em alguns casos,
valores menores que 1 podem ser observados.

Esses testes sdo realizados apds coletar os resultados
de replicatas de injegdes da solucdo padrio ou outra
solucdo especificada na monografia individual. A

em uma monografia, ndo impede a modificagdo das
condigdes de analise. Ajustes nas condigdes de trabalho,
de forma a atingir os parametros de adequabilidade
do sistema, podem ser necessarios. A menos que
especificado na monografia individual, os parametros de
adequabilidade do sistema sdo determinados a partir dos
dados obtidos com o pico da substancia de interesse. A
precisdo do sistema, demonstrada por meio de replicatas
da solugdo padrio, deve ser alcangada antes das injegdes
das solugdes amostras. A adequabilidade do sistema deve
ser verificada durante toda a analise cromatografica,
por inje¢do de solugdo padrdo em intervalos de tempo
apropriados. Quando houver mudanca significativa
no equipamento ou em um reagente, os testes de
adequabilidade do sistema devem ser realizados antes
das injecdes da amostra. A analise ndo sera valida a
menos que os requerimentos do teste de adequabilidade
do sistema sejam alcangados.

AJUSTES DE CONDICOES
CROMATOGRAFICAS EM SISTEMAS
ISOCRATICOS DE CROMATOGRAFIA
A LIQUIDO DE ALTA EFICIENCIA

Os métodos analiticos apresentados nesta
farmacopeia foram validados e, na maioria
das aplicagdes, mostram-se plenamente
aceitaveis em termos de especificidade,
exatidao, precisdo, linearidade, faixa, robustez
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e, quando corresponder, limite de deteccao e de
quantificagao.

No entanto, as técnicas devem ser verificadas
em seu estado de validagdo, considerando as
formulagdes objeto de analise, pois podem
existir circunstancias em que se torne necessaria
a realizacdo de alteracdes, visando adequé-las
as necessidades especificas. Sao apresentados
na Tabela 1 os limites aceitaveis para variagdes
em alguns parametros cromatograficos.

Em nenhum caso ¢ permitido modificagdo no
comprimento de onda do detector, mudangas
na composicdo qualitativa da fase movel,
aumento no tamanho da particula nem do
volume de injecao.

Tabela 1 — Limites aceitaveis de variacido de alguns
parametros cromatograficos.

Pardmetro Limites Aceitaveis

Comprimento da coluna |+ 70%

Diametro da coluna +25%

Tamanho da particula Pode ser reduzida em até
50%

Fluxo +50%

Temperatura + 10 °C; sem exceder 60
°C

pH + 0,2 unidades

Concentracdo de sal em |+ 10%

um tampao

Composi¢do da fase | +30% relativo ou +2%
movel absoluto, de componente
minoritario (o que for
maior). Em nenhum caso
podera superar os 10%
absoluto.

Volume de injecao Redugdo ¢ aceitavel,
sempre ¢ quando forem
verificados o  limite
de quantificagdo e a
precisio  do  sistema

cromatografico.

MERCOSUL

5.2.20 DETERMINACAO DE
AGUA

Muitas substancias se encontram na forma de hidrato
ou contém agua adsorvida, por isso ¢ relevante sua
determinacao por métodos especificos.

Em funcdo da natureza da substancia, na monografia
individual sera especificado algum dos métodos que
estdo descritos a seguir.

1. METODO VOLUMETRICO (METODO
DE KARL FISCHER)

A determinacdo volumétrica de agua esta baseada na
reagdo quantitativa da 4gua com uma solucgdo anidra de
didxido de enxofre e iodo na presen¢a de uma solugéo
tamponante, que reage com os ions hidrogénio, segundo
a seguinte reagao:

I, +S0,+3C.HN + CH,OH + H,0 — 2
(C,HNH)I' + (C,H,N"H)Y0SO,0CH,

Na solu¢do volumétrica original, conhecida como
Reagente de Karl Fischer, o diéxido de enxofre e o
iodo sdo dissolvidos geralmente em piridina e metanol,
podendo ser utilizados outros solventes e/ou bases, em
cujo caso ¢ necessario verificar a estequiometria e a
auséncia de interferéncias. Para este propdsito podem
ser utilizados reagentes comerciais, considerando-se as
recomendagdes do fabricante.

Existem dois métodos diferentes baseados na reacao
com o iodo: um ¢ a titulagdo volumétrica e o outro ¢ um
método de titulagdo culombimétrica.

No primeiro, o iodo ¢ dissolvido no reagente e o contetido
de agua ¢ determinado medindo a quantidade de iodo
consumido como resultado da reagdo com a agua. A
amostra em ensaio pode ser titulada diretamente com o
reagente ou a analise pode ser realizada por meio de um
procedimento de titulagdo indireta. A estequiometria da
reagdo ndo ¢ exata e a reprodutibilidade da determinagdo
depende de fatores tais como as concentragdes relativas
dos componentes do reagente, a natureza do solvente
inerte utilizado para dissolver a amostra em ensaio ¢ a
técnica utilizada na determinagdo. Portanto, é necessario
padronizar previamente a técnica a fim de se conseguir
uma exatiddo adequada. A precisdo do método depende
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da eficacia da elimina¢do da umidade atmosférica do
sistema.

Na titulacdo culombimétrica, o iodo ¢ produzido pela
eletrolise de um reagente de Karl Fischer que contém
o ion iodeto. O contetido de 4gua numa amostra pode
ser determinado medindo a quantidade de eletricidade
necessaria para a producao de iodo durante a titulacdo.

2I - 1, +2¢

a. Método volumétrico direto

Aparato - Sabendo que o reagente de Karl Fischer ¢
altamente higroscépico, o aparato deve garantir uma
exclusdo da umidade atmosférica. A determinagdo do
ponto final deve ser adequada. No caso do doseamento
direto de uma solucdo incolor, o ponto final pode ser
observado visualmente com uma mudanca de cor
amarelo intenso para &mbar. O caso inverso se observa
quando se realiza um doseamento por retorno (indireto)
de uma amostra em ensaio. No entanto, de forma
mais habitual, o ponto final ¢ determinado de forma
eletrométrica utilizando-se um aparato com um circuito
elétrico simples que gera um potencial aplicado de
aproximadamente 200 mV entre um par de eletrodos de
platina submersos na solugdo contendo a amostra que se
vai dosar. No final do doseamento, um ligeiro excesso
do reagente aumenta o fluxo de corrente entre 50 e 150
PA durante um periodo de 30 segundos a 30 minutos,
dependendo da solucdo que se estd dosando. Este periodo
¢ menor para substancias que se dissolvem no reagente.
Em alguns tituladores volumétricos automaticos,
a mudanca abrupta de corrente ou de potencial no
ponto final faz com que uma vélvula seja fechada por
solenoide que controla a bureta que fornece a solugdo
volumétrica. Os aparatos disponiveis comercialmente
compreendem geralmente um sistema fechado, que
consta de uma ou duas buretas automaticas e um vaso de
doseamento fechado hermeticamente, equipado com os
eletrodos necessarios e um agitador magnético. O ar no
sistema ¢ mantido seco com um dessecante adequado,
por exemplo, cloreto de célcio anidro ou gel de silica, e
o frasco de titulagdo pode ser purgado por meio de uma
corrente de nitrogénio seco ou de ar seco.

Reagente - O reagente de Karl Fisher pode ser preparado
por qualquer dos métodos indicados a seguir.

Nota: o cloroformio e o metanol utilizados para a
preparagdo do reagente devem ter um conteudo de
agua inferior a 0,1 mg/mL. O metoxietanol e o éter
monometilico de dietilenoglicol devem ter um conteudo
de agua inferior a 0,3 mg/mL.

Meétodo a - Adicionar 125 g de iodo a uma solugdo que
contenha 670 mL de metanol e 170 mL de piridina, e

resfriar. Colocar 100 mL de piridina em uma proveta
graduada de 250 mL e, mantendo a piridina fria em banho
de gelo, introduzir dioxido de enxofre seco até alcangar
o volume de 200 mL. Adicionar lentamente esta solug¢do
a mistura de iodo resfriada, agitando até dissolver o
iodo. Transferir a solug@o ao aparato e deixar a solugdo
em repouso durante 24 horas antes de padronizar. Um
mL desta solucdo recentemente preparada equivale a
aproximadamente 5 mg de agua. Proteger a solucdo da
luz enquanto estiver sendo utilizada. Para determinar
agua em quantidades tragos (menos de 1%), ¢ preferivel
utilizar um reagente com um fator de equivaléncia de
agua ndo maior que 2,0, o qual ird gerar o consumo de
um volume mais significativo da solugdo volumétrica.

Meétodo b - Dissolver 63 g de iodo em 100 mL de
piridina, com um contetido de 4gua inferior a 1 mg por
mL, resfriar a solu¢cdo em banho de gelo e passar diéxido
de enxofre seco através desta solugdo até que o aumento
de peso seja de 32 g. Completar o volume até 500 mL
com cloroférmio ou metanol e deixar em repouso pelo
menos durante 24 horas antes de usar.

Meétodo ¢ - Dissolver 102 g de imidazol, com um
contedo de agua inferior a 0,1%, em 350 mL de
metoxietanol ou éter monometilico de dietilenoglicol,
resfriar a solugdo em banho de gelo e passar dioxido de
enxofre seco através desta solucdo até que o aumento
de peso seja de 64 g, mantendo a temperatura entre 25 e
30 °C. Dissolver 50 g de iodo nesta solugdo e deixar em
repouso pelo menos durante 24 horas antes de usar.

Meétodo d — Passar didxido de enxofre através de 150
mL de metoxietanol até que o aumento de peso seja de
32 g. A esta solucdo, previamente resfriada em banho de
gelo, adicionar 250 mL de metoxietanol ou cloroférmio
que contenha 81 g de 2-metilaminopiridina, com um
conteudo de agua inferior a 1 mg por mL. Dissolver 36
g de iodo nesta solugdo e deixar em repouso pelo menos
durante 24 horas antes de usar.

O reagente de Karl Fischer preparado por qualquer destes
métodos deve ser padronizado dentro de um periodo de
uma hora antes do seu uso ou diariamente se seu uso ¢
continuo, pois sua atividade para a determinagao de dgua
varia com o tempo. Armazenar o reagente refrigerado,
protegido da luz e da umidade.

Pode-se utilizar uma solug@o estabilizada do reagente de
Karl Fisher disponivel comercialmente. Também podem
ser utilizados reagentes disponiveis comercialmente que
contenham solventes ou bases diferentes da piridina ou
alcoois diferentes do metanol. Estes podem ser solugdes
individuais ou reagentes formados in situ combinando
os componentes dos reagentes presentes em duas
solugdes diferentes. O reagente diluido necessario em
algumas monografias deve ser diluido de acordo com
as instrugdes do fabricante. Como diluente pode ser
utilizado metanol ou outro solvente adequado, como o
éter monometilico de dietilenoglicol.

Padronizacio - Colocar uma quantidade suficiente de
metanol ou de outro solvente adequado no frasco de
titulag@o para cobrir os eletrodos e adicionar quantidade
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suficiente do Reagente até obter a cor caracteristica do
ponto final, ou 100 + 50 pA de corrente continua com
um potencial aplicado de aproximadamente 200 mV.

Pode-se utilizar 4gua purificada, tartarato de sodio
diidratado, um padrdo de referéncia farmacopeico, ou
um padrdo comercial com um certificado de andlise
rastreavel até um padrdo farmacopeico para padronizar o
Reagente. O fator de equivaléncia do reagente, o volume
de doseamento recomendado, o tamanho da bureta € a
quantidade de padrdo a ser pesado sdo fatores que devem
ser considerados no momento de escolher o padrdo e a
quantidade que vai ser utilizada. Para agua purificada ou
padrdes de agua, adicionar rapidamente entre 2 e 250 mg
de agua, pesados com exatiddo, e dosar até o ponto final.
Calcular o fator de equivaléncia da agua, F, em mg de
agua por mL de reagente, pela férmula:

F=P/V

em que P ¢ o peso, em mg, da 4gua contida na aliquota do
padrédo utilizado; ¢ V é o volume, em mL, do Reagente
utilizado no doseamento. Para tartarato de sddio
diidratado (C,H,Na O,.2H,O), adicionar rapidamente
entre 20 ¢ 125 mg, pesados com exatiddo, ¢ dosar até o
ponto final. O fator de equivaléncia de agua, F, em mg
de agua por mL de reagente, ¢ calculado pela formula:

F = (36,04/230,08) P/V

em que 36,04 é o dobro do peso molecular da agua
e 230,08 ¢ o peso molecular do tartarato de sodio
diidratado; P ¢ o peso, em mg, do tartarato de sodio
diidratado; ¢ V ¢ o volume, em mL, do Reagente
consumido no doseamento.

Nota: a solubilidade do tartarato de sodio diidratado em
metanol é tal que pode ser necessario o uso de metanol
adicional para doseamentos posteriores do padrdo.

Preparacido da amostra - A ndo ser que se especifique
de outro modo na monografia individual, utilizar uma
quantidade pesada ou medida com exatiddo da amostra
em andlise com um conteudo de agua estimado entre
2 e 250 mg. A quantidade de 4gua depende do fator
de equivaléncia de dgua do Reagente e do método de
determinagdo do ponto final. Na maioria dos casos,
pode-se estimar a quantidade minima da amostra (P ),
em mg, por meio da formula:

P_=FCV/Kf

em que F ¢ o fator de equivaléncia de agua do Reagente,
em mg/mL; C ¢ o volume utilizado, em percentagem da
capacidade da bureta; V é o volume da bureta, em mL; ¢
Kf ¢ o limite ou conteudo esperado de agua na amostra,
em percentagem. C esta geralmente entre 30% e 100%
para o doseamento manual e entre 10% e 100% para o
método instrumental de determinagdo do ponto final.

Nota: é recomendado que o produto FCV seja maior
ou igual a 200 para o calculo, a fim de garantir que a
quantidade minima dosada seja maior ou igual a 2 mg.

Se a amostra em analise ¢ um aerossol com propelente,
conserva-la em congelador durante ndo menos que 2
horas, abrir o envase ¢ analisar 10,0 mL da amostra bem
misturada. Para dosar a amostra, determinar o ponto
final a uma temperatura de 10 °C ou mais.

Se a amostra em analise sdo capsulas, utilizar uma
porgdo do conteido homogeneizado de ndo menos que
quatro capsulas. Se for necessario, triturar o contetido
até po fino.

Se a amostra em andlise sdo comprimidos, utilizar o
p6 de ndo menos que quatro comprimidos triturados
até po fino em atmosfera com valores de temperatura e
umidade relativa que ndo afetem os resultados.

Nos casos em que a monografia especifique que a amostra
em analise ¢ higroscopica, colocar uma porgdo do soélido
pesada com exatiddo em um copo de doseamento,
procedendo imediatamente de forma a evitar a absorc¢éo
de umidade atmosférica.

Se a amostra estd constituida por uma quantidade
definida de s6lido como produto liofilizado ou p6 dentro
de um frasco, utilizar uma seringa seca para injetar
um volume adequado de metanol ou outro solvente
apropriado, medido com exatiddo, em um recipiente
tarado e agitar até dissolver a amostra. Com a mesma
seringa, retirar a solugdo do recipiente, transferir para
um frasco de titulagdo preparado segundo descrito em
Procedimento e dosar imediatamente. Determinar o
consumo de reagente empregado no doseamento do
volume de solvente utilizado para o preparo da amostra
e subtrair esse valor daquele obtido no doseamento da
amostra em andlise. Secar o recipiente e sua tampa a 100
°C durante 3 horas, deixar que esfriem em um dessecador
e pesar. Determinar o peso da amostra analisada a partir
da diferenga em peso em relacdo ao peso inicial do
recipiente.

Quando for apropriado, a dgua pode ser dessorvida ou
liberada da amostra por meio de calor em um forno
externo conectado ao copo, ao qual se transfere com
ajuda de um gas inerte e seco como nitrogénio puro.
Tomar cuidado e corrigir qualquer desvio devido ao
gas transportador. Selecionar com cuidado as condigdes
de aquecimento para evitar a formagdo de agua como



Farmacopeia Brasileira, 52 edicdo - Primeiro Suplemento 31

resultado da desidratacdo devido a decomposi¢do dos
componentes da amostra, o que pode invalidar o método.

Procedimento - A ndo ser que se especifique de outro
modo na monografia individual, transferir quantidade
suficiente de metanol ao copo de doseamento,
assegurando-se de que o volume seja suficiente para
cobrir os eletrodos (aproximadamente 30 a 40 mL), e
dosar com o reagente até o ponto final eletrométrico
ou visual para consumir a umidade que possa estar
presente (ndo considerar o volume consumido no
calculo). Adicionar rapidamente a amostra preparada
como indicado em Preparagdo da amostra, misturar e
titular com o Reagente até o ponto final eletrométrico
ou visual. Calcular o contetido de 4gua da amostra, em
porcentagem, utilizando a formula:

Y0, ~(VF X 100)/m

em que V € o volume, em mL, do Reagente consumido
na titulacdo; F ¢ o fator de equivaléncia de agua do
Reagente e m é a massa da amostra, em mg.

b. Método por retorno (indireto)

Principio — Neste doseamento adiciona-se um excesso
de Reagente a amostra, se espera um tempo suficiente
para que se complete a reacdo e titula-se o Reagente
nio consumido com uma solucio padrao de agua
em um solvente como o metanol. O procedimento de
doseamento por retorno é aplicado de forma geral e
evita os problemas que podem surgir no doseamento
direto de substincias nas quais a agua unida é
liberada lentamente.

Aparato, Reagente e Preparacio da amostra - Usar o
Meétodo volumétrico direto.

Preparacio e Padronizacio da Solucio de Agua —
Preparar uma Solugdo de Agua diluindo 2 mL de agua
com metanol ou outro solvente adequado até 1000
mL. Padronizar esta solucdo titulando 25,0 mL com o
Reagente, previamente padronizado como esta descrito
em Padroniza¢do do Reagente. Calcular o contetdo de
agua (Cégua), em mg por mL, da Solugdo de Agua, pela
formula:

C. =VF/25

agua

em que V € o volume do Reagente consumido, em mL,
e F ¢ o fator de equivaléncia de dgua do Reagente, em
mg/mL.

Procedimento — Transferir quantidade de metanol
ou outro solvente adequado ao copo de doseamento,
assegurando-se de que o volume seja suficiente para

cobrir os eletrodos (aproximadamente 30 a 40 mL) e
dosar com o Reagente até o ponto final eletrométrico
ou visual. Adicionar rapidamente a amostra, misturar
e adicionar um excesso, medido com exatiddo, do
Reagente. Esperar um tempo suficiente para que se
complete a reagdo e dosar o Reagente ndo consumido
com a Solucdo Padrido de Agua até o ponto final
eletrométrico ou visual. Calcular o conteudo de agua
(%, ) da amostra, em porcentagem, pela formula:

agua

%, =F(X'- XR)100/m

agua

em que F ¢é o fator de equivaléncia de dgua do Reagente,
em mg/mL; X" é o volume, em mL, do Reagente
adicionado depois da introducdo da amostra; X ¢ o
volume, em mL, da Solugcdo de Agua padronizada
necessaria para neutralizar o Reagente nao consumido;
R é o quociente, V/25 (mL de Reagente por mL de
Solugéo de Agua), determinado a partir da Padronizagdo
da Solugéo de Agua para doseamentos volumétricos por
retorno (indireto), ¢ m ¢ a massa da amostra, em mg.

¢. Método culombimétrico

Principio — Para a determinagdo culombimétrica da
agua utiliza-se a reacdo de Karl Fischer. O iodo, no
entanto, ndao ¢ adicionado na forma de uma solugdo
volumétrica, mas ¢ obtido por oxidag¢do anddica em uma
solucdo que contem iodeto. A célula de reagdo consta
normalmente de um amplo compartimento anddico e de
um pequeno compartimento catoddico, separados entre
si por um diafragma. Também podem ser utilizados
outros tipos adequados de células de reagdo (por
exemplo, sem diafragma). Cada compartimento tem
um eletrodo de platina que conduz a corrente através
da célula. O iodo, que ¢é produzido no eletrodo anddico,
reage imediatamente com a agua que estd presente no
compartimento. Quando toda a agua for consumida,
€ produzido um excesso de iodo que normalmente ¢é
detectado eletrometricamente, o que indica o ponto
final. A umidade ¢é eliminada do sistema por meio
da pré-eletrolise. Ndo € necessario trocar a solugdo
do copo depois de cada determinacdo. Um requisito
deste método é que cada componente da amostra seja
compativel com os demais componentes e que nao
sejam produzidas reagdes secundarias. Normalmente as
amostras sdo transferidas ao copo na forma de solugdo
mediante a injecdo através de um septo. Os gases
podem ser introduzidos na célula utilizando um tubo de
entrada de gas adequado. A precisdo do método depende
fundamentalmente do grau de eliminagdo da umidade
atmosférica no sistema; portanto, a introdugao de s6lidos
na célula pode exigir precaugdes tais como trabalhar em
uma atmosfera de gas inerte seco. O controle do sistema
pode ser realizado medindo a derivada da linha de base,
0 que ndo exclui a necessidade de uma corre¢do com
um branco quando se utiliza veiculo de introducdo da
amostra. Este método ¢ especialmente adequado para
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substancias quimicas inertes como hidrocarbonetos,
alcoois e éteres. Em comparacdo com o doseamento
volumétrico de Karl Fischer, a culombimétrica ¢ um
micrométodo.

Quando for apropriado, a agua pode ser dessorvida ou
liberada da amostra por meio de calor em um forno
externo conectado ao copo, ao qual se transfere com
ajuda de um gés inerte e seco como nitrogénio puro.
Tomar cuidado e corrigir qualquer desvio devido ao gés
transportador. Selecionar as condi¢cdes de aquecimento
para evitar a formacdo de agua como resultado da
desidratagdo devido a decomposicdo dos componentes
da amostra, o que pode invalidar o método.

Aparato — Admite-se o emprego de qualquer
equipamento disponivel comercialmente que possua
um sistema absolutamente hermético, equipado com
os eletrodos necessarios e um agitador magnético.
O microprocessador do equipamento controla o
procedimento analitico e mostra os resultados.

Reagente — As solugdes eletroliticas podem ser
preparadas por algum dos métodos indicados a seguir,
e também podem ser empregados reagentes comerciais.

Nota: o cloroformio e o metanol empregados para
a prepara¢do do reagente devem ter um conteudo em
dgua inferior a 0,1 mg/mL. O metoxietanol e o éter
monometilico de dietilenoglicol devem ter um conteudo
de dgua inferior a 0,3 mg/mL.

Método a - SOLUCAO DO ANOLITO: Dissolver 102
g de imidazol em 900 mL de metanol, resfriar a solugéo
em um banho de gelo e passar dioxido de enxofre seco
através da solugdo mantida em temperatura inferior a 30
°C, até que o aumento de peso seja de 64 g. Dissolver
com agitacdo 12 g de iodo, adicionar uma quantidade
apropriada de agua a solugdo até que a cor do liquido
passe de marrom a amarelo, ¢ diluir até 1 litro com
metanol. SOLUCAO DO CATOLITO: Dissolver 24 g
de cloridrato de dietanolamina em 100 mL de metanol.

Meétodo b — SOLUCAO DO ANOLITO: Dissolver 40 g
de 1,3-di(4-piridil)propano e 30 g de dietanolamina em
aproximadamente 200 mL de metanol e passar didxido
de enxofre seco através da solugdo até que o aumento
de peso seja de 25 g. Adicionar 50 mL de carbonato de
propileno e dissolver 6 g de iodo na solucdo. Adicionar
metanol para completar o volume para 500 mL e
adicionar uma quantidade apropriada de agua até que a
cor do liquido passe de marrom a amarelo. SOLUCAO
DO CATOLITO: Dissolver 30 g de cloridrato de colina
em metanol e diluir para 100 mL com o mesmo solvente.

Meétodo ¢ - SOLUCAO DO ANOLITO: Dissolver 100
g de dietanolamina em 900 mL de metanol ou em uma
mistura de metanol e cloroférmio (3:1) e passar diéxido
de enxofre através da solugdo até que o aumento de peso
da solugdo seja de 64 g. Dissolver 20 g de iodo na solugéo

e adicionar uma quantidade apropriada de 4gua até que a
cor do liquido passe de marrom a amarelo. SOLUCAO
DO CATOLITO: Dissolver 25 g de cloreto de litio em
1 litro de uma mistura de metanol e nitrometano (4:1).

Preparacdo da amostra — Quando a amostra é um
solido soltvel, pode-se dissolver uma quantidade
apropriada, pesada com exatiddo, em metanol anidro
ou outros solventes adequados. Quando a amostra ¢
um soélido insolavel, pode-se extrair uma quantidade
apropriada, pesada com exatiddo, usando um solvente
anidro adequado e pode-se injetar na solug¢do do andlito.
Alternativamente, pode-se utilizar uma técnica de
evaporagdo em que a agua seja liberada e evapore por
aquecimento da amostra num tubo em uma corrente
de gas inerte seco. O gas passa logo para o interior da
célula.

Quando a amostra vier a ser utilizada diretamente sem
ser dissolvida em um solvente anidro adequado, pode-
se introduzir uma quantidade apropriada, pesada com
exatiddo, diretamente no compartimento anddico.

Quando a amostra ¢ um liquido miscivel com metanol
anidro ou outros solventes adequados, pode-se adicionar
uma quantidade apropriada, pesada com exatiddo, ao
metanol anidro ou outros solventes adequados.

Procedimento — Utilizando um dispositivo seco, injetar
ou adicionar diretamente no andlito uma quantidade,
medida com exatiddo, da amostra ou da preparacdo
da amostra que contenha entre 0,5 ¢ 5 mg de agua, ou
quantidade recomendada pelo fabricante do instrumento,
misturar e realizar o doseamento culombimétrico até
o ponto final eletrométrico. Ler o contetido de 4dgua da
preparagao da amostra diretamente na tela do instrumento
e calcular a porcentagem presente na substancia.
Realizar uma determinagdo com um branco, conforme
seja necessario, e realizar as corregdes correspondentes.

2. METODO AZEOTROPICO -
DESTILACAO COM TOLUENO

Principio — Este método estd baseado na destilacdo,
por arraste com vapor de tolueno, da agua contida na
amostra de um produto sob as condigdes estabelecidas.

Aparato — Utilizar um baldo de vidro com fundo redondo
de 500 mL, A, conectando mediante uma conexdo, B, a
um condensador de refluxo, C, utilizando juntas de vidro
esmerilhado (ver Figura 1).
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Figura 1 - Aparato para a determinacio de 4gua
por destilagdo azeotrépica.

As dimensdes criticas das pecas do aparato sdo as
seguintes: o tubo de conexdo, D, tem um didmetro
interno de 9 a 11 mm. O coletor de destilado tem um
comprimento de 235 a 240 mm. O condensador deve ser
do tipo de tubo reto, com um comprimento aproximado
de 400 mm e um didmetro interno de ndo menos que 8§
mm. O tubo receptor, E, tem capacidade de 5 mL e sua
parte cilindrica, com um comprimento de 146 a 156 mm,
estd graduada em subdivisdes de 0,1 mL, de forma que o
erro de leitura ndo seja maior que 0,05 mL para qualquer
volume indicado. A fonte de calor é preferivelmente um
aquecedor elétrico com controle termostatico ou um
banho de 6leo. A parte superior do baldo e o tubo de
conexao podem estar isolados.

Limpar o tubo receptor ¢ o condensador com uma
solugdo de limpeza adequada, enxaguar exaustivamente
com agua e secar. Preparar o tolueno que sera utilizado
agitando-o com pequena quantidade de agua, e destilar
até separar o excesso de agua.

Procedimento — Colocar em um baldo seco uma
quantidade da substincia, pesada com exatiddo para
obter de 2 a 4 mL de agua. Se a substancia ¢ do tipo
semissolido, pesar sobre uma ldmina metdlica ovalada
com um tamanho que passe através do gargalo do frasco.
Se existe a possibilidade de que ao introduzir a substancia
sejam produzidas projegdes, adicionar quantidade de
material poroso (por exemplo: areia lavada e seca, tubos
capilares, porcelana). Colocar aproximadamente 200
mL de tolueno no baldo, conectar o aparato e encher o
tubo receptor, E, com tolueno vertido através da abertura

superior do condensador. Aquecer o baldo suavemente
durante 15 minutos e, logo que o tolueno entrar em
ebuligdo, destilar a uma velocidade de aproximadamente
duas gotas por segundo até que a maior parte da agua
tenha sido arrastada, depois aumentar a velocidade de
destilacdo para aproximadamente quatro gotas por
segundo. Quando aparentemente se tenha destilado toda
a agua, enxaguar o interior do tubo do condensador
com tolueno. Continuar a destilagdo por mais cinco
minutos; remover a fonte de calor e deixar que o tubo
receptor resfrie até a temperatura ambiente e arrastar a
agua aderida as paredes. Apos finalizada a separagéo da
agua e do tolueno, ler o volume de 4gua e calcular a
porcentagem desta que estava presente na substancia.

3. METODO GRAVIMETRICO

Procedimento para Substancias Quimicas — Proceder
como estd indicado na monografia individual preparando
a substancia quimica como estd determinado em Perda
por dessecagdo (5.2.9).

Procedimento para Drogas Vegetais — Proceder como
esta indicado em Métodos de farmacognosia (5.4), como
indicado na monografia individual.

5.5.3.6 METODOS MICROBIOLOGICOS
ALTERNATIVOS

1 INTRODUCAO

A utilizagdo dos métodos microbiolégicos ¢ muito
importante no controle de qualidade de produtos
e insumos farmacéuticos, tendo em vista que a
contamina¢do microbiana pode acarretar alteragdes em
suas propriedades fisicas e quimicas e afetar a qualidade
do produto e a seguranca do consumidor.

Os métodos microbiologicos tradicionais, apesar de
serem eficientes, simples e de baixo custo, apresentam
algumas limitagdes como resultado tardio, baixa
seletividade do meio de cultura e variabilidade da
resposta bioldgica dos micro-organismos.

Natentativa de contornar as deficiéncias apresentadas nos
métodos tradicionais, tém sido desenvolvidos métodos
microbioldgicos alternativos. Esses métodos podem
proporcionar melhoria na qualidade dos testes, maior
sensibilidade e resultados mais rapidos, possibilitando
que agoes corretivas sejam tomadas precocemente.

Ha grandes vantagens com a aplicagdo desses métodos,
mas € necessario um entendimento adequado do seu
potencial de aplicagdo e uma prévia e criteriosa validagao
devidamente documentada.

Nos métodos alternativos ha principios e conhecimentos
especificos exigindo capacitagdio adequada dos
profissionais que os aplicardo. Na escolha do método
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deve-se considerar sua aplicabilidade e a compatibilidade
com o produto a ser analisado.

Com esse capitulo tem-se o propdsito de apresentar os
principais métodos microbiologicos alternativos, suas
aplicagdes e critérios gerais para a validagdo. Nao ¢
intencdo recomendar o método a ser utilizado e nem
apresentar uma lista exaustiva, mas auxiliar no processo
de escolha e de validagdo.

2 TTIPOS DE TESTES

Os testes microbioldgicos alternativos podem
ser divididos em quantitativos, qualitativos e de
identificagdo. Os testes quantitativos sdo aqueles
utilizados quando se tem como objetivo determinar a
quantidade de micro-organismos em uma amostra. Com
os testes qualitativos evidencia-se a presenca ou auséncia
de micro-organismos. Os testes de identificac@o, por sua
vez, sdo utilizados com objetivo de caracterizar o micro-
organismo presente.

3 PRINCIPAIS METODOS
3.1 Métodos baseados no crescimento

3.1.1 Aspectos Gerais

Os métodos microbiologicos alternativos baseados
em tecnologias de crescimento diferem dos métodos
convencionais uma vez que utilizam de parametros
bioquimicos ou fisiolégicos ou artefatos decorrentes
deles para detecgdo do crescimento microbiano. Uma
das vantagens desses métodos em comparagdo com
os métodos tradicionais reside na capacidade de se
processar simultaneamente um grande numero de
amostras e obter resultados em menor tempo.

Exemplos de métodos microbioldgicos alternativos
baseados em tecnologias de crescimento:

3.1.2 Métodos Eletroquimicos

Os micro-organismos que se multiplicam em meio
de cultura especifico produzem metabolitos idnicos
altamente carregados, a partir de nutrientes organicos
fracamente carregados, levando a modificagdo das
propriedades elétricas desses meios. Essas mudangas na
impedancia (medida por condutincia ou capacitancia)
sdo monitoradas com eletrodos em contato com o meio
de cultura. O ponto final mensuravel é o tempo necessario
para detectar uma mudanca na impedancia inicial, sendo
inversamente proporcional ao tamanho do inoculo. Para
bolores e leveduras, que produzem apenas pequenas
mudangas na impedancia elétrica, ¢ comum uma medida

indireta de condutancia, utilizando um reservatorio de
hidréxido de potassio. A medida direta da capacitancia
também pode ser realizada. A deteccdo automatizada
com geracdo de dados eletronicos e mapeamento da
variagdo da impedancia reflete a curva de crescimento
dos micro-organismos, possibilitando reduzir a duragao
do teste para 48 horas.

3.1.3 Bioluminescéncia

A Adenosina trifosfato (ATP) esta presente em todas as
células vivas e sua detec¢do ¢ um indicador da presenca
de micro-organismos viaveis. O ensaio consiste em
extrair ATP das células microbianas, seguido pelo
ensaio quantitativo ou qualitativo utilizando-se o
sistema enzimatico luciferina/luciferase e medir a
luz gerada por um luminémetro, ou uma camera com
dispositivo de carga acoplado. A Luz Relativa (medida
em unidade relativa de luz - URL) ¢ diretamente
proporcional a quantidade de ATP presente na amostra
e depende de fatores como a sensibilidade dos reagentes
e o nimero de micro-organismos presentes. No caso
de reduzido numero de micro-organismos na amostra,
isso é, menos que 10% - 10°, pode haver necessidade
de uma etapa de pré-incubagdo do sistema. Pode ser
necessario ainda aprimorar as etapas de preparagdo da
amostra para reduzir a presen¢a de ATP ndo microbiano,
empregando-se, por exemplo, um pré-tratamento da
amostra com as enzimas apirase ou somase. A extracao
ideal do ATP deve ser rapida e ativa, a fim de evitar sua
degradacado, garantindo assim parametros eficientes de
sensibilidade e reprodutibilidade. Como a reacdo que
gera bioluminescéncia ¢ de natureza enzimatica, esta
sujeita a interferéncias de produtos que possam inibir ou
diminuir a atividade enzimadtica, devendo ser investigada
durante a validacdo do processo.

3.1.4 Detecgao da produgao ou consumo de gas

A multiplicagdo ¢ o metabolismo de micro-organismos
em meios de cultura especificos produzem metabolitos
ou ecliminam nutrientes especificos. Nesse sentido,
alteragdes nas composigdes gasosas, como produgdo
de CO, ou consumo de O, podem ser monitoradas
¢ detectadas por meio de detec¢do colorimétrica,
fluorimétrica, transdutores de pressdo ou outros tipos de
deteccdo. Esses sistemas sdo referidos como de detecgdo
microbiana ndo invasivos ¢ podem acomodar um grande
nimero de amostras.

3.1.5 Emprego de substratos cromogénicos

Substratos cromogénicos sdo frequentemente utilizados
para detectar a presenga de enzimas especificas na
identifica¢do de micro-organismos empregando métodos
manuais ou automatizados. Meios de cultura liquidos ou
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solidos contendo substratos cromogénicos sdo utilizados
para revelar atividades enzimaticas especificas para a
deteccdo e diferenciagdo de micro-organismos. Nesses
meios particulares, substratos definidos sao introduzidos
na formulag@o e sdo hidrolisados pela enzima celular
especifica de uma determinada bactéria ou fungo durante
o crescimento. Esses substratos sdo escolhidos de
acordo com a atividade enzimatica e estdo relacionados
com a presenca de indicadores coloridos. Esses produtos
possibilitam melhor diferenciacdo das colonias em
culturas mistas, sendo de facil uso e interpretagdo. Além
disso, o tempo de resposta € menor, porque o crescimento
e a identificagdo do micro-organismo sdo simultineos.
No entanto, a validagdo dos meios de cultura deve ser
realizada cuidadosamente para garantir uma combinagao
de seletividade, especificidade e robustez. A qualidade
do sinal ¢ baseada ndo s6 na escolha criteriosa das
enzimas a serem avaliadas, pois podem estar presentes
em diferentes géneros, mas também nas caracteristicas
fisico-quimicas do meio, tal como o pH.

3.2 Métodos baseados na medida direta da
viabilidade

3.2.1 Aspectos gerais

Métodos baseados na medida direta da viabilidade sdo
rapidos e independentes da proliferagdo microbiana.
Baseiam-se no uso de corantes para componentes
bioquimicos de células microbianas ou fluorescéncia
obtida pela clivagem enzimatica de substratos
fluorogénicos em micro-organismos com paredes
celulares funcionais.

3.2.2 Citometria de fase s6lida

Na citometria de fase solida usa-se um indicador de
viabilidade fluoréforo, que € retido no citoplasma de
micro-organismos com membrana integra. O substrato
conjugado nao fluorescente requer atividade enzimatica
intracelular para ser clivado e liberar a porgdo
fluorescente. Um leitor automatico a laser possibilita a
leitura das células fluorescentes e softwares apropriados
possibilitam a diferenciagdo entre células viaveis e
particulas fluorescentes. A diferenciagdo entre células
viaveis e ndo viaveis ¢ baseada na presenga ou auséncia
de atividade da estearase e na membrana celular intacta.
Nessa técnica se utiliza a filtragdo em membrana para
separar 0s possiveis contaminantes microbianos de
amostras filtraveis e subsequente marcagdo das células
retidas com o substrato de viabilidade. Esse ¢ hidrolisado
por enzimas estearases ndo especificas no citoplasma dos
micro-organismos metabolicamente ativos, liberando o
fluoréforo livre. Antes da marcagdo, um contracorante
pode ser adicionado para minimizar a fluorescéncia de
fundo, assim como pode ser necessaria uma etapa de pré-
incubagdo para a ativagcdo de esporos ou a recuperagio

de micro-organismos estressados ou fastidiosos. A
membrana filtrante ¢ varrida por um sistema /aser do
citometro e a luz fluorescente ¢ detectada por células
fotomultiplicadoras.

3.2.3 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo possibilita detectar micro-
organismos suspensos em um meio liquido. Os
mecanismos de marcagdo e deteccdo sdo similares a
citometria de fase s6lida, porém a amostra nao precisa ser
filtrada. Os micro-organismos marcados pelo indicador
de viabilidade ndo fluorescente podem ser detectados
em suspensdo, ao passar por um citometro de fluxo. A
amostra marcada ¢ injetada em uma célula de fluxo de
quartzo e passa por um feixe de /aser excitatério para
deteccdo dos micro-organismos. A citometria de fluxo
também fornece resultados rapidos, mas é menos
sensivel que a citometria de fase solida. Para melhorar
o desempenho, pode ser realizada uma etapa prévia de
incubagdo em meio de cultura, o que tornaria 0 método
baseado em crescimento.

3.2.4 Epifluorescéncia direta

Nesse método, assim como na citometria de fase solida,
as amostras sdo filtradas e coradas com um indicador
de viabilidade fluorescente, como o corante alaranjado
de acridina ou o 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI).
Os micro-organismos sdo detectados por microscopia
epifluorescente. A epifluorescéncia possibilita a detec¢do
rapida de micro-organismos e sua sensibilidade depende
do volume filtrado e do niimero de campos examinados.
Sistemas com analise de imagens aumentam a utilidade
do método. A técnica de filtragdo epifluorescente direta
¢ aplicavel a produtos liquidos e fluidos de baixa
viscosidade, podendo também ser aplicavel a produtos
particulados previamente diluidos. Uma modificacao
desse método emprega amostragem usando uma folha
adesiva para a coleta de células de superficie, coloracdo
na folha e subsequente observagao direta em microscopio
epifluorescente.

3.3 Métodos baseados na analise de
componentes celulares

3.3.1 Aspectos gerais

Englobam métodos nos quais a expressdo de alguns
componentes celulares fornece a medida indireta da
presenca microbiana. Hé alto grau de especificidade e
possibilitam resultados rapidos. Pode ser necessario
elevado numero de células.
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3.3.2 Fenotipico

3.3.2.1 Imunoldégicos

Com os métodos imunoldgicos detectam-se e
quantificam-se micro-organismos por meio da interagdo
antigeno-anticorpo. Sdo uteis na identificagdo de micro-
organismos especificos ou determinantes celulares
Unicos. A interacdo antigeno-anticorpo pode estar
relacionada a fendmenos de aglutinacdo ou visualizacao
do ponto final por colorimetria ou fluorimetria. Ha
grande sensibilidade e especificidade.

O teste ELISA (do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay, ensaio de imunoabsor¢do ligado a enzima) ¢
uma técnica de marca¢do para indicar presenga ou
auséncia de um anticorpo ou antigeno. Nessa técnica ha
pelo menos um anticorpo com especificidade para um
antigeno em particular. A amostra contendo o antigeno ¢é
imobilizada em um suporte sélido (normalmente placa de
microtitulagdo em poliestireno). Apds a imobilizagdo do
antigeno o anticorpo ligado a uma enzima ¢ adicionado
e forma um complexo com o antigeno. Em seguida, ¢é
adicionado um substrato enzimatico que produz um
sinal visivel, em geral por mudanca de cor, que indica a
presenca de antigeno na amostra.

Os métodos imunoldgicos dependem de expressao tinica
de identificadores especificos, portanto, ndo indicam
necessariamente a presenca de micro-organismos.

Os imunoensaios sdo simples, baratos e podem ser
usados para analises qualitativa e quantitativa.

3.3.2.2 Perfil de acidos graxos

O perfil de acidos graxos celular é unico e estavel, com
alto grau de homogeneidade e reprodutibilidade dentro
de um grupo taxonomico. A diferenciagio e identificagido
de grande variedade de micro-organismos podem ser
feitas por meio da quantidade e tipos de acidos graxos
extraidos da amostra microbiana. Os &cidos graxos
de cadeia ramificada sdo comuns em muitas bactérias
Gram-positivas, enquanto que as bactérias Gram-
negativas sdo compostas predominantemente de acidos
graxos de cadeia linear. O isolado ¢ cultivado em meio
de cultura padrdo, sendo importante o uso de culturas
de 24 + 2 horas, para garantir que as células estejam
em fase de crescimento exponencial. Os acidos graxos
sdo extraidos por processo de saponificacdo, seguido de
metilagdo para converté-los no respectivo éster metilico
(FAME — Fatty Acid Methyl Ester), que ¢ extraido da
fase aquosa pelo uso de solvente orgénico e o extrato
resultante ¢ analisado por cromatografia gasosa de alta
resolucdo. O perfil de ésteres metilicos dos acidos graxos
extraidos de uma amostra ¢ comparado com isolados
conhecidos, num banco de dados. Essa técnica requer
alto grau de padronizagio, incluindo os meios de cultura,
temperatura de incubagao e condi¢des de operagao.

3.3.2.3 Espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier

A espectroscopia de infravermelho com transformada
de Fourier aplicada a microbiologia teve um impulso
consideravel nesses ultimos anos considerando a
rapidez e simplicidade de aplicacdo da técnica. A regido
do infravermelho pode compor-se de trés zonas (NIR,
MIR E FIR) de acordo com o comprimento de onda.
Com a técnica estuda-se a interagdo entre a radiacao
infravermelha e a matéria.

Quando a matéria absorve radiacdo na regido do
infravermelho, ocorrem alteragdes do nivel vibracional
das ligagdes quimicas. Os comprimentos de onda em
que ocorrem essas transi¢des sdo caracteristicos de cada
grupo funcional. Assim, ¢ possivel elaborar tabelas que
possibilitam a identificacdo de moléculas em amostras
cuja composicdo ¢ desconhecida, com a construgdo de
bancos de dados especificos que permitem a identificagdo
dos micro-organismos. O micro-organismo pesquisado
deve ser isolado em um meio de cultivo, coletado e
analisado em espectrometro de infravermelho com
transformada de Fourier ¢ o espectro obtido deve ser
comparado com um banco de dados para a identificacao.

3.3.2.4 Espectrometria de massa

A espectrometria de massa possibilita a determinagio
¢ identificacdo de estruturas quimicas por meio de
avaliagio da massa e da carga iénica. E uma técnica que
pode ser utilizada na analise de biomoléculas e grandes
moléculas organicas, como DNA, proteinas, peptideos,
agucares e polimeros.

A técnica MALDI-TOF (matrix-assisted laser
desorption/ionization - time of flight) ¢ uma técnica de
ionizac¢do e dessor¢do a laser assistida por matriz que
irradia amostras biologicas cristalizadas associadas
a compostos quimicos. As moléculas ionizadas e
aceleradas sdo langadas em um tubo sob vacuo e sem
campo elétrico, para medida de seu tempo de voo,
proporcional 2 massa molar da molécula, até o detector.
Usa-se a técnica MALDI-TOF para identificacdo rapida
de micro-organismos que sdo tratados como entidades
quimicas complexas. A cultura microbiana ¢ colocada
no poco de uma placa e coberta com matriz de solvente.
A placa ¢ exposta ao laser, causando dessor¢do de
componentes celulares ionizados, que percorrem o tubo
em dire¢do ao detector de massa. O tempo de detecgdo
difere para cada molécula e a andlise completa da célula
microbiana fornece um espectro de massa a partir das
macromoléculas. O sinal do detector ¢ capturado como
uma unica impressao digital para cada micro-organismo.
O espectro obtido ¢ comparado num banco de dados.

A SELDI-TOF ¢ uma variacdo da MALDI-TOF onde
a amostra de cultura é colocada diretamente em uma
superficie quimicamente modificada.
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Na técnica de espectrometria de massa os isolados
microbianos requerem cultura antes da analise.

3.3.2.5 Ensaios bioquimicos baseados em
reacdes fisioldgicas

Os micro-organismos podem ser caracterizados por
reagdes bioquimicas com determinadas substincias
quimicas ou pela utilizagdo de fontes especificas de
carbono. A identificacdo do micro-organismo pode ser
feita comparando o perfil de reagdes bioquimicas com
um banco de dados. As analises podem ser realizadas
manualmente ou empregando equipamentos especificos.

Testes preliminares de diferenciagdo, como a coloragdo
de Gram, possibilitam decidir pela utilizacdo adequada
da série de reagdes bioquimicas e/ou enzimaticas.
Normalmente suspensdes microbianas sdo testadas
usando kits de testes bioquimicos. Esses ensaios
requerem colonias puras com até 3 dias de cultivo.
O sistema ¢ de facil operagdo, mas a interpretagdo
dos resultados pode ser subjetiva. O resultado pode
ser rapido, dependendo do sistema usado e do micro-
organismo investigado.

3.3.3 Genotipico

3.3.3.1 Amplificacdo de 4cidos nucléicos

As técnicas que empregam a amplificacdo de acidos
nucléicos podem possibilitar a identificacdo de micro-
organismos a partir do aumento exponencial de um
fragmento especifico do acido nucléico. Varios métodos
podem ser empregados na analise dos fragmentos:
tamanho, sequéncia especifica, reamplificacdio com
um segundo par de primer ou deteccdo especifica por
hibridizacdo com probe fluorescente. Na escolha do
método deve-se considerar a finalidade da andlise. A
utilizacdo do DNA como marcador pode detectar os
micro-organismos nao viaveis que também contém o
DNA, enquanto que o mRNA ¢ degradado rapidamente
em micro-organismos ndo viaveis, sendo considerado
um bom marcador para a viabilidade.

3.3.3.2 Impressoes digitais

Essa técnica caracteriza e identifica os micro-organismos
emnivel de subespécie, utilizando fragmentos derestrigao
dos acidos nucleicos a partir de genomas bacterianos ¢
fingicos. A partir de uma cultura pura e lisada, 0 DNA
¢ extraido e fragmentado por enzimas de restri¢do. Os
fragmentos de DNA sdo separados pelo seu tamanho por
eletroforese, visualizados e¢ comparados com padrdes
obtidos de espécies conhecidas. A ribotipagem é um
exemplo tipico dessa técnica. Existem também métodos
baseados em impressdo digital de PCR com primers
que se ligam aos varios sitios do genoma microbiano,
criando fragmentos amplificados com uma distribuigio

de tamanho caracteristico. Para o emprego dessa técnica
¢é necessario o uso de coldnias puras.

4 VALIDACAO DE METODOS
MICROBIOLOGICOS ALTERNATIVOS

4.1 Aspectos gerais

O objetivo principal pretendido com esse item ¢
fornecer orientagdes gerais para a validagdo de métodos
microbioldgicos alternativos, para demonstrar a nao
inferioridade entre esse e o tradicional.

Antes da validag@o formal, deve ser realizada avaliagao
criticadométodo alternativo que se deseja validar. Alguns
aspectos devem ser verificados, como a compatibilidade
do método alternativo com o produto e sua
adequabilidade a rotina. Além disso, é necessario avaliar
o processo produtivo para identificar as possiveis fontes
de contaminagdo microbiana e seu perfil microbiolédgico.
Essa avaliagdo deve levar em consideragdo, por
exemplo, os micro-organismos isolados das matérias-
primas; o controle em processo ou no desenvolvimento
do processo; o monitoramento ambiental, bem como
0s micro-organismos de crescimento lento ¢ os micro-
organismos contaminantes comuns ao produto, relatados
na literatura. Essa avaliagdo sera importante para
determinar as amostras mais adequadas ¢ identificar os
tipos e niimero de micro-organismos associados com o
processo que devem ser abordados na validagdo do novo
método. Independente do novo método a ser validado, o
equipamento, quando utilizado, incluindo o hardware ¢
o software do computador, deve ser qualificado/validado
de acordo com as Boas Praticas. Alguns métodos
alternativos dependem do uso de banco de dados. A
extensdo da cobertura desse banco precisa estar descrita
no objetivo pretendido com a validagdo. Conforme a
natureza do ensaio microbioldgico os parametros de
validacdo seguem a Tabela 1.
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Tabela 1 - Parametros de validagao pelo tipo de teste microbiologico.

Parametros Testes quantitativos Testes qualitativos Testes de identificagdo
Especificidade Sim Sim Sim
Limite de detecgao Sim Sim Nao
Exatidao Sim Nio Sim
Precisdo Sim Nao Sim
Limite de quantificacdo Sim Nao Nao
Linearidade Sim Nao Nao
Intervalo Sim Nao Nao
Robustez Sim Sim Sim

Considerando as caracteristicas intrinsecas dos micro-
organismos, o numero de unidades formadoras de
colonia (UFC) segue a distribuicdo de Poisson e nesse
caso para os testes quantitativos as técnicas estatisticas
de Poisson sdo adequadas. Se a distribuicdo normal
for utilizada, é frequentemente necessaria a prévia
transformag¢do de dados brutos por meio da adogdo
de alguma conversdo logaritmica ou raiz quadrada da
contagem +1. Essa ultima exige atencao especial quando
ha ocorréncia de resultado zero. Apds a transformacao
¢ necessaria a aplicacdo de um teste de avaliacdo da
normalidade dos dados.

O espectro de micro-organismos escolhido para a
validagdo do método alternativo e para a demonstracdo da
ndo inferioridade em rela¢do ao método tradicional deve
ser cuidadosamente justificado. Os micro-organismos
descritos no capitulo 5.5, especificamente nos itens
5.5.3.1 (Ensaios microbioldgicos para produtos ndo
estéreis), Tabela 1, ou 5.5.3.2 (Ensaios microbiologicos
para produtos estéreis), Tabela 1, constituem uma
referéncia a ser seguida. Adicionalmente, recomenda
utilizar-se os isolados microbianos que sejam recorrentes
a amostra testada.

Na validacao do método alternativo, a ndo inferioridade
em relagdo ao método tradicional deve ser comprovada.
Com esse atributo tem-se como propdsito demonstrar
que o método alternativo ndo € menos sensivel e é tao
eficaz quanto o método tradicional, considerando uma
margem de tolerancia fixada previamente, denominada
margem de ndo inferioridade (M).

A nio inferioridade de um método alternativo (A) em
relagdo ao método tradicional (T) ¢ estabelecida a partir
da construgdo de intervalos de confianga bilaterais,
IC 95%, ou unilaterais, IC 97,5%, nos quais o limite
superior para a diferenga T - A é menor que a margem
M).

As hipoteses, nula (H)) e alternativa (H,), relativas aos
estudos de ndo inferioridade sdo, respectivamente:

H,: T - A>M (o método alternativo ¢ inferior ao método
tradicional).

H;: T-A <M (o método alternativo ndo ¢ inferior ao
método tradicional).

Rejeitar a hipdtese nula acima representa que o método
alternativo (A) nao ¢ inferior ao método tradicional (T).

Na demonstrag@o da ndo inferioridade, devem submeter-
se ao método tradicional os mesmos tipos de produtos ¢ as
mesmas suspensdes microbianas utilizadas na avaliag@o
do método alternativo. Entretanto, deve-se ter atencdo
para os testes cujo perfil de contaminagdo das amostras é
zero. Nesses casos, a demonstra¢do de ndo inferioridade
com o uso de amostras contaminadas ¢ mais apropriada.
Para os testes qualitativos, a demonstracdo de ndo
inferioridade deve ser realizada para o parametro Limite
de Detecgdo. Para testes quantitativos, a demonstragéo
deve ser feita para Limite de Detecgdo, Limite de
Quantifica¢do, Exatiddo e Precisdo. No caso dos testes
de identifica¢do, a demonstracdo de ndo inferioridade
deve ser realizada para os parametros de Exatiddo e
Preciséo.

4.2 Parametros

4.2.1 Especificidade

A especificidade, no contexto dos métodos
microbioldgicos ndo seletivos, representa a capacidade
do método em promover uma resposta positiva
para os diferentes micro-organismos que se espera
estarem presentes em uma amostra. Em se tratando de
métodos microbioldgicos seletivos, a demonstragdo
da especificidade também envolve a obtengdo de
resultados negativos para 0os micro-organismos que nao
sdo de interesse para o método. Em ambos os casos,
quando se tratarem de métodos cuja interpretacdo do
resultado ndo seja obtida por meio da leitura direta do
crescimento microbiano, deve ser também demonstrado
que componentes da matriz, contaminantes ou materiais
estranhos ndo sdo capazes de promover resultados falsos
positivos ou falsos negativos. Para esse parametro ¢
importante que seja testado o maior numero possivel de
micro-organismos.
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4.2.2 Limite de detecc¢ao

O limite de detec¢do ¢ o menor nimero de micro-
organismos em uma amostra que pode ser detectado
sob as condicdes experimentais estabelecidas. Refere-se
ao numero de micro-organismos presentes na amostra
original antes de qualquer dilui¢@o ou incubacao.

O método alternativo e o método tradicional devem
ser avaliados usando um indculo contendo uma baixa
concentragdo de micro-organismos. A concentragdo
desse indculo deve ser ajustada ao longo do estudo
para que pelo menos 50% dos resultados obtidos pelo
método tradicional seja positivo. Um numero minimo de
5 replicatas deve ser utilizado para cada concentragdo
escolhida.

A ndo inferioridade com o método tradicional deve
ser demonstrada por meio da comparagdo estatistica
do numero de resultados positivos e negativos obtidos
entre os dois métodos. O teste de Chi-Quadrado pode
ser utilizado para esse propdsito. O limite de detecgdo
atingido deve ser compativel com a finalidade proposta
para o método, como por exemplo, deve haver
significante confianga para que um método proposto
para a analise de esterilidade seja capaz de detectar 1
UFC na amostra a ser testada.

4.2.3 Limite de quantificaciao

O limite de quantificagdo é o menor numero de
micro-organismos capaz de ser determinado com
precisdo e exatiddo sob as condigdes experimentais
estabelecidas. Esse parametro deve ser determinado
com, no minimo, 5 concentragdes dentro da faixa de
trabalho para cada micro-organismo ¢ em 5 replicatas
para cada concentragdo. Alternativamente os resultados
da linearidade e exatiddo podem ser utilizados e, nesse
caso, o limite de quantificagdo corresponde @ menor
concentragdo encontrada no intervalo.

4.2.4 Exatidao

A exatiddo representa a proximidade dos resultados
obtidos experimentalmente em relagdo aos resultados
esperados para a dilui¢do microbiana utilizada ou aqueles
obtidos pelo método tradicional. Geralmente é expressa
como a % de recuperagdo de micro-organismos. A
exatiddo pode ser demonstrada empregando suspensdo
microbiana com concentragdo no limite superior do
intervalo de trabalho definido para o método. A partir
dessa suspensdo, dilui¢des seriadas devem ser preparadas
cobrindo toda a faixa de trabalho, que deve sobrepor-
se a do método tradicional. A suspensdo original ¢ suas
diluicdes devem compor as diferentes concentragdes
microbianas. Esse parametro deve ser determinado com,
no minimo, 5 concentra¢des dentro da faixa de trabalho
para cada micro-organismo e em 5 replicatas para cada

concentragdo. A percentagem de recuperagdo do método
alternativo deve situar-se em 100 = 30%.

Para demonstrar a ndo inferioridade, nos dois
métodos, ndo € necessario obter graus de recuperacao
estatisticamente iguais. A verificag@o de que os resultados
obtidos com o método alternativo atendem ao critério de
aceitacdo ¢ suficiente na maioria das vezes. Entretanto,
os resultados obtidos com o método alternativo podem
ser comparados com os resultados com o método
tradicional para determinar qual ¢ mais exato. Para
tanto a normalidade dos dados deve ser verificada por
meio de algum teste estatistico para esse fim. Uma vez
encontrada a normalidade dos dados pode ser realizado
o teste F de Snedecor, para verificar a igualdade das
variancias. Caso essas sejam iguais, a comparacao das
médias de recuperagdo pode ser realizada pelo teste de T
de Student ou Analise de Variancia (ANOVA).

4.2.5 Precisao

A precisdo € o grau de concordancia entre os resultados
de testes individuais quando o procedimento ¢é
aplicado repetidamente em suspensdes homogéneas de
micro-organismos contemplando a faixa de trabalho.
Geralmente € expressa como o desvio padrdo ou desvio
padrio relativo (coeficiente de variag@o) dos resultados
obtidos. Esse parametro pode ser demonstrado
empregando suspensdo microbiana com concentragao
definida e a partir dessa, diluigdes seriadas devem ser
preparadas.

A precisdo deve ser determinada com, no minimo,
2 concentra¢des, sendo uma situada no limite de
quantificagdo e outra no limite da especificagdo do
produto para cada micro-organismo e em 10 replicatas
para cada concentragdo. Para a avaliagdo da precisdo
intermediaria, o experimento deve ser repetido em outro
dia de trabalho.

Para os testes de identificacdo, a precisdo deve ser
determinada com 10 replicatas em dias diferentes de
trabalho.

Geralmente, valores menores que 30% para o coeficiente
de variagdo demonstram uma precisdo aceitavel para os
métodos. A nédo inferioridade, entretanto, entre o método
alternativo e o tradicional deve ser demonstrada por
meio de um teste estatistico apropriado.

4.2.6 Linearidade

7

A linearidade ¢ a capacidade do método de produzir
resultados que sdo proporcionais a concentragdo de
micro-organismos presentes na amostra dentro de um
dado intervalo.

Esse parametro deve ser determinado com, no minimo, 5
concentragdes microbianas para cada micro-organismo
e em 5 replicatas para cada concentrag@o.
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Deve-se atentar para as limitagdes dos métodos
existentes, tanto para o método alternativo quanto para
o tradicional, para que as concentragdes utilizadas ndo
produzam resultados sobrepostos. Portanto, ajustes no
numero de concentragcdes podem ser realizados caso o
limite de trabalho seja restrito.

A avaliacdo da linearidade pode ser realizada por meio
do calculo do quadrado do coeficiente de correlagéo, 12,
a partir de uma andlise de regressdo linear dos dados
gerados. Apesar do coeficiente de correlagdo ndo fornecer
uma estimativa da linearidade, ele ¢ comumente aplicado
para dar uma ideia de relacdo. O método alternativo nao
deve possuir um valor de r> menor do que 0,95.

4.2.77 Intervalo

O intervalo ¢ a faixa entre a menor e a maior concentragao
de micro-organismos que tenham sido determinadas
com precisdo, exatiddo e linearidade seguindo as

instru¢des no método. O intervalo ¢ determinado a partir
dos estudos de precisao, exatiddo e linearidade.

4.2.8 Robustez

A robustez € o grau de reprodutibilidade dos resultados
obtidos no teste por analise da mesma amostra com
variagdes das condigdes normais do teste, tais como:
instrumentos, lotes de reagentes e laboratorios.
Possibilita estabelecer a viabilidade da técnica face as
variagdes deliberadas nos parametros operacionais.

5. PRINCIPAIS APLICACOES

A escolha do método microbioldgico alternativo requer
o conhecimento sobre a sua base cientifica e deve
considerar a finalidade do teste ¢ a sua compatibilidade
com o produto a ser analisado. Na Tabela 2, estdo
relacionadas orientagdes/sugestdes de aplicagdes dos
métodos disponiveis.

Tabela 2 - Principais aplicacées dos métodos microbiologicos alternativos.

Métodos Tecnologia Aplicagoes
.. Ensaio microbioldgico de antibioticos;
Eletroquimica . . .
teste de eficacia antimicrobiana.
Teste de esterilidade.
Detecg@o do consumo ou producédo de gas
Crescimento . . -
Contagem microbiana em matérias-
Bioluminescéncia primas, agua e produtos; monitoramento
ambiental; teste de esterilidade;
teste de eficacia antimicrobiana.
Emprego de substratos cromogénicos Identificagdo microbiana.
Contagem microbiana em matérias-
Citometria de fase sé6lida primas, dgua e produtos; monitoramento
ambiental; teste de esterilidade.
Viabilidade Citometria de fluxo Contagem microbiana em matérias-
primas, agua e produtos.
. N Contagem microbiana em matérias-primas,
Epifluorescéncia direta . . .
agua e produtos; monitoramento ambiental.
. Analise de endotoxinas bacterianas;
Imunolégicos . . . .
identificagdo microbiana.
Perfil de acidos graxos Identificagdo microbiana.
Espectroscopia infravermelha
Fenotipico Identificagdo microbiana.
com transformada de Fourier (FTIR)
Espectrometria de massa Identificagdo microbiana.
Ensaios bioquimicos baseados . .. .
~ qu . . Identificagdo microbiana.
em reagoes fisiologicas
. Amplificac¢do de acidos nucleicos Identificagdo microbiana.
Genotipico — — - — -
Impressdes digitais Identificagdo microbiana.
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ACETATO DE CALCIO

Calcii acetas

0O

)J\ 2+
- Ca

H,Cc~ ~O

C,H.CaO,; 158,17

acetato de calcio; 09629

Sal de calcio do acido acético (1:2)
[62-54-4]

Contém, no minimo, 99,0% e, no maximo, 100,5% de
C,H,CaO, em relagio a substincia anidra.

DESCRICAO

Caracteristicas fisicas. P6 branco, livre de odor,
higroscopico.

Solubilidade. Facilmente solivel em agua, pouco
solavel em etanol.

IDENTIFICACAO
A. Responde as reagdes do ion célcio (5.3.1.1).

B. Responde as reagdes do ion acetato (5.3.1.1).

ENSAIOS DE PUREZA

pH (5.2.19). 7,2 a 8,2. Determinar em solugdo a 5%
(p/v).

Bario. Proceder conforme descrito em Espectrometria
de emissao atomica (5.2.13.2).

Utilizar espectrofotometro provido de ldmpada de
catodo oco de bario e selecionar a linha de emissdo em
455,4 nm.

Solu¢do amostra: dissolver 5,00 g da amostra em agua e
diluir até 100,0 ml com o mesmo solvente.

Solugdo padrdo: preparar a solugdo de referéncia
utilizando solug@o padrao de bario (0,1% Ba) R, diluida
com agua ultrapurificada.

No maximo: 0,005% (50 ppm).

Estroncio.  Proceder conforme  descrito em
Espectrometria de absor¢do atomica (5.2.13.1), utilizar
o Meétodo 1.

Utilizar espectrofotometro provido de chama alimentada
com mistura de ar-acetileno, lampada de catodo oco de
magnésio e selecionar a linha de emissdo em 460,7 nm.

Solu¢do amostra: pesar, exatamente, cerca de 2 g da
amostra e transferir para um baldo volumétrico de 100
mL. Completar o volume com &agua e misturar. No
maximo 0,05% (500 ppm).

Fluoreto. Utilizar eletrodo seletivo para o ion fluoreto.
No méximo 0,005% (50 ppm).

Solugdo tampdo: transferir para um baldo volumétrico
de 250 mL, 73,5 g de citrato de sodio di-hidratado.
Completar o volume com agua.

Solu¢do padrdo: dissolver em d4gua quantidade,
exatamente pesada, de fluoreto de so6dio SQR para
obtengdo de uma solugdo contendo 1,1052 mg/
mL. Transferir 20 mL dessa solucdo para um baldo
volumétrico de 100 mL contendo 50 mL da Solucdo
tampdo. Completar volume com dgua e misturar. Essa
solucdo contém 100 pg de ion fluoreto por mL. A
partir dessa solugdo, transferir para sucessivos baldes
volumétricos de 100 mL contendo, cada um, 50 mL da
Solugdo tampdo e 2 mL de acido cloridrico, 100 pL, 200
pL, 300 puL e 500 pL da Solucdo padrdao. Completar o
volume, transferir cada solug@o para diferentes copos de
béquer e proceder as leituras potenciométricas a fim de
construir a curva analitica.

Solug¢do amostra: transferir 2 g da amostra para um
béquer, adicionar 20 mL de agua e 2 mL de acido
cloridrico, manter sob agitaco até a completa dissolugao
da amostra. Adicionar 50 mL da Solugcdo tampdo e
completar com agua até 100 mL. Proceder as leituras
potenciométricas e calcular a quantidade de fluoreto a
partir das leituras obtidas.

Magnésio.  Proceder conforme  descrito em
Espectrometria de absor¢do atémica (5.2.13.1), utilizar
0 Meétodo II.

Utilizar espectrofotometro provido de chama alimentada
com mistura de ar-acetileno, lampada de catodo oco de
magnésio e selecionar a linha de emissdo em 285,2 nm.

Solug¢do amostra: preparar uma solugdo com 200 mg de
amostra em 100 mL de agua. No maximo 0,05% (500

ppm).

Nitrato. Dissolver 1 g da amostra em 10 mL de dgua e
adicionar 5 mg de cloreto de sodio, 0,05 mL de indigo
carmim SR e, sob agita¢cdo, 10 mL de acido sulfurico
livre de nitrogé€nio. Uma colorag@o azul intensa persiste
por, no minimo, 10 minutos.

Potassio. Proceder conforme descrito em Espectrometria
de absor¢do atémica (5.2.13.1), utilizar o Método II.

Utilizar espectrofotometro provido de chama alimentada
com mistura de ar-acetileno, lampada de catodo oco de
magnésio e selecionar a linha de emissdo em 766,7 nm.
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Solu¢do amostra: pesar, exatamente, cerca de 1,25 g
da amostra e transferir para um baldo volumétrico de
100 mL. Completar o volume com agua e misturar. No
maximo 0,05% (500 ppm).

Sédio. Proceder conforme descrito em Espectrometria
de absor¢do atomica (5.2.13.1), utilizar o Método II.

Utilizar espectrofotometro provido de chama alimentada
com mistura de ar-acetileno, lampada de catodo oco de
magnésio e selecionar a linha de emissdo em 589,0 nm.

Solu¢do amostra: pesar, exatamente, cerca de 1 g da
amostra e transferir para um baldo volumétrico de 100
mL. Completar o volume com &gua e misturar. No
maximo 0,05% (500 ppm).

Aluminio (5.3.2.10). Dissolver 4 g da amostra em 100
mL de agua e proceder conforme descrito em Ensaio
limite para aluminio. No maximo 0,0001% (1 ppm).

Arsénio (5.3.2.5). Utilizar o Método visual. Pesar 1
g da amostra e proceder conforme Ensaio limite para
arsénio. No maximo 0,0002% (2 ppm).

Chumbo (5.3.2.12). No maximo 0,001% (10 ppm).

Cloretos (5.3.2.1). Dissolver 1 g da amostra em 40 mL
de agua e prosseguir conforme descrito em Ensaio limite
para cloretos. No maximo 0,0354% (354 ppm).

Metais pesados (5.3.2.3). Utilizar o Método I. Dissolver
1 g da amostra em 10 mL de 4gua, adicionar 6 mL de
acido cloridrico 3 M e completar com dgua para volume
de 25 mL. Prosseguir conforme descrito em FEnsaio
limite para metais pesados. No maximo 0,002% (20

ppm).

Sulfatos (5.3.2.2). Dissolver 2 g da amostra em 40 mL
de agua e prosseguir conforme descrito em Ensaio limite
para sulfatos. No maximo 0,06% (600 ppm).

Agua (5.2.20.1). No maximo 7,0%.

Substincias facilmente oxidaveis. Dissolver 2 g da
amostra em 10 mL de agua em ebuli¢do. Adicionar
algumas pérolas de vidro, 6 mL de 4cido sulfurico 5 M
e 0,3 mL de permanganato de potassio SR. Misturar,
aquecer a cbulicdo durante 5 minutos. Deixar em
repouso até que todo precipitado tenha decantado. Uma
coloragdo rosa permanece na solu¢do sobrenadante.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA.

Contagem do numero total de micro-organismos
mesdfilos (5.5.3.1.2). Cumpre o teste.

Pesquisa de micro-organismos patogénicos (5.5.3.1.3).
Cumpre o teste.

DOSEAMENTO

Dissolver, exatamente, cerca de 300 mg da amostra em
150 mL de agua, contendo 2 mL de 4cido cloridrico 3
M. Manter sob agita¢do e adicionar cerca de 30 mL de
edetato dissddico 0,05 M SV a partir de uma bureta de
50 mL. Adicionar 15 mL de hidréxido de sédio M e 300
mg de azul de hidroxinaftol. Continuar a titulacdo até
o ponto final, de coloragdo azul. Cada mL de edetato
dissodico 0,05 M SV equivale a 7,909 mg de C,H,CaO,.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados.

ROTULAGEM

Observar a legislacao vigente.

CLASSE TERAPEUTICA

Adjuvante farmacéutico utilizado em solugdes para
dialise.

ACIDO FOSFORICO

Acidum phosphoricum

H,PO,; 98,00

acido fosforico; 00199
Acido fosférico
[7664-38-2]

Contém, no minimo, 85,0% e, no maximo,
88,0%, em peso de H,PO,.
DESCRICAO

Caracteristicas fisicas. Liquido xaroposo, limpido,
incolor, corrosivo.

Solubilidade. Miscivel em dgua e em etanol.

IDENTIFICACAO

Quando cuidadosamente neutralizado com hidréxido
de sodio M, usando fenolftaleina SI como indicador,
responde as reagdes do ion fosfato (5.3.1.1).
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ENSAIOS DE PUREZA

Acido fosforoso e hipofosforoso. Diluir 6 mL da amostra
em 14 mL de 4gua. Aquecer 5 mL da diluicdo em banho-
maria e adicionar 2 mL de nitrato de prata SR. A mistura
ndo deve escurecer ou precipitar.

Fosfatos alcalinos. Transferir 1 mL da amostra para
uma proveta e adicionar 6 mL de éter etilico e 2 mL de
etanol. Nenhuma turvagao € produzida.

Substincias precipitaveis pela amonia. Dissolver 10
g da amostra e diluir para 100 mL com agua. Pipetar
6,7 mL da dilui¢do e completar para 10 mL de agua.
Adicionar 8 mL de amo6nia SR. A solu¢do obtida ndo é
mais opalescente que a mistura de 6,7 mL da diluigdo em
18 mL de agua.

Sulfates. Diluir 6 mL da amostra em 90 mL de agua
e adicionar 1 mL de cloreto de bario SR. Nenhum
precipitado se forma imediatamente.

Arsénio (5.3.2.5). Utilizar 5 mL da solugdo obtida
no ensaio Substancias precipitiveis pela aménia. No
maximo 0,0002% (2 ppm).

Cloretos (5.3.2.1). A 10 mL da solugdo obtida no ensaio
Substdncias precipitaveis pela amonia acrescentar 5
mL de 4gua. Adicionar 1 mL de nitrato de prata SR.
Preparar o padrdo da mesma maneira acrescentando 1
mL de acido nitrico, 1,4 mL de acido cloridrico 0,01 M
SV e 13,6 mL de 4gua. Apds 5 minutos ao abrigo da
luz, observar os tubos no sentido do eixo longitudinal de
cima para baixo e sobre fundo escuro. Se a preparagdo
da amostra apresentar opalescéncia, ndo ¢ mais intensa
do que a padrdo. No maximo 0,005% (50 ppm).

Ferro (5.3.2.4). Utilizar 2 mL da solugdo obtida no
ensaio Substancias precipitaveis pela amonia. Utilizar
1 mL de Solug¢do padrdo de ferro (10 ppm Fe) como
padrdo. No maximo 0,005% (50 ppm).

Metais pesados (5.3.2.3). No maximo 0,001% (10
ppm).

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA.

Contagem do nimero total de micro-organismos
mesofilos (5.5.3.1.2). Cumpre o teste.

Pesquisa de micro-organismos patogénicos (5.5.3.1.3).
Cumpre o teste.

DOSEAMENTO

Pesar, exatamente, cerca de 1 g da amostra em um
erlenmeyer e acrescentar 10 g de cloreto de sodio e
30 mL de agua. Titular com hidroxido de sdédio M SV
utilizando fenolftaleina SI como indicador. Efetuar uma
prova em branco e fazer as corregdes necessarias. Cada
mL de hidréxido de sdédio M SV equivale a 49,000 mg
de H,PO,.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados e de vidro.

ROTULAGEM

Observar a legislacao vigente.

CATEGORIA

Preparacgdo de acido fosforico diluido.

AGAR-AGAR

Agar
agar-agar; 09547
Agar
[9002-18-0]
Substancia seca, coloidal, hidrofilica extraida
de algas Gelidium cartilagineum L. (Gaillon) —

GELIDIACEAE, Gracilaria confervoides L. (Greville)
SPHAEROCOCCACEAE e algas vermelhas
relacionadas (Classe RHODOPHYCEAE).

DESCRICAO MACROSCOPICA

Apresenta-se em feixes, consistindo de tirasmembranosas
aglutinadas ou em forma de granulos ou flocos. Pode
apresentar-se com coloragdo amarelo-alaranjada, cinza-
amarelada, levemente amarela ou incolor. E resistente
quando imido e quebradigo quando seco.

DESCRICAO MICROSCOPICA

Em montagem na agua, o agar apresenta-se granular
e um tanto filamentoso; fragmentos de espicula de
espongiarios e algumas frastulas de diatomaceas podem
estar presentes. Eventualmente, conforme a procedéncia,
podem estar presentes frastulas de Arachnoidiscus
ehrenbergii Baillon, que se caracterizam pela forma de
disco de 100 um a 300 um de diametro.

DESCRICAO MICROSCOPICA DO PO

O agar pulverizado apresenta coloracdo branca
ou branco-amarelada ou levemente amarela. Em
montagem em cloral hidratado os seus fragmentos sdo
transparentes, mais ou menos granulares, estriados e
angulares, podendo, ocasionalmente, conter frustulas de
diatoméceas.
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IDENTIFICACAO

A. Dissolver aquecendo 0,1 g em 50 mL de 4gua. Esfriar.
A 1 mL da mucilagem, adicionar, cuidadosamente,
3 mL de 4gua, de modo a formar duas camadas
distintas. Adicionar 0,1 mL de solugdo de iodo 0,05 M.
Desenvolve-se coloragdo castanho-violeta na interface.
Agitar a mistura. O liquido adquire coloragdo amarelo-
palida.

B. Adicionar 0,5 mL de acido cloridrico a 5 mL da
mucilagem obtida no teste A. de Identificagcdo. Aquecer
por 30 minutos em banho-maria. Adicionar 1 mL de
solugdo de cloreto de bario a 0,67% (p/v). Desenvolve-
se turvagdo branca ap6s 30 minutos.

C. Aquecer 0,5 g com 50 mL de agua em banho-
maria, até dissolugdo. Apenas uns poucos fragmentos
permanecem insoluveis. Ao resfriar, a solug¢do gelifica
entre 35 °C e 30 °C. Aquecer o gel obtido em banho-
maria. Ndo ocorre liquefacdo em temperatura inferior a
85 °C.

ENSAIOS DE PUREZA

Indice de intumescéncia (5.4.2.14). Determinar sobre
amostra pulverizada até pd semifino (5.2.11). O indice
de intumescéncia ndo é inferior a 10 e difere de, no
maximo, 10% do valor declarado no roétulo.

Matérias estranhas insoliveis. Pesar 5 g da amostra
pulverizada até po6 semifino (5.2.11), adicionar
100 mL de agua e 14 mL de acido cloridrico SR.
Ferver, cuidadosamente, por 15 minutos, agitando
frequentemente. Filtrar o liquido quente através de funil
de vidro sinterizado previamente tarado, lavar o filtro
com agua quente e secar a temperatura entre 100 °C a
105 °C. No maximo 1,0%.

Gelatina. Pesar 1 g da amostra, adicionar 100 mL de
agua e aquecer em banho-maria até dissolugdo. Deixar
esfriar até 50 °C. A 5 mL da solugdo anterior, adicionar
5 mL de acido picrico a 10% (p/v). Nédo se desenvolve
turbidez ap6s 10 minutos.

Determinacio de dgua (5.4.2.3). Determinar em 1 g da
amostra pulverizada até p6 semifino (5.2.11), em estufa
a temperatura entre 100 °C e 105 °C, até peso constante.
No maximo 20,0%.

Cinzas totais (5.4.2.4). No maximo 5,0%, em relagdo a
substincia dessecada.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Contagem do nimero total de micro-organismos
mesofilicos (5.5.3.1.2). Determinar pelo método de
Contagem em placa. No maximo 1000 UFC/g.

Pesquisa de micro-organismos patogénicos (5.5.3.1.3).
Auséncia de Escherichia coli e Salmonella sp.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados, ao abrigo da umidade.

ROTULAGEM

Observar a legislagao vigente.

CATEGORIA

Adjuvante (espessante).

AZATIOPRINA COMPRIMIDOS

Contém, no minimo, 93,0% e, no maximo, 107,0% da
quantidade declarada de C.H N O,S.

9T T2

IDENTIFICACAO

A. Proceder conforme descrito em Cromatografia
em camada delgada (5.2.17.1), utilizando celulose
microcristalina, como suporte, ¢ mistura de 1-butanol
saturado com hidréxido de s6dio 6 M, como fase mével.
Aplicar, separadamente, a placa, 5 pL de cada uma das
solugdes, recentemente preparadas, descritas a seguir.

Solugdo (1): pesar e pulverizar os comprimidos.
Transferir quantidade de p6 equivalente a 0,2 mg de
azatioprina para baldo volumétrico de 10 mL e completar
com hidroxido de sédio 6 M. Homogeneizar e filtrar.

Solugdo (2): preparar solugdo a 20 mg/mL de azatioprina
SQR em hidroxido de sédio 6 M.

Desenvolver o cromatograma. Remover a placa, deixar
secar ao ar e examinar sob luz ultravioleta (254 nm). A
mancha principal obtida com a Solugdo (1) corresponde
em posicdo, cor e intensidade aquelas obtidas com a
Solugao (2).

B. Pesar e pulverizar os comprimidos. Utilizar
quantidade do po equivalente a 20 mg de azatioprina e
prosseguir conforme descrito no teste C. de Identificagdo
da monografia de Azatioprina.

CARACTERISITCAS

Determinacio de peso (5.1.1). Cumpre o teste.
Teste de dureza (5.1.3.1). Cumpre o teste.

Teste de friabilidade (5.1.3.2). Cumpre o teste.
Teste de desintegracio (5.1.4.1). Cumpre o teste.

Uniformidade de doses unitarias (5.1.6.). Cumpre o
teste.
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TESTE DE DISSOLUCAO (5.1.5)
Meio de dissolugdo: dgua, 900 mL
Aparelhagem: pas, 50 rpm

Tempo: 30 minutos

Procedimento: ap6s o teste, retirar aliquota do meio
de dissolucdo, filtrar e diluir em agua até concentragdo
adequada. Medir as absorvancias das solu¢des em 280
nm (5.2.14), utilizando o mesmo solvente para ajuste do
zero. Calcular a quantidade de C;HN.O,S dissolvida
no meio, comparando as leituras obtidas com solucao
de azatioprina SQR na concentragdo de 0,001 % (p/v),

preparada no mesmo solvente.

Tolerdncia: ndo menos que 75% (Q) da quantidade

declarada de C;H N.O,S se dissolvem em 30 minutos.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Contagem do nimero total de micro-organismos
mesofilos (5.5.3.1.2). Cumpre o teste.

Pesquisa de micro-organismos patogénicos (5.5.3.1.3).
Cumpre o teste.

DOSEAMENTO
Empregar um dos métodos descritos a seguir.

A. Proceder conforme descrito em Espectrofotometria de
absorg¢do no ultravioleta (5.2.14). Pesar e pulverizar 20
comprimidos. Transferir quantidade de pd equivalente
a 0,15 g de azatioprina, para baldo volumétrico de
500 mL. Dissolver em 20 mL de dimetilsulfoxido e
completar o volume com acido cloridrico 0,1 M. Filtrar.
Diluir, sucessivamente, em acido cloridrico 0,1 M até
concentragdo de 0,00075% (p/v). Preparar a solugdo
padrido na mesma concentracdo, utilizando o mesmo
solvente. Medir as absorvancias das solugdes resultantes
em 280 nm, utilizando acido cloridrico 0,1 M para ajuste
do zero. Calcular o teor de C;H.N.O,S nos comprimidos
a partir das leituras obtidas. Alternativamente, realizar
os calculos considerando A (1%, 1 cm) = 628, em 280
nm, em acido cloridrico 0,1 M.

B. Proceder conforme descrito em Cromatografia
a liguido de alta eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar
cromatografo provido de detector ultravioleta a 254 nm;
coluna de 300 mm de comprimento ¢ 4 mm de didmetro
interno, empacotada com silica quimicamente ligada a
grupo octadecilsilano (10 pm); mantida a temperatura
ambiente; fluxo da Fase movel de 2 mL/minuto.

Fase movel: dissolver 1 g de 1-heptanossulfonato de
sodio em 700 mL de 4gua, adicionar 300 mL de metanol,
e misturar. Ajustar a solu¢do para pH 3,5 com 4&cido
cloridrico M.

Solu¢do amostra: pesar ¢ pulverizar 20 comprimidos.
Transferir quantidade de p6 equivalente a 50 mg
de azatioprina para baldo volumétrico de 100 mL.
Adicionar 25 mL de metanol ¢ 1 mL de hidréxido de
amonio no baldo, e levar ao ultrassom durante 2 minutos.
Completar o volume com metanol e homogeneizar.
Transferir 10 mL da solugfo para baldo volumétrico de
50 mL, completar com agua e homogeneizar.

Solugdo padrdo: transferir 25 mg de azatioprina
SQR, exatamente pesada, para baldo volumétrico
de 50 mL. Adicionar 15 mL de metanol e 0,5 mL de
hidréxido de amonio para o baldo, e levar ao ultrassom
durante 2 minutos. Completar o volume com metanol,
e homogeneizar. Transferir 10 mL da solucdo para
baldo volumétrico de 50 mL, completar com agua e
homogeneizar.

Injetarreplicatas de 10 pLda Solu¢do padrdo. A eficiéncia
da coluna ndo ¢ inferior que 800 pratos tedricos. O fator
de cauda ndo maior que 1,5. O desvio padrdo relativo
das areas de replicatas dos picos registrados ndo ¢ maior
que 2,0%.

Procedimento: injetar, separadamente, 10 uL da Solugdo
padrdo e daSolugdo amostra, registrar os cromatogramas

e medir a drea dos picos. Calcular o teor de C;H N.O,S

nos comprimidos a partir das respostas obtidas com a
Solugdo padrao e a Solugdo amostra.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados, protegidos da luz.

ROTULAGEM

Observar a legislagao vigente.

BENZOATO DE BENZILA

Benzylis benzoas

O

C H.O

14771272

212,24
benzoato de benzila; 01155
Ester fenilmetilico do 4cido benzoico

[120-51-4]
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Contém, no minimo, 99,0% e, no maximo, 100,5% de
C H O

147712720

DESCRICAO

Caracteristicas fisico-quimicas. Liquido oleoso,
limpido e incolor de odor fracamente aromatico. Pelo
resfriamento, forma cristais incolores. Seu ponto de
congelamento ¢ cerca de 17 °C.

Solubilidade. Praticamente insoltivel em agua. Miscivel
em etanol, éter etilico, cloroférmio e oOleos fixos.
Praticamente insoltiivel em glicerol.

Constantes fisico-quimicas.
Densidade relativa (5.2.5): 1,116 a 1,120.
Indice de refracio (5.2.6): 1,568 a 1,570.

IDENTIFICACAO

Os testes de identificagdo B. e C. podem ser omitidos se
for realizado o teste A.

A. O espectro de absor¢dao no infravermelho (5.2.14)
da amostra, dispersa em brometo de potassio,
apresenta maximos de absor¢do somente nos mesmos
comprimentos de onda e com as mesmas intensidades
relativas daqueles observados no espectro de benzoato
de benzila SQR, preparado de maneira idéntica.

B. Dissolver 2 g da amostra em 25 mL de hidroxido de
potassio 0,5 M em etanol, ferver durante 20 minutos e
evaporar o etanol em banho-maria. Resfriar e adicionar
20 mL de agua. Extrair com duas por¢des de 15 mL
de éter etilico e reservar a camada aquosa. Evaporar
a camada etérea em banho-maria. O residuo oleoso,
incolor, constituido por alcool benzilico, apresenta
ponto de ebuligdo entre 203 °C e 208 °C. Aquecer uma
gota do residuo com 5 mL de carbonato de sodio SR e 1
mL de permanganato de potassio SR. Produz-se odor de
aldeido benzoico.

C. Adicionar 10 mL de acido sulfurico a 10% (p/v) a
camada aquosa obtida no teste B. de Identificagdo.
Forma-se precipitado branco, cristalino, de 4cido
benzoico. Lavar com agua e dessecar em estufa a
vacuo a 70 °C, durante 3 a 4 horas. O ponto de fusdo do
precipitado ¢ de aproximadamente 121 °C.

ENSAIOS DE PUREZA

Acidez. Dissolver 1 g da amostra em 10 mL de etanol
previamente neutralizado. Adicionar 0,2 mL de
fenolftaleina SI e 0,2 mL de hidréxido de sodio 0,1 M
SV. Desenvolve-se coloragdo rosea.

Aldeido. Transferir 10 g da amostra para um erlenmeyer
contendo 50 mL de etanol e 5 mL de cloridrato de
hidroxilamina a 3,5% (p/v). Homogeneizar e deixar em

repouso durante 10 minutos. Adicionar 1 mL de azul
de bromofenol SI e titular com hidréxido de sédio 0,1
M SV até coloragdo levemente verde. Realizar ensaio
em branco e fazer as corregdes necessarias. O volume
de hidroxido de sodio 0,1 M consumido na preparagao
da amostra ndo deve exceder 0,5 mL (0,05% de
benzaldeido).

Cinzas sulfatadas (5.2.10). Determinar em 1 g da
amostra. No maximo 0,05%.

DOSEAMENTO

Pesar exatamente, cerca de 2 g da amostra, transferir para
erlenmeyer e adicionar 50 mL de hidréxido de potassio
etanolico 0,5 M SV. Adaptar ao frasco um condensador
de refluxo e ferver durante 1 hora. Resfriar e titular o
excesso de hidroxido de potassio com acido cloridrico
0,5 M SV, acrescentando duas gotas de fenolftaleina
SI. Realizar o ensaio em branco e fazer as corregdes
necessarias. Cada mL de hidréxido de potassio 0,5 M
SV equivale a 106,120 mg de C, ,H ,O

147712720

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados, protegidos da luz e do
calor excessivo.

ROTULAGEM

Observar a legislagao vigente.

CLASSE TERAPEUTICA

Escabicida.

CEFTAZIDIMA PENTAIDRATADA

Ceftazidimum pentahydricum

S \ o
N Q\(MN HoH
H z B \
-0 -
(%4 = =
HOOC/%CH3 00
H

C,H,,N.O.S,.5H,0; 636,65

227722776 72"

ceftazidima pentaidratada; 09370



Farmacopeia Brasileira, 52 edicdo - Primeiro Suplemento 47

Sal interno de 1-[[(6R,7R)-7-[[(2Z)-(2-amino-4-tiazolil)
[(1-carboxi-1-metiletoxi)imino]acetil]amino]-2-
carboxi-8-0x0-5-tia-1-azabiciclo[4.2.0]oct-2-en-3-il]
metil]piridinio hidratado (1:5)

[78439-06-2]

Contém, no minimo, 95% e, no maximo, 102% de

C,,H,,N.O.S,, em relagdo a substancia dessecada.

DESCRICAO

Caracteristicas fisicas. Po cristalino branco ou quase
branco.

Solubilidade. Pouco soluvel em agua. Pouco soluvel
em metanol, praticamente insoluvel em acetona e alcool.
Dissolve-se em solucdes acidas e alcalinas.

IDENTIFICACAO

A. O espectro de absor¢do no infravermelho
(5.2.14) da amostra dispersa em brometo de potassio
apresenta maximos de absor¢do somente nos mesmos
comprimentos de onda e com as mesmas intensidades
relativas daquelas observadas no espectro de ceftazidima
SQR, preparado de maneira idéntica.

B. O tempo de retengdo do pico principal do
cromatograma da Solugdo amostra, obtida no método
A. de Doseamento, corresponde ao pico principal da
Solugdo padrao.

ENSAIOS DE PUREZA

Aspecto da solucdo. A solucdo aquosa da amostra a
0,5% (p/v) ¢é limpida (5.2.25) e incolor (5.2.12).

Cristalinidade. Suspender algumas particulas da
amostra em 6leo mineral, transferir para uma lamina de
vidro e examinar por meio de microscopio dotado de luz
polarizada. As particulas exibem birrefringéncia, que se
extingue ao movimentar a amostra por meio de ajuste
micromeétrico.

Limite de piridina. Proceder conforme descrito em
Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (5.2.17.4),
utilizando cromatdgrafo liquido provido de detector a
255 nm, coluna de 25 cm de comprimento e 4,6 mm de
diametro interno, empacotada com silica quimicamente
ligada a grupo octadecilsilano (5 mm); preparar as
solu¢des imediatamente antes do uso; fluxo da Fase
movel de 1,0 mL/minuto.

Fase movel: mistura filtrada e desgaseificada de uma
solugdo contendo 28,8 g/l de fosfato de amonia
dibésico previamente ajustado para pH 7,0 com amonia,
acetonitrila e agua (8:24:68).

Solu¢do amostra: dissolver 0,5 g da amostra com uma
solucdo de tampao fosfato pH 7,0 a 10% (v/v) e diluir
para 100 mL com o mesmo solvente.

Solugdo padrdo: dissolver 1 g de piridina em agua e
diluir para 100 mL com o mesmo solvente. Diluir 5 mL
dessa solugdo para 200 mL com 4gua. A 1 mL da nova
solugdo adicionar 10 mL de solugdo tampao fosfato pH
7,0 e diluir para 100 mL com agua.

Solugdo de resolucgdo: diluir 1 mL da Solucdo amostra
para 200 mL com uma solugao de tampao fosfato pH 7,0
a 10% (v/v). A 1 mL dessa solucdo, adicionar 20 mL de
Solugdo padrdo e diluir para 200 mL com solucdo de
tampao fosfato pH 7,0 a 10% (v/v).

Injetar 20 L da Solugdo de resolugdo. A resolug@o entre
ceftazidima e o Limite de piridina (piridina livre) ndo ¢
menor que 7,0. O desvio padrdo relativo da area do pico
principal obtido apo6s seis injegdes de 20 pL da Solugdo
padrdo ndo é maior que 1%.

Procedimento: injetar alternadamente 20 pL da Solu¢do
amostra e 20 pL da Solug¢do padrdo, registrar as areas
dos picos para a Solugdo padrdo e Solugdo amostra e
determinar a quantidade, em mg, do Limite de piridina
(piridina livre). Nao mais que 500 ppm de piridina ¢é
permitido.

Perda por dessecaciio (5.2.9). Determinar em 0,2 g
da amostra, em estufa a vacuo, a 60 °C, sob pressdao
reduzida de 5 mm de mercurio, por 3 horas. Perda entre
13% e 15%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA
Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

Endotoxinas bacterianas (5.5.2.2). No maximo 0,10
UE/mg de ceftazidima.

DOSEAMENTO
Empregar um dos métodos descritos a seguir.

A. Proceder conforme descrito para Cromatografia
a liqguido de alta eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar
cromatografo provido de detector ultravioleta a 245 nm;
coluna de 15 cm de comprimento e 4,6 mm de didmetro
interno, empacotada com silica quimicamente ligada a
hexilsilil ou octilsilil (5 mm); fluxo da Fase movel de 2
mL/minuto.

Fase movel: dissolver 4,26 g de fosfato dissddico e
2,73 g de fosfato monopotassico em 980 mL de agua,
adicionar 20 mL de acetonitrila. Ajustar para pH 7,0
com acido fosforico. Filtrar com membrana de 1 pm ou
menos, e desgaseificar. Fazer ajustes se necessario.
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Solu¢do amostra: dissolver exatamente 25 mg da
amostra em Fase movel e completar o volume para 25
mL utilizando o mesmo solvente.

Solugdo padrdo: dissolver exatamente 25 mg de
ceftazidima SQR em Fase movel e completar o volume
para 25 mL utilizando o mesmo solvente.

Solugdo de resolugdo: Dissolver exatamente 5 mg de
ceftazidima delta-3-isomero SQR em 5 mL da Solu¢do
padrdo.

Injetar 20 uL da Solu¢do de resolugdo. Ajustar a
sensibilidade do sistema logo que as alturas dos dois
picos principais obtidos no cromatograma da Solugdo de
resolugdo sejam pelo menos 50% do tamanho natural
registrado. A resolugdo entre ceftazidima e ceftazidima
delta-3-isomero SQR ndo é menor que 1.

Procedimento: injetar separadamente 20 pL da Solu¢cdo
amostra ¢ 20 pL da Solu¢do padrdo. Registrar os
cromatogramas e medir as areas sob os picos. Calcular
o teor de C,,H,,NO.S, na amostra a partir das respostas
obtidas com a Solu¢do padrdo e a Solugdo amostra.

B. Proceder conforme descrito em Ensaio microbiologico
de antibidticos por difusdo em dgar (5.5.3.3.1),
utilizando cilindros.

Micro-organismo: Staphylococcus epidermidis ATCC
12228

Meios de cultura: meio de cultura niimero 2 para a
camada base e meio de cultura niimero 1 para a camada
de superficie.

Solugdo amostra: preparar a solugdo estoque em agua
destilada. Preparar solu¢des da amostra diluida em
Tampado fosfato pH 6,0 nas concentragdes equivalentes
a 100 pg/mL, 200 pg/mL e 400 ng/mL de ceftazidima
em agua destilada.

Solugdo padrdo: preparar a solugdo estoque em agua
destilada. Preparar solugdes diluidas de ceftazidima
SQR em Tampdo fosfato pH 6,0 nas concentragdes de
100 pg/mL, 200 pg/mL e 400 pg/mL em agua destilada.

Procedimento: adicionar 21 mL de meio de cultura
nimero 2 em cada placa, esperar solidificar, adicionar
4 mL do meio de superficie nimero 1 contendo o
indculo a 0,5% e proceder conforme descrito em
Ensaio microbiologico de antibioticos por difusdo em
dgar (5.5.3.3.1), utilizando cilindros, adicionando aos
cilindros 0,2 mL das solug¢des recentemente preparadas.
Calcular a poténcia da amostra, em ug de ceftazidima
por miligrama, a partir da poténcia do padrio e das
respostas obtidas com a Solugdo padrdo ¢ a Solugdo
amostra.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes hermeticamente fechados. Sendo
destinado a producao de formas farmacéuticas injetaveis,
devera ser embalado em recipientes estéreis.

ROTULAGEM

Observar a legislacao vigente.

CLASSE TERAPEUTICA

Antibiotico.

CEFTAZIDIMA PO PARA SOLUCAO
INJETAVEL

Contém, no minimo, 90% e, no maximo, 105% em
relagdo a substincia dessecada e livre de carbonato de
sodio ou arginina e, no minimo, 90% e, no maximo, 120%
da quantidade declarada de ceftazidima. Ceftazidima
p6 para solucdo injetavel ¢ uma mistura estéril de
ceftazidima com carbonato de sddio ou arginina.

IDENTIFICACAO

A. Proceder
de Identificacio da monografia de
pentaidratada.

conforme descrito no método B.
Ceftazidima

B. Dissolver a amostra em acido cloridrico M com
efervescéncia. Borbulhar o gas produzido em hidréxido
de calcio SR. Ha a formagdo de um precipitado branco
imediatamente.

CARACTERISTICAS

pH (5.2.19). 5,0 a 7,5, numa soluc¢do constituida no
recipiente selado, tomando o cuidado de eliminar a
pressdo dentro do recipiente durante a reconstituigdo,
contendo 100 mg de ceftazidima por mL.

Determinacio de peso (5.1.1). Cumpre o teste.
Determinacio de volume (5.1.2). Cumpre o teste.

Uniformidade de doses unitarias (5.1.6). Cumpre o
teste.

ENSAIOS DE PUREZA
Conteudo de carbonato de soédio (se presente).

Solugdo de cloreto de potassio: dissolver 19,07 g de
cloreto de potassio para 1000 mL com agua.

Solugdo padrdo: dissolver quantidade de cloreto de
sodio, previamente dessecado a 105 °C por 2 horas,
em agua para obter uma solucdo de concentracdo de
14 pg/mL. Transferir 10 mL desta solucdo para baldo
volumétrico de 100 mL, adicionar 10 mL de Solu¢do
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de cloreto de potassio e completar volume com mesmo
solvente.

Solugdo amostra: utilizar solugdo estoque, descrita em
Solu¢do amostra 1, no método B. Doseamento. Diluir
quantitativamente, passo a passo, S€ necessario, com
agua, para obter solugdo contendo aproximadamente
12,5 pg/mL de carbonato de sodio. Transferir 10 mL
desta solugdo para baldo volumétrico de 100 mL,
adicionar 10 mL de solug¢@o de cloreto de potassio e
completar volume com mesmo solvente.

Solugdo branco: transferir 10 mL de Solu¢do de cloreto
de potassio para baldo volumétrico de 100 mL, diluir
com agua para completar o volume.

Procedimento: determinar as absorvancias da Solucdo
padrdo e da Solugdo amostra em 589 nm, utilizando
espectrofotometro de absor¢do atdémica (5.2.13.1),
equipado com lampada de sodio e chama de ar-
acetileno, utilizando a Solu¢do branco para ajuste do
zero. Calcular a porcentagem de carbonato de sddio,
segundo a expressao:

105991 (0IC) (Au
11688) \ M )\ 4s

105,99 = peso molecular do carbonato de sddio;

em que

116,88 = dobro do peso molecular do cloreto de sodio;

C = concentragdo, em pg/mL, de cloreto de sodio na
Solu¢do padrao;

M = quantidade, em mg, de ceftazidima p6 para solucao
injetavel em cada mL da Solugdo amostra, baseada na
quantidade usada para preparar a solucdo estoque e na
diluigao;

Au e As = absorbancias da Solugcdo amostra e da Solugdo
padrdo, respectivamente.

Usar esta percentagem, correspondente a base anidra e
livre de carbonato de so6dio, no calculo do método B. de
Doseamento em Solu¢do amostra 1.

Contetido de arginina (se presente).

Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido
de alta eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar cromatografo
provido de detector ultravioleta a 206 nm; coluna
analitica de 25 mm de comprimento ¢ 4,0 mm de
didmetro interno, empacotada com silica quimicamente
ligada a grupo diidroxipropano (diol) (3 a 10 pm) e
uma pré-coluna de 50 cm de comprimento e 4,6 mm de
didmetro interno empacotada com silica (30 a 50 um );
fluxo da Fase movel de 1 mL/minuto.

Fase movel: dissolver 1,15 g de fosfato de amodnio
monobasico em aproximadamente 800 mL de agua.
Ajustar o pH para 2,0 + 0,1 com &cido fosforico e diluir
para 1000 mL com &gua. Preparar mistura filtrada e
desgaseificada de acetonitrila e da solug¢do previamente
descrita (750:250). Fazer ajustes, se necessario.

Solugdo padrdo: dissolver quantidade de ceftazidima
pentaidratada SQR e L-arginina SQR em Aagua para
obter solugdo de concentragdo 0,2 mg/mL.

Solugdo amostra: dissolver quantidade de amostra em
agua para obter solugdo de concentragdo 0,2 mg/mL.

Procedimento: injetar, separadamente, 20 pL da
Solu¢do padrdo e da Solugdo amostra, registrar os
cromatogramas e medir as areas sob os picos. O fator de
cauda € no maximo 4,0. A resolugdo entre ceftazidima e
arginina ¢ no minimo 6,0. Calcular o teor de arginina na
amostra, segundo a expressao:

o)
Cu rs

em que

Cs = concentragdo, em mg/mL, de L-arginina SQR na
Solugdo padrao;

Cu = concentragdo, em mg/mL, de ceftazidima p6 para
solugdo injetavel na Solugdo amostra;

ru ¢ rs = areas sob os picos de arginina obtidas
para a Solu¢do amostra e para a Solu¢do padrao,
respectivamente.

Utilizar esta percentagem, correspondente a base
anidra e livre de arginina, no calculo do método B. de
Doseamento em Solugcdo amostra 1.

Limite de piridina.

Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido
de alta eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar cromatografo
provido de detector ultravioleta a 254 nm, coluna de
250 mm de comprimento e 4,6 mm de didmetro interno,
empacotada com silica quimicamente ligada a grupo
octadecilsilano (5 um); fluxo da Fase movel de 1,6 mL/
minuto.
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Fase movel: misturar acetonitrila, fosfato de amodnio
monobasico 0,25 M e agua (300:100:600) ajustando o
pH para 7,0 + 0,1 com hidroxido de aménio. Filtrar em
membrana de poro de 1 um de diametro ¢ desgaseificar.
Fazer ajustes se necessario.

Tampdo pH 7,0: dissolver 5,68 g de fosfato de sodio
dibasico anidro e 3,63 g de fosfato de potassio
monobasico em agua para completar 1000 mL. Ajustar
o pH com &cido fosforico, se necessario.

Solugdo padrdo: transferir, cerca de, 250 mg de piridina,
previamente pesados, para balao volumétrico de 100 mL
e diluir em 4agua. Imediatamente antes da cromatografia,
transferir 2 mL desta solug@o para baldo volumétrico de
200 mL, diluir com Tampdo pH 7,0 para obter solugdo
com concentragdo final de 25 pg/mL de piridina.

Solu¢do amostra: transferir, cerca de, 660 mg de
ceftazidima pd para solugdo injetavel, previamente
removida do frasco-ampola e pesada, para baldo
volumétrico de 100 mL e diluir com Tampdo pH 7,0.
Esta solu¢do deve ser armazenada em local frio e
utilizada dentro de, no maximo, uma hora.

Procedimento: injetar, separadamente, 10 pL da
Solugdo amostra e da Solugdo padrdo, registrar os
cromatogramas e medir as areas sob os picos de piridina.
O fator de cauda ¢ no maximo 2,5. O desvio padrdo
relativo das areas de replicatas sob os picos registrados
¢ no maximo 3%. Calcular o teor de piridina na amostra,
segundo a expressio:

em que

C = concentragdo, em pg/mL, de piridina na Solugdo
padrdo;

W = peso, em mg, de ceftazidima pd para solugdo
injetavel;

ru e rs = areas sob os picos obtidas para a Solugdo
amostra e para a Solucdo padrdo, respectivamente.

No maximo 0,4% de piridina sdo encontradas no
conteudo de carbonato de sddio; € no maximo 0,3% no
contetdo de arginina.

erda por dessecaciio (5.2.9). Secar, cerca de, 0,3 g de
amostra, previamente pesada, em estufa, a 25 °C, sob
pressdo maxima de 5 mmHg, por 4 horas. Na amostra
contendo arginina, a perda ¢ no maximo 12,5% do peso.
Na amostra contendo carbonato de sdédio, a perda é no
maximo 13,5% do peso. Na amostra com arginina, usar

a percentagem de perda, m, para calcular a substancia
dessecada e livre de arginina, no resultado da Solug¢do
amostra 1, em Doseamento. Na amostra com carbonato
de sddio, aquecer o residuo, sob pressio maxima de 5
mmHg, a 100 °C por 3 horas, e calcular a percentagem
total de peso perdido. Usar esse percentual, m, para
calcular a substancia dessecada e livre de carbonato de
sodio, no resultado da Solugcdo amostra 1, obtida no
método B. de Doseamento.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Endotoxinas Bacterianas (5.5.2.2). No maximo 0,10
UE/mg de ceftazidima.

Esterilidade (5.5.3.2.1). Empregar o método de filtracao
por membrana. Cumpre o teste.

DOSEAMENTO

A. Proceder conforme descrito em Cromatografia
a liguido de alta eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar
cromatografo provido de detector ultravioleta a 254
nm; coluna de 150 mm de comprimento ¢ 4,6 mm de
diametro interno, empacotada com silica quimicamente
ligada a grupo octadecilsilano (5pm); fluxo da Fase
movel de 2 mL/minuto.

Tampdo pH 7,0: dissolver 42,59 g de fosfato de sodio
dibasico anidro e 27,22 g de fosfato de potassio
monobasico em dgua para completar 1000 mL. Ajustar
o pH com acido fosforico, se necessario.

Fase movel: misturar 40 mL de acetonitrila e 200 mL de
Tampdo pH 7,0 e diluir com agua para obter volume final
de 2000 mL. Filtrar com filtro de porosidade de 1 um ou
menos e desgaseificar. Fazer ajustes se necessario.

Solug¢do amostra I: transferir quantidade previamente
pesada da amostra, equivalente a 250 mg de ceftazidima,
para baldo volumétrico de 250 mL. Diluir com agua
até completar o volume para obter a solugdo estoque.
Proteger esta solugdo da luz. Imediatamente antes
da injecdo, transferir 5 mL dessa solugdo para baldo
volumétrico de 50 mL. Diluir com agua para completar
o volume.

Solugdo amostra 2 (utilizado para os recipientes de
dose unica): reconstituir o pd de ceftazidima para
solucdo injetavel em agua, conforme especificado no
rétulo do medicamento. Retirar todo o conteudo do
recipiente utilizando uma agulha hipodérmica. Diluir
quantitativamente a solu¢do com agua para obter uma
solucdo final de 1 mg/mL. Proteger esta solugdo estoque
da luz. Imediatamente antes da injec¢do, transferir 5 mL
desta solu¢do para baldo volumétrico de 50 mL. Diluir
com agua para completar o volume.

Solu¢do amostra 3 (utilizado quando a quantidade
de ceftazidima ¢ fornecida no volume da solugdo
reconstituida): reconstituir o pd de ceftazidima para
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solugdo injetavel em agua, volume previamente medido,
correspondente ao volume de solugdo constituinte
conforme especificado no rétulo do medicamento. Diluir
quantitativamente um volume previamente medido
desta solu¢do com agua, para obter uma solucdo final
de 1 mg/mL. Proteger esta solugdo estoque da luz.
Imediatamente antes da injecdo, transferir 5 mL desta
solugdo para baldo volumétrico de 50 mL. Diluir com
agua para completar o volume.

Solugdo padrdo: transferir cerca de 29 mg de ceftazidima
pentaidratada SQR para baldo volumétrico de 25 mL,
contendo 2,5 mL de Tampdo pH 7,0, misturar até
completa dissolugdo. Diluir com agua para completar
o volume. Proteger esta solucdo estoque da luz.
Imediatamente antes da injecdo, transferir 5 mL desta
solucdo estoque para baldo volumétrico de 50 mL, diluir
com agua para completar o volume. Esta solu¢do contém
aproximadamente 100 pg/mL de ceftazidima.

Solugdo de resolugdo: preparar uma solug@o do isomero
delta 3 de ceftazidima SQR em Tampdo pH 7,0 para
obter solugdo final de concentragdo 0,1 mg/mL.
Imediatamente antes da injeg¢do, misturar 1 mL desta
solugdo com 8 mL de agua e 1 mL da solugdo estoque
utilizada para preparar a Solugdo padrao.

Procedimento: injetar, separadamente, 20 uL da Solu¢do
padrdo e da Solu¢do amostra ¢ medir as areas sob os
picos. Para a Solu¢do amostra 2 e a Solu¢do amostra 3,
calcular a quantidade, em mg, de ceftazidima na amostra
analisada, segundo a expressdo:

Cx m
rs

C = concentracdo, em pg/mL, de ceftazidima na Solu¢do
padrdo;

em que

ru e rs = areas sob os picos obtidas com a Solugdo
amostra ¢ a Solugdo padrdo, respectivamente.

Para a Solugdo amostra 1, calcular o teor de ceftazidima
dessecada e livre de carbonato de sddio ou arginina
numa amostra de ceftazidima p6 para solugao injetavel,
segundo a expressao:

em que

C = concentragdo em pg/mL de ceftazidima na Solu¢do
padrdo;

W = quantidade, em mg, de ceftazidima p6 para solucao
injetavel usado para preparar a Solugcdao amostra 1,

m = quantidade de perda por dessecagio;

s = porcentagem de carbonato de soédio ou arginina
presente na amostra;

ru e rs = areas sob os picos obtidas com a Solugdo
amostra e a Solugdo padrado, respectivamente.

Calcular a quantidade em mg, de ceftazidima, retirada
do recipiente de origem, ou na por¢do da solucdo
reconstituida, segundo a expressio:

(5 )~(%)

L = valor rotulado, em mg, de ceftazidima no recipiente,
ou no volume da solucdo reconstituida;

em que

D = concentracdo, em pg/mL, de ceftazidima na
Solu¢do amostra 2 ou na Solu¢do amostra 3, baseado
no valor rotulado do recipiente ou na porgdo da solucdo
reconstituida, respectivamente, ¢ na diluigdo.

B. Proceder conforme descrito em Ensaio microbiologico
de antibioticos por difusdo em agar (5.5.3.3.1),
utilizando cilindros. Reconstituir o conteudo de 10
frascos conforme indicado pelo produtor.

Micro-organismo: Staphylococcus epidermidis ATCC
12228

Meios de cultura: meio de cultura niimero 2 para a
camada base e meio de cultura numero 1 para a camada
de superficie.

Solug¢do amostra: preparar a solugdo estoque em agua
destilada. Preparar solu¢des da amostra diluida em
Tampdo fosfato pH 6,0 em concentragdes equivalentes
a 100 pg/mL, 200 ug/mL ¢ 400 pg/mL de ceftazidima
em agua destilada.

Solugdo padrdo: preparar a solugdo estoque em agua
destilada. Preparar solugdes diluidas de ceftazidima
SQR em Tampado fosfato pH 6,0 nas concentragdes de
100 pg/mL, 200 pg/mL e 400 pg/mL em agua destilada.

Procedimento: adicionar 21 mL de meio de cultura
nimero 2 em cada placa, esperar solidificar, adicionar
4 mL do meio de superficie nimero 1 contendo o
indculo a 0,5% e proceder conforme descrito em
Ensaio microbioldgico de antibioticos por difusdo em
dgar (5.5.3.3.1), utilizando cilindros, adicionando aos
cilindros 0,2 mL das solug¢des recentemente preparadas.
Calcular a poténcia da amostra, em pg de ceftazidima
por miligrama, a partir da poténcia do padrdo e das
respostas obtidas com a Solug¢do padrdo e a Solugdo
amostra.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes hermeticamente fechados.

ROTULAGEM

Observar a legislagdo vigente.
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CITALOPRAM COMPRIMIDOS

Contém, no minimo, 90,0% e, no maximo, 110,0% da
quantidade declarada de C,)H, FN,O. Os comprimidos
podem ser revestidos.

IDENTIFICACAO

A. O espectro de absor¢do no ultravioleta (5.2.14), na
faixa de 200 nm a 400 nm, da solugdo a 0,001% (p/v) de
citalopram em acido cloridrico 0,1 M, exibe maximo em
239 nm, idéntico ao observado no espectro de solugdo
similar de citalopram SQR.

B. O tempo de retengdo do pico principal da Solugdo
amostra obtidano método B. de Doseamento corresponde
aquele do pico principal da Solugdo padrdo.

C. Proceder conforme descrito em Cromatografia em
camada delgada (5.2.17.1), utilizando silica-gel GF_,,
como suporte, ¢ mistura de agua, 1-butanol e acido
acético (15:12:3) como fase movel. Preparar a fase
movel com 24 horas de antecedéncia. Apos desprezar
a camada organica, aplicar separadamente, a placa, 5
uL de cada uma das solugdes, recentemente preparadas,
descritas a seguir.

Solugdo (1): pesar e pulverizar 20 comprimidos.
Transferir quantidade do pd equivalente a 10 mg de
citalopram com auxilio de 7 mL de 4dgua. Submeter a
banho de ultrassom a temperatura ambiente por 10
minutos. Completar o volume com o mesmo solvente,
agitar e filtrar.

Solugdo (2): preparar a solugdo a 1 mg/mL de citalopram
SQR em 4gua.

Desenvolver o cromatograma. Remover a placa, deixar
secar ao ar. Examinar sob luz ultravioleta (254 nm). A
mancha principal obtida com a Solug¢do (1) corresponde
em posi¢cdo, cor e intensidade aquela obtida com a
Solugdo (2).

CARACTERISTICAS
Determinacio de peso (5.1.1). Cumpre o teste.
Teste de dureza (5.1.3.1). Cumpre o teste.

Teste de desintegracgio (5.1.4.1). Cumpre o teste.

Uniformidade de doses unitarias (5.1.6). Cumpre
o teste. Proceder conforme descrito no método B. de
Doseamento. Preparar solucdo com concentragao final
de 40 pg/mL.

TESTE DE DISSOLUCAO (5.1.5)

Meio de dissoluc¢do: acido cloridrico 0,1 M, 900 mL
Aparelhagem: cestas, 50 rpm

Tempo: 30 minutos

Procedimento: ap6s o teste, retirar aliquota de 10 mL
do meio de dissolugdo e filtrar com auxilio de filtro
quantitativo. Proceder conforme descrito no método
B. de Doseamento da monografia Bromidrato de
citalopram, utilizando as aliquotas filtradas como
Solugdo amostra. Calcular a quantidade de C, H, FN,O
dissolvida no meio, comparando as areas sob os picos
obtidos com a area de uma solugdo de citalopram SQR
na concentragdo de 22 pg/mL em base, preparada no
mesmo solvente.

Tolerdncia: ndo menos que 80% (Q) da quantidade

declarada de C, H, FN,O se dissolvem em 30 minutos.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Contagem do nimero total de micro-organismos
mesofilos (5.5.3.1.2). Cumpre o teste.

Pesquisa de micro-organismos patogénicos (5.5.3.1.3).
Cumpre o teste.

DOSEAMENTO
Empregar um dos métodos descritos a seguir.

A. Proceder conforme descrito em Espectrofotometria
de absor¢do no ultravioleta (5.2.14). Pesar e pulverizar
20 comprimidos. Transferir quantidade do po
equivalente a 10 mg de citalopram com auxilio de 30
mL de acido cloridrico 0,1 M para baldo volumétrico de
50 mL. Submeter a banho de ultrassom por 10 minutos
e completar o volume com o mesmo solvente. Filtrar.
Diluir, sucessivamente, com o mesmo solvente, até
concentra¢do final de 0,001% (p/v). Preparar a solucdo
padrio na mesma concentracdo utilizando o mesmo
solvente. Medir as absorvancias das solu¢cdes em 239
nm, utilizando 4cido cloridrico 0,1 M para ajuste do zero.
Calcular a quantidade de C, H, FN,O nos comprimidos,
a partir das respostas obtidas para as solugdes padrdo e
amostra.

B. Proceder conforme descrito em Cromatografia a
liquido de alta eficiéncia (5.2.17.4). Proceder conforme
descrito no método B. de Doseamento da monografia
Bromidrato de Citalopram. Preparar a Solu¢do amostra
como descrito a seguir.

Solugdo amostra: pesar e pulverizar 20 comprimidos.
Transferir quantidade de pd equivalente a 10 mg de
citalopram para baldo volumétrico de 50 mL e adicionar
40 mL de agua, com pH ajustado a 1,85 com &cido
fosforico a 10% (p/v). Submeter a banho de ultrassom
a temperatura ambiente por 10 minutos. Completar o
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volume com o mesmo solvente, agitar e filtrar. Transferir
aliquota equivalente a 5 mL para baldo volumétrico de
25 mL e completar o volume com agua com pH ajustado
a 1,85 com acido fosforico a 10% (p/v).

Procedimento: injetar, separadamente, 20 pL da
Solugdo padrdo e da Solugdo amostra, registrar os
cromatogramas e medir as areas sob os picos. Calcular
a quantidade de C,)H, FN,O, nos comprimidos a partir
das respostas obtidas com a Solucdo padrao e a Solugdo
amostra.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados, protegidos da luz e em
temperatura ambiente.

ROTULAGEM

Observar legislagdo vigente.

CLOROIDROXIDO DE ALUMINIO

Aluminium hydroxydatum chloratum

Al (OH), Cl.nH,0

cloridrato de aluminio; 02454
[1327-41-9]

cloroidroxido de aluminio; 09695

[12042-91-0]

Os cloroidroxidos de aluminio sdo complexos
poliméricos hidratados, abrangendo uma faixa de razdo
entre os atomos de aluminio e cloro de 1,91:1 a 2,10:1.
Contém, no minimo, 90,0% e, no maximo, 110,0% da
quantidade rotulada de cloroidroxido de aluminio anidro
[AL(OH), CL].

3y-z
IDENTIFICACAO

A solugdo aquosa da amostra a 10% (p/v), responde as
reacdes dos ions aluminio e cloreto (5.3.1.1).

ENSAIOS DE PUREZA

pH (5.2.19). 3,0 a 5,0. Determinar em solugdo aquosa a
15% (p/v).

Conteiido de aluminio. Pesar 0,2 g da amostra,
transferir para béquer de 150 mL, adicionar 20 mL de

agua e 5 mL de acido cloridrico. Manter em ebuli¢do
durante 5 minutos. Deixar esfriar. Em seguida, adicionar
25 mL de edetato dissodico 0,1 M SV e ajustar o pH
para 4,7+ 0,1 com hidréxido de amdnio ou acido acético
M. Adicionar 20 mL de tampao acido acético-acetato de
amonio, 50 mL de etanol ¢ 5 mL de ditizona SR. O pH
dessa solugdo deve ser de 4,7 + 0,1. Titular com sulfato
de zinco 0,1 M SV até surgimento de coloragdo rosa-
purpura. Realizar prova em branco. Cada mL de edetato
dissodico 0,1 M SV consumido equivale a 2,698 mg de
aluminio. Usar o resultado obtido para calcular a razéo
atdmica de aluminio/cloro.

Contetido de cloreto. Pesar 0,7 g da amostra, transferir
para béquer de 250 mL, adicionar 100 mL de 4gua e 10
mL de acido nitrico M. Agitar até a solubilizagao e titular
com nitrato de prata 0,1 M SV, determinando o ponto
final potenciometricamente, utilizando um eletrodo
prata-cloreto de prata. Cada mL de nitrato de prata 0,1
M SV equivale a 3,545 mg de cloreto. Usar o resultado
obtido para calcular a razdo atdmica de aluminio/cloro.

Arsénio (5.3.2.5). Determinar em 1,5 g de amostra. No
maximo 0,0002% (2 ppm).

Ferro (5.3.2.4). Utilizar o Método I. Pesar 0,667 g
da amostra e acrescentar 40 mL de agua. No maximo
0,015% (150 ppm).

Metais pesados (5.3.2.3). Utilizar o Método I. Pesar 1
g da amostra e adicionar 40 mL de agua. Ajustar o pH
entre 3,0 € 4,0 com hidréxido de amoénio 6 M. Proceder
conforme descrito em Ensaio limite para metais pesados
utilizando 2 mL da Solug¢do padrdo de chumbo (10 ppm
Pb). No méaximo 0,002% (20 ppm).

Razio atdomica aluminio/cloro. Dividir o percentual
de aluminio encontrado em teste para Conteiido de
aluminio pelo percentual de cloro encontrado no teste
para Conteudo de cloro e multiplicar por 35,453/26,98.
Onde, 35,453 é a massa atomica do cloro ¢ 26,98 ¢ a
massa atomica do aluminio. Entre 1,90:1 ¢ 2,10:1.

Agua (5.2.20.1). No méaximo 18,0%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA.

Contagem do nimero total de micro-organismos
mesofilos (5.5.3.1.2). Cumpre o teste.

Pesquisa de micro-organismos patogénicos (5.5.3.1.3).
Cumpre o teste.

DOSEAMENTO

Calcular a porcentagem do cloroidroxido de aluminio,
segundo a expressio:

Al({26,98x + [17,01(3x - 1)] + 35,453} / 26,98x )

em que Al é o percentual de aluminio encontrado no
teste para Conteudo de aluminio, x é a razdo atOmica
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aluminio/cloro encontrada no teste para Razdo atomica
aluminio/cloro, 26,98 é a massa atdbmica do aluminio,
17,01 é a massa atdbmica do anion hidroxido e 35,453 é a
massa atémica do cloro.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados.

ROTULAGEM

Observar a legislagdo vigente.

COLA DE FIBRINA

Fibrini glutinum

DEFINICAO

Cola de fibrina ¢ uma preparagdo farmacéutica, estéril
e apirogénica, constituida por um conjunto contendo
dois componentes: o componente 1 (concentrado
de fibrinogénio), uma fragdo proteica que contém
fibrinogénio humano e Fator XIII humano, e o
componente 2, uma preparacdo que contém trombina
humana; este ultimo componente converte o primeiro
em fibrina depois de sua reconstituicdo e mistura em
presenca de ions calcio.

Pode conter outros ingredientes como a fibronectina
humana e um inibidor de plasmina, como a aprotinina, e
estabilizadores, como a albumina humana, adicionados
antes ou durante a formacdo da fibrina induzida pela
trombina. Nenhum antimicrobiano ¢ adicionado a
preparacao.

Os constituintes sdo obtidos a partir do plasma humano,
que cumpre os requisitos da monografia Plasma Humano
para Fracionamento.

Descongelado ou reconstituido com o volume do
diluente indicado no rétulo, o componente 1 contém no
minimo 40 g/L de proteinas coagulaveis; a atividade de
trombina do componente 2 varia em um amplo intervalo
(aproximadamente 4 - 1000 UI/mL).

PRODUCAO

Sua obtengdo deve ser de acordo com o cumprimento
das Boas Praticas de Fabricacdo de Medicamentos
Biologicos e Boas Praticas do Ciclo Produtivo do
Sangue, conforme a legislagdo vigente, visando garantir
a sua qualidade, seguranga ¢ eficacia.

O método de preparagdo inclui uma ou varias etapas
de inativacdo viral que demonstrem a eliminagdo ou

inativagdo dos agentes infecciosos virais conhecidos.
Caso sejam usadas substancias para inativar os virus
durante a produgdo, o processo de purificagdo posterior
deve demonstrar, mediante validagdo, que a concentragao
das substancias inativadoras foi eliminada ou reduzida
a niveis aceitaveis segundo normas vigentes ¢ que os
eventuais residuos ndo possam vir a trazer riscos aos
pacientes.

Os constituintes ou as suas misturas devem ser estéreis
¢ apirogénicas, sendo entdo distribuidos assepticamente
nos recipientes finais e imediatamente congelados. Os
mesmos devem ser liofilizados e os recipientes fechados
sob vacuo ou sob gas inerte de forma que se evite
qualquer contaminagdo microbiana.

Caso o componente 1 contenha Fator XIII, a concentragdo
deste ultimo ndo devera ser superior a 10 Ul/mL. Caso
o rétulo venha indicar que a atividade do Fator XIII da
coagulagdo é maior que 10 Ul/mL, a atividade estimada
ndo deve ser inferior a 80% e nem superior a 120% da
atividade declarada no rotulo.

CARACTERISTICAS

Aspecto. Os constituintes liofilizados sdo pds ou solidos
friaveis de cor branca ou amarelo palido. Os constituintes
congelados sdao solidos opacos, incolores ou amarelo
palido. Os constituintes liquidos sao incolores ou
amarelo palido.

COMPONENTE 1 (CONCENTRADO
DE FIBRINOGENIO)

Nota: reconstituir os constituintes liofilizados e
descongelar os constituintes congelados como indicado
no rotulo imediatamente antes de realizar a identificagcdo
e os ensaios, exceto os de solubilidade e dgua.

IDENTIFICACAO

A. Proceder aos ensaios de precipitacdo com a amostra
do produto acabado, usando soros especificos de pelo
menos quatro diferentes espécies animais € um soro
anti-humano. O ensaio ¢ realizado com soros especificos
contra as proteinas plasmaticas das espécies animais
que normalmente se usam no pais para a preparacio
de produtos de origem bioldgica. A amostra contém
somente proteinas de origem humana e ndo precipita
com os soros especificos contra as proteinas plasmaticas
de outras espécies animais, porém precipita frente ao
soro anti-humano.

B. A determinacdo do fibrinogénio, conforme descrito
em Doseamento, contribui para a identificagdo do
componente 1.

C. A determinacdo do Fator XIII, conforme descrito
em Doseamento, contribui para a identificacdo do
componente 1.
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CARACTERISTICAS

Aspecto da solucdo. Os concentrados liofilizados
dissolvem-se em 20 minutos no volume do diluente para
a sua reconstituicao, a temperatura indicada no rotulo,
resultando em uma solucdo limpida ou ligeiramente
turva, praticamente incolor.

pH (5.2.19). 6,5 a 8,0.

Estabilidade da dissolucido. Durante os 120 minutos
que seguem a reconstituicao ou ao descongelamento ndo
se forma nenhum gel, a temperatura ambiente.

Agua. Determinar por um dos métodos a seguir:
Determinagdo da dgua pelo método semimicro (5.2.20.3),
Perda por dessecagdo (5.2.9) ou Espectrofotometria de
absorg¢do no infravermelho proximo (5.2.14). Nao mais
que 2,0%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

DOSEAMENTO
Fibrinogénio (proteinas coagulaveis)
Empregar um dos métodos descritos a seguir.

A quantidade estimada de proteinas coagulaveis,
expressa em miligramas, ndo ¢ inferior a 70% nem
superior a 130% da quantidade declarada.

A. Proteinas coagulaveis. Dosar o nitrogénio no residuo
pelo método de Determinagdo de nitrogénio (5.3.3.2).

Misturar 0,2 mL da preparagdo reconstituida e 2 mL
de uma solugdo tampao apropriada (pH 6,6 a 7,4) que
contenha uma quantidade suficiente de trombina humana
(aproximadamente 3 UI/mL) e calcio (0,05 M).

Manter a mistura a 37 °C durante 20 minutos, separar o
precipitado por centrifugacdo (5000 g, por 20 minutos)
e lavar exaustivamente com uma solucdo de cloreto
de sodio 0,9% (p/v). Dosar o nitrogénio no residuo
pelo método de Determinagdo de nitrogénio (5.3.3.2).
Calcular o teor em proteinas devendo ser o resultado
multiplicado por 6.

B. Teste de coagulagdo. Diluir a preparagdo reconstituida
com uma solugdo de cloreto de sodio a 0,9% (p/v) até
obter uma concentragdo de fibrinogénio compreendida
entre 0,1 mg/mL e 1 mg/mL. Utilizar 0,2 mL da diluicdo,
mantendo a 37 °C durante 60 segundos e adicionar 0,2
mL de uma solugdo apropriada de trombina humana
(aproximadamente 20 UI/mL e que contenha pelo menos
1 mM de calcio). Determinar o tempo de coagulagdo por
um método apropriado. Repetir o processo com pelo
menos trés dilui¢des diferentes, no intervalo indicado
anteriormente por meio de uma solugdo apropriada

de fibrinogénio (por exemplo, plasma humano normal
calibrado, por meio de uma determinagao, frente a uma
mistura de plasma recém preparada (> 100 doadores).
Representar uma curva de calibragdo com os tempos
de coagulagdo medidos para as diluigdes padrdo e o
contetdo em fibrinogénio; a partir da curva, determinar
o conteudo de fibrinogénio na preparagao a examinar.

Fator XIII. Onde o rétulo indicar que a atividade do
Fator XIII da coagulagdo ¢ maior que 10 Ul/mL, a
atividade estimada ndo deve ser inferior a 80% e nem
superior a 120% da atividade declarada no rotulo.

Fazer trés diluicdes do componente 1 descongelado
ou reconstituido e da preparacdo de referéncia de
plasma humano normal, usando como diluente plasma
deficiente em Fator XIII da coagulacdo ou outro diluente
apropriado. Adicionar a cada diluicdo quantidades
apropriadas dos seguintes reagentes:

Reagente ativador: contendo trombina humana ou
bovina, tampdo apropriado, cloreto de calcio ¢ um
inibidor apropriado tal como Gli-Pro-Arg-Ala-Ala-NH,
que inibira a coagulagdo da amostra e ndo evitara a
ativacdo do Fator XIII pela trombina.

Reagente de detec¢do: contendo substrato peptidico
especifico de Fator XIII ativado tal como Leu-Gli-Pro-
Gli-Glu-Ser-Lis-Val-Ile-Gli-NH, e éster de etil glicina
como segundo substrato em solugdo tampao adequada.

Reagente NADH: contendo glutamato desidrogenase,
a-cetoglutarato e NADH em solug@o tampao adequada.

Apds a mistura, sdo mensuradas as variagdoes de
absorbancia (AA/minutos) no comprimento de onda
de 340 nm (5.2.14) apoés ser atingida a fase linear da
reagdo. A unidade de Fator XIII ¢ igual a atividade de 1
mL de plasma humano normal. Calcular a atividade da
preparagdo teste através de métodos estatisticos usuais
(8). Os limites de confianga (P = 0,95) ndo devem ser
inferiores a 80% e nem superiores a 125% da atividade
estimada.

COMPONENTE 2 (PREPARACAO DE TROMBINA)
IDENTIFICACAO

A. Proceder aos ensaios de precipitacdo com a amostra
do produto acabado, usando soros especificos de pelo
menos quatro diferentes espécies animais € um soro
anti-humano. O ensaio ¢ realizado com soros especificos
contra as proteinas plasmaticas das espécies animais
que normalmente se usam no pais para a preparagio
de produtos de origem biologica. A amostra contém
somente proteinas de origem humana e ndo precipita
com os soros especificos contra as proteinas plasmaticas
de outras espécies animais, porém precipita frente ao
soro anti-humano.
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B. A determinagdo da trombina, conforme descrito
em Doseamento, contribui para a identificagdo do
componente 2.

CARACTERISTICAS

Aspecto da solucdo. Os concentrados liofilizados
dissolvem-se em 5 minutos no volume de diluente
para a sua reconstituigdo, a temperatura indicada no
rétulo, resultando em uma solugdo incolor ¢ limpida ou
ligeiramente turva.

pH (5.2.19). 5,0 a 8,0.

Agua. Determinar por um dos métodos a seguir:
Determinagdo da dgua pelo método semimicro (5.2.20.3),
Perda por dessecagdo (5.2.9) ou Espectrofotometria de
absorg¢do no infravermelho proximo (5.2.14). Nao mais
que 2,0%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

DOSEAMENTO

Trombina. Se necessario, diluir a preparagdo
reconstituida a ser examinada a aproximadamente 2
-20 UI por mililitro de trombina usando como diluente
um tampao pH 7,3 - 7,5, tal como a solugdo tampao
de imidazol pH 7,3, contendo 10 g/L de albumina
humana ou albumina bovina. A um volume adequado da
diluicdo, adicionar volume apropriado de fibrinogénio (1
g/L de proteina coagulada) aquecido a 37 °C e comegar
a medir o tempo de coagulagdo imediatamente. Repetir
o procedimento com cada uma das trés diluicdes de
uma preparagdo de referéncia de trombina calibrada
em unidades internacionais. Calcular a atividade da
preparagdo teste por meio de métodos estatisticos usuais
(8). Os limites de confianga (P=0,95) ndo devem ser
inferiores a 80% e nem superiores a 125% da atividade
estimada.

ARMAZENAMENTO

Protegido da luz.

ROTULAGEM
Observar legislagdo vigente. O rétulo deve indicar:

a quantidade de fibrinogénio (miligramas de proteinas
coagulaveis) e de trombina (Unidades Internacionais)
por frasco;

a atividade de Fator XIII (unidades) quando superior a
10 UI/mL;

quando aplicavel, o volume de diluente necessario para
reconstituir a preparacao.

COMPLEXO PROTROMBINICO
HUMANO TOTAL LIOFILIZADO

Prothrombinum Multiplex Total Humanum
Cryodesiccatus

O complexo protrombinico humano total é uma fracao
de proteinas plasmaticas que contém, obrigatoriamente,
os Fatores II, VII, IX e X da coagulagdo humana.
A presenca e as quantidades dos Fatores II, VII e X
dependem do método de fracionamento utilizado e sua
obtengdo ¢ realizada a partir do plasma humano que
satisfaca as condi¢des da monografia Plasma Humano
para Fracionamento.

A atividade da preparagdo, reconstituida de acordo com
as indicagdes que figuram no rétulo, ndo ¢ inferior a 20
UI de Fator IX por mililitro. Se o contetido de algum
fator de coagulagdo estiver declarado em valor unitario,
a poténcia estimada deve estar entre 80% e 125% da
poténcia declarada; se o conteudo de algum fator estiver
declarado em intervalo, a poténcia estimada deve estar
dentro dos limites minimo e maximo declarados.

O método de preparagdo deve evitar, tanto quanto
possivel, a ativacdo dos fatores da coagulagdo, de modo
a reduzir seu potencial trombogénico, e compreende
uma ou varias etapas que demonstrem a eliminagdo ou
inativacdo dos agentes infecciosos conhecidos e ndo
conhecidos. Se forem acrescentadas substincias para
inativagdo viral na etapa de produgdo, um procedimento
de purificagdo deve ser validado, de modo a demonstrar
que a concentragdo dessas substancias foi reduzida a um
nivel aceitavel, e que tais residuos ndo comprometem a
segurancga da preparagao.

A atividade especifica ndo ¢ inferior a 0,6 UI do Fator
IX por miligrama de proteinas totais, antes da eventual
adicdo de um estabilizante proteico. A fracdo que
contétm o complexo protrombinico ¢ dissolvida em
diluente apropriado. Podem ser adicionadas heparina,
antitrombina e outras substancias auxiliares, como
um estabilizante. Ndo deve ser adicionado nenhum
conservante antimicrobiano. Asolugao sofreumafiltracao
esterilizante e depois € envasada, assepticamente, nos
recipientes e, imediatamente, congelada. Em seguida ¢
liofilizada e os recipientes sdo fechados a vacuo ou em
presenga de um gas inerte.

Nota: reconstituir a amostra como indicado no rotulo
imediatamente antes de realizar a Identificagcdo, os
ensaios (exceto os de solubilidade e de teor de dgua) e
o0 Doseamento.
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IDENTIFICACAO

A amostra satisfaz os limites estabelecidos em
Doseamento para os Fatores II, VII, IX e X da coagulacao
sanguinea humana.

CARACTERISTICAS

Aspecto. P6 ou soélido friavel, branco ou ligeiramente
corado, muito higroscopico.

Osmolalidade (5.2.28). No minimo, 240 mosmol/kg.
pH (5.2.19). 6,52 7,5.

Solubilidade. Adicionar o volume do liquido diluente
especificado no rotulo, observando a temperatura
recomendada. Agitar suavemente por no maximo 10
minutos. A preparagdo dissolve-se completamente e
observa-se a formagdo de uma solugdo que pode ser
levemente corada.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Agua. Determinar por um dos métodos a seguir:
Determinagdo da dgua pelo método semimicro (5.2.20.3),
Determinagdo da perda por desseca¢io (5.2.9) ou
Espectrofotometria de absor¢do no infravermelho
(5.2.14). O teor de agua deve ser inferior a 2,0%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA
Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

Pirogénios (5.5.2.1). Cumpre o teste. Injetar em cada
coelho, por quilograma de peso corporal, um volume da
amostra reconstituida correspondente a, pelo menos, 30
UI de Fator IX.

DOSEAMENTO
Fator IX

Proceder conforme descrito em Determinagcdo do
Fator IX da coagulacdo sanguinea humana (5.5.1.4). A
atividade determinada ndo ¢ inferior a 80% nem superior
a 125% da atividade declarada. O intervalo de confianca
(P=0,95) da atividade determinada nao ¢ inferior a 80%
e ndo ultrapassa 125%.

Fator 11

Proceder conforme descrito em Determinagcdo do
Fator Il da coagulacdo sanguinea humana (5.5.1.3). A
atividade determinada ndo ¢ inferior a 80% nem superior
a 125% da atividade declarada. O intervalo de confianca
(P =0,95) da atividade determinada estd compreendido
entre 90% e 111%.

Fator VII

Proceder conforme descrito em Determinac¢do do Fator
VII da coagula¢do sanguinea humana (5.5.1.5). A
atividade determinada ndo ¢ inferior a 80% nem superior
a 125% da atividade declarada. O intervalo de confianca
(P = 0,95) da atividade determinada estd compreendido
entre 80% e 125%.

Fator X

Proceder conforme descrito em Determinagcdo do
Fator X da coagulacdo sanguinea humana (5.5.1.6). A
atividade determinada ndo ¢ inferior a 80% nem superior
a 125% da atividade declarada. O intervalo de confianga
(P = 0,95) da atividade determinada estd compreendido
entre 90% e 111%.

Fatores da coagulacio ativados

Proceder conforme descrito em Determinac¢do dos
fatores da coagulagado ativados (5.5.1.8). Se necessario,
diluir a amostra para obter uma solug@o que contenha 20
Ul de Fator IX por mililitro. Para cada uma das diluigdes,
o tempo de coagulagdo ndo ¢ inferior a 150 segundos.

Heparina

Caso se tenha adicionado heparina durante a preparacao,
determinar o seu teor de acordo com o método
Determinagdo da heparina nos fatores da coagulagdo
(5.5.1.1). A amostra ndo contém mais que a quantidade
de heparina indicada no rétulo e nunca contém mais de
0,5 UI de heparina por unidade internacional de Fator
IX.

Proteinas totais

Se necessario, deve-se diluir a preparagdo reconstituida
com uma solucdo de cloreto de sédio a 0,9% (p/v) de
forma a obter-se uma solug@o que contenha cerca de 15
mg de proteinas em 2 mL. Em um tubo de centrifuga
de fundo redondo, introduzir 2 mL dessa solugdo.
Adicionar 2 mL de solu¢do de molibdato de sddio a 75
g/L e 2 mL de uma mistura de acido sulftirico isento de
nitrogénio e agua (1:30). Agitar e centrifugar durante
5 minutos. O liquido sobrenadante deve ser decantado
permitindo-se que o tubo seja enxuto sobre um papel de
filtro. Determinar o nitrogénio no residuo pelo método
de Determinagdo de nitrogénio (5.3.3.2). Calcular o teor
em proteinas devendo ser o resultado multiplicado por
6,25.
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Trombina

Caso a amostra contenha heparina, determinar o seu
teor como indicado no ensaio bioldgico da heparina e
neutraliza-la por adigdo de sulfato de protamina (10 pg
de sulfato de protamina neutralizam 1 UI de heparina).
Utilizar dois tubos de ensaio ¢, em cada um, misturar
volumes iguais da amostra reconstituida de uma solugao
de fibrinogénio a 3 g/L. Manter um dos tubos a 37 °C
durante 6 horas e o outro a temperatura ambiente durante
24 horas. Num terceiro tubo, misturar volumes iguais
da solugdo de fibrinogénio e de solugdo de trombina
humana a 1 UI/mL e colocar o tubo em banho-maria a
37 °C. Nao se produz coagulagdo nos tubos que contém
a amostra. Produz-se coagulag¢do dentro de 30 segundos
no tubo que contém a trombina.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Ao abrigo da luz.

ROTULAGEM

Observar a legislag@o vigente. O rétulo deve declarar:

* adenominagdo: complexo protrombinico total;

* o numero de Unidades Internacionais dos Fatores
IX, VII e X e o nimero ou intervalo de Unidades
Internacionais do Fator II por frasco;

* aquantidade de proteinas em cada recipiente;

* o0 nome ¢ a quantidade de qualquer substincia
adicionada, compreendendo a heparina e trombina,
se esse for o caso;

* o nome e o volume do diluente necessario para
reconstituir a preparagao.

DALTEPARINA SODICA

Dalteparinum natricum

A dalteparina sodica ¢ um sal sodico de heparina de
baixo peso molecular obtida por despolimerizagdo com
acido nitroso da heparina de mucosa intestinal suina. A
maioria dos componentes tem uma estrutura de acido
2-0O-sulfo-a-L-idopiranosurénico na extremidade n@o
redutora e uma estrutura de 6-O-sulfo-2,5-anidro-D-
manitol na extremidade redutora da sua cadeia.

A dalteparina sddica deve estar em conformidade com a
monografia Heparina de baixo peso molecular com as
modificagdes e exigéncias adicionais descritas a seguir.

A massa molecular média relativa varia de 5600 Da a
6400 Da, com um valor caracteristico de cerca de 6000
Da. O grau de sulfatacdo ¢ de 2,0 a 2,5 sulfatos por

unidade dissacaridica. A poténcia da dalteparina sodica
nao deve ser inferior a 110 Ul nem superior a 210 Ul
de atividade antifator Xa por miligrama, em relagdo a
substancia dessecada. A atividade do antifator Ila ndo
deve ser inferior a 35 IU/mg nem superior a 100 Ul/mg,
em relagdo a substancia dessecada. A razao da atividade
antifator Xa pela atividade antifator Ila deve ser entre
1,9 e3,2.

A dalteparina sodica deve ser produzida através de
procedimentos validados de fabricagao e purificagao sob
condi¢des destinadas a minimizar a presenca de grupos
N-NO. O processo de fabricagdo deve ter sido validado
para reduzir qualquer contaminagdo por grupos N-NO
a limites permitidos utilizando um método validado de
quantificagdo.

IDENTIFICACAO

A. Proceder conforme descrito no teste A. de
Identificagdo da monografia Heparina de baixo peso
molecular, utilizando a dalteparina sodica SR. Calcular
a poténcia em relacdo a atividade antifator Xa por
miligrama e a atividade antifator Ila. Calcular a razdo da
atividade antifator Xa para atividade antifator Ila.

B. Proceder conforme descrito no teste B. de Identificagdo
da monografia Heparina de baixo peso molecular. O
espectro obtido deve ser similar ao da dalteparina sodica
SR.

C.Proceder conforme descritono teste C. de Identificagdo
da monografia Heparina de baixo peso molecular. Os
seguintes requisitos se aplicam: a massa molecular média
relativa varia entre 5600 Da e 6400 Da; a porcentagem
em massa de cadeias mais baixas do que 3000 Da nao ¢
menor do que 13,0% (m/m); a porcentagem em massa
de cadeias de massas moleculares mais elevadas do que
8000 Da varia entre 15,0% (m/m) e 25,0% (m/m).

CARACTERISTICAS

Aspecto da solugdo. Dissolver 1 g da amostraem 10 mL
de 4gua purificada. A solugdo ¢ limpida (5.2.25).

ENSAIOS DE PUREZA

Nitrito. No maximo 5 ppm. Proceder conforme
descrito em Cromatografia a liquido de alta eficiéncia
(5.2.17.4). Utilizar cromatdgrafo provido de dispositivo
eletroquimico adequado com as seguintes caracteristicas
e ajustes: um eletrodo de trabalho adequado, um detector
de potencial + 1,00 V versus um eletrodo de referéncia
Ag/AgCl e um detector com sensibilidade de 0,1 uA e
uma coluna de 125 mm de comprimento e 4,3 mm de
diametro interno, empacotada com resina de troca i6nica
(anidnica) forte (10 um), mantida a 40 °C, fluxo da Fase
movel de 1 mL/minuto.
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Fase movel: solugao constituida por 13,61 g de acetato
de s6dio SQR dissolvido em agua purificada. Ajustar o
pH para 4,3 com acido fosforico SR e diluir para 1000
mL utilizando agua purificada.

Nota: lavar todos os baldes volumétricos, pelo menos,
trés vezes com dgua purificada antes do preparo das
solugoes e antes de preparar as Solugoes de referéncia
(c), (d) e (e); lavar todas as pipetas com a Solugdo de
referéncia (b).

Solugdo amostra: dissolver 80 mg da amostra em agua
purificada e completar o volume para 10 mL com o
mesmo solvente. Deixar em repouso durante pelo menos
30 minutos.

Solugdo de referéncia (a): dissolver 60 mg de nitrito de
sodio SQR em agua purificada e diluir até 1000 mL com
0 mesmo solvente.

Solu¢do de referéncia (b): utilizar uma pipeta
previamente lavada com Solugcdo de referéncia (a).
Diluir 1 mL da Solugdo de referéncia (a) para 50 mL
com agua purificada.

Solu¢do de referéncia (c): diluir 1 mL da Solugdo
de referéncia (b) para 100 mL com agua purificada
(correspondente a 1 ppm de nitrito na amostra).

Solugdo de referéncia (d): diluir 3 mL da Solugdo
de referéncia (b) para 100 mL com &agua purificada
(correspondente a 3 ppm de nitrito na amostra).

Solu¢do de referéncia (e): diluir 5 mL da Solugdo
de referéncia (b) para 100 mL com agua purificada
(correspondente a 5 ppm de nitrito na amostra).

Procedimento: injetar 100 uL da Solugdo de referéncia
(d). Quando os cromatogramas sdo registrados nas
condi¢des prescritas, o tempo de retengdo para o
nitrito é 3,3 a 4,0 minutos. O teste s6 é valido se: o
niumero de pratos teodricos calculados para o pico de
nitrito for de pelo menos 7000 por metro de coluna (a
dalteparina sodica ira bloquear os sitios de ligagdo da
fase estacionaria, o que resultara em menores tempos de
reten¢do e menor eficiéncia de separagao para o analito;
o desempenho inicial da coluna pode ser parcialmente
restaurado utilizando 58 g/L de solugdo de cloreto de
sodio SQR, a um fluxo de 1 mL/minuto durante uma
hora; apds a regeneracdo, a coluna € lavada com 200
mL a 400 mL de agua purificada); o fator de simetria
para o pico de nitrito for inferior a 3; o desvio padrdo
relativo da area de pico para o nitrito obtido a partir de
seis injegdes for inferior a 3%.

Injetar 100 pL cada uma das Solugoes de referéncia (c)
e (e). O teste so ¢ valido se: o fator de correlagdo para
uma relagdo linear entre a concentragdo e a resposta para
as Solugades de referéncia (c), (d) e (e) for de pelo menos
0,995; a relagdo sinal-ruido para Solugdo de referéncia
(¢) ndo for inferior a 5 (se o nivel de ruido ¢ demasiado
elevado, a recalibragfo do eletrodo é recomendada); uma
injecdo em branco de 4gua purificada ndo der origem a
picos espurios.

Injetar 100 pL da Solugcdo amostra. Calcular o teor de
nitrito a partir das areas dos picos no cromatograma
obtido com as Solugées de referéncia (c), (d) e (e).

Boro. Proceder conforme descrito em Espectrometria
de emissdo otica com plasma indutivamente acoplado
(5.2.13.2.2). Utilizar comprimento de onda especifico
para o boro. A linha de emissdo a ser utilizada ¢
249,733 nm. Utilizar um aparelho apropriado, cujas
configuragdes possam ser otimizadas conforme
indicacdo do fabricante. No maximo 1 ppm. Preparar as
solugdes descritas a seguir.

Solugdo amostra: dissolver 0,25 g da substancia a ser
analisada em cerca de 2 mL de 4gua, adicionar 100 pL
de 4cido nitrico SQR e diluir para 10 mL utilizando o
mesmo solvente.

Solug¢do de referéncia (a). preparar uma solugdo 1%
(v/v) de acido nitrico em agua.

Solugdo de referéncia (b): preparar uma solucdo de 11,4
pg/mL de acido borico em Solugdo de referéncia (a).

Solugdo de referéncia (c): dissolver 0,25 g de dalteparina
sodica padrdo sem boro detectavel em cerca de 2 mL de
agua, adicionar 100 pL de acido nitrico e diluir para 10
mL com o mesmo solvente.

Solugdo de referéncia (d): dissolver 0,25 g de dalteparina
sodica padrao sem boro detectavel em cerca de 2 mL
de uma solugdo de 1% (v/v) de acido nitrico em agua,
adicionar 10 pL de uma solugdo de 5,7 mg/mL de acido
borico e diluir para 10 mL com o mesmo solvente. Esta
solucdo contém 1 mg/mL de boro.

Calcular o teor de boro na substancia a ser examinado,
utilizando fator de corregdo obtido segundo a expressao:

_ (Padréo, - Padrdo.)x 2
(Padrao cal - Branco)

em que

Padrdo, = Solugdo de referéncia (d);
Padrdo, = Solugdo de referéncia (c);

Padrdo_, = Solugdo de referéncia (b),

1

Branco = Solu¢do de referéncia (a).

Perda por dessecacdo (5.2.9). Pesar cerca de 1 g da
amostra. Dessecar a amostra a 60 °C sobre pentoxido de
fosforo a uma pressdo ndo superior a 670 Pa durante 3
h. No méaximo 5%.
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DIFOSFATO DE CLOROQUINA

Cloroquini diphosphas

Cl N

Z 2H,PO,

C,H,CIN,2H,PO, 515,87

187726

difosfato de cloroquina; 02489

Bis(diidrogenofosfato) de N*-(7-cloro-4-quinolinil)-
N',N'-dietil-1,4-pentanodiamina

[50-63-5]

Contém, no minimo, 98,0% e, no maximo, 102,0% de

CH,CIN,.2H,PO,, em relagdo a substancia dessecada.

DESCRICAO

Caracteristicas fisicas. Po cristalino, branco ou quase
branco, higroscopico. Apresenta polimorfismo.

Solubilidade. Facilmente solivel em agua, muito pouco
solivel em etanol e metanol, praticamente insolavel em
benzeno, cloroféormio e éter etilico.

Constantes fisico-quimicas.

Faixa de fusdo (5.2.2): 193 °C a 195 °C, para um dos
polimorfos e 215 °C a 218 °C para o outro polimorfo.

IDENTIFICACAO

Os testes de identificacdo B. e C. podem ser omitidos se
forem realizados os testes A. e D. O teste de identificagdo
A. pode ser omitido se forem realizados os testes B., C.
eD.

A. Dissolver 0,1 g da amostra em 10 mL de dgua em funil
de separacdo. Adicionar 2 mL de hidréxido de sodio 2
M e extrair com duas porgdes de 20 mL de cloreto de
metileno. Combinar os extratos organicos, lavar com
agua, secar com sulfato de sddio anidro e evaporar até
secura. O espectro de absor¢do no infravermelho (5.2.14)
do residuo, dissolvido em 2 mL de cloreto de metileno,
apresenta maximos de absor¢do somente nos mesmos
comprimentos de onda ¢ com as mesmas intensidades

relativas daqueles observados no espectro de difosfato
de cloroquina SQR, preparado de maneira idéntica.

B. O espectro de absor¢do no ultravioleta (5.2.14), na
faixa de 200 nm a 400 nm, da solu¢do amostra obtida no
método B. de Doseamento, exibe maximos € minimos
somente nos mesmos comprimentos de onda de solugdo
similar de difosfato de cloroquina SQR. A razdo entre os
valores de absorvancia medidos em 343 nm e 329 nm
esta compreendida entre 1,00 e 1,15.

C. Dissolver 25 mg da amostra em 20 mL de agua
e acrescentar 8 mL de acido picrico a 1% (p/v).
Forma-se precipitado amarelo. Lavar o precipitado,
sucessivamente, com agua, etanol e cloreto de metileno.
Deixar secar. O residuo funde entre 206 °C e 209 °C.

D. Dissolver 0,1 g da amostra em 10 mL de agua,
acrescentar 2 mL de hidroxido de sddio 2 M e extrair
com duas por¢des de 20 mL de cloreto de metileno. A
camada aquosa, acidificada com acido nitrico, responde
areagdo 2 do ion fosfato (5.3.1.1).

ENSAIOS DE PUREZA

pH (5.2.19). 3,8 a 4,3. Determinar em solucdo a 10%
(p/v) em agua isenta de didxido de carbono.

Perda por dessecac¢io (5.2.9). Determinar em 1 g da
amostra, em estufa a 105 °C, por 16 horas. No maximo
2,0%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA.

Contagem do numero total de micro-organismos
mesdfilos (5.5.3.1.2). Cumpre o teste.

Pesquisa de micro-organismos patogénicos (5.5.3.1.3).
Cumpre o teste.

DOSEAMENTO
Empregar um dos métodos descritos a seguir.

A. Proceder conforme descrito em Titulagées em
meio ndo aquoso (5.3.3.5). Dissolver 0,2 g da amostra
em 50 mL de acido acético glacial. Titular com acido
perclorico 0,1 M SV determinando o ponto final
potenciometricamente. Cada mL de acido perclorico 0,1
M SV equivale a 25,794 mg de C, H, CIN,.2H,PO,.

187726

B. Proceder conforme descrito em Espectrofotometria
de absor¢do no ultravioleta (5.2.14). Pesar, exatamente,
cerca de 0,1 g da amostra e transferir para baldo
volumétrico de 100 mL. Adicionar 5 mL de agua e
dissolver. Completar o volume com acido cloridrico a
0,1% (p/v). Diluir, sucessivamente, em acido cloridrico
a0,1% (p/v), até concentragdo de 0,001% (p/v). Preparar
solugdo padrdo na mesma concentragdo, utilizando o
mesmo solvente. Medir as absorvancias das solugdes



Farmacopeia Brasileira, 52 edicdo - Primeiro Suplemento 61

resultantes em 343 nm, utilizando acido cloridrico
a 0,1% (p/v) para ajuste do zero. Calcular o teor de

CH,CIN,2H,PO, na amostra a partir das leituras

obtidas.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados.

ROTULAGEM

Observar a legislagdo vigente.

CLASSE TERAPEUTICA
Antimalarico.
DIGOXINA
Digoxinum

C,H O

4177647 14°

780,94
digoxina; 03010

(3B,5B,12PB)-3-[(0-2,6-Didesoxi-B-D-ribo-
hexopiranosil-(1—4)-0-2,6-didesoxi-B-D-ribo-
hexopiranosil-(1—4)-2,6-didesoxi-B-D-ribo-
hexopiranosil)oxi]-12,14-diidroxicard-20(22)-enolideo

[20830-75-5]

Contém, no minimo, 95,0% e, no maximo, 103,0% de

C, H,,0,,, em relagdo a substancia dessecada.

DESCRICAO

Caracteristicas fisicas. P6 ou cristais brancos ou quase
brancos.

Solubilidade. Praticamente insolivel em agua, soluvel
em mistura de cloroformio e éter etilico, mistura de
etanol e agua, e em piridina, praticamente insoltivel em
éter etilico, acetona, acetato de etila e cloroférmio.

Constantes fisico-quimicas.

Poder rotatorio especifico (5.2.8): +10,0° a +13,0°, em
relacdo a substancia dessecada. Determinar na solugdo a
2% (p/v) em piridina anidra.

IDENTIFICACAO

O teste de identificacdo A. pode ser omitido se forem
realizados os ensaios B. D. e E. O teste de identificagcdo
A. pode ser omitido se forem realizados os ensaios C.
D.eE.

A. O espectro de absorg¢do no infravermelho (5.2.14) da
amostra dessecada em estufa a vacuo a 105 °C por 1 hora,
e dispersa em brometo de potassio, apresenta maximos
de absor¢do somente nos mesmos comprimentos de
onda e com as mesmas intensidades relativas daqueles
observados no espectro de digoxina SQR, preparado de
maneira idéntica.

B. A mancha principal do cromatograma da Solucgdo (1),
obtida em Substdncias relacionadas, corresponde em
posigdo, cor e intensidade aquela obtida com a Solugdo

(2).

C. O tempo de retengdo do pico principal do
cromatograma da Solu¢do amostra, obtida no método B.
de Doseamento, corresponde aquele do pico principal da
Solugdo padrio.

D. Dissolver aproximadamente 0,5 mg de amostra em
0,2 mL de etanol a 60% (v/v). Adicionar 0,1 mL de acido
3,5-dinitrobenzoico a 2% (p/v) em etanol e 0,1 mL de
hidréxido de sodio SR. Desenvolve-se coloragéo violeta.

E. Dissolver aproximadamente 0,5 mg da amostra em
1 mL de acido acético glacial, aquecer suavemente,
esperar esfriar e adicionar 0,05 mL de cloreto férrico SR.
Adicionar 1 mL de acido sulfurico, evitando misturar as
duas fases. Desenvolve-se anel marrom na interface, que
deve mudar para verde. Logo apds, a fase superior deve
mudar para azul.

ENSAIOS DE PUREZA

Aspecto da soluc¢io. A solugdo a 0,5% (p/v) em mistura
de metanol e cloreto de metileno (1:1) € limpida (5.2.25)
e incolor (5.2.12).

Substéincias relacionadas. Proceder conforme descrito
em Cromatografia em camada delgada (5.2.17.1),
utilizando silica-gel de fase reversa, quimicamente
ligada a grupo octadecilsilano, como suporte, € mistura
de metanol e agua (7:3), como fase movel. Aplicar,
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separadamente, a placa, 10 pL de cada uma das solugoes,
recentemente preparadas, descritas a seguir.

Solugdo (1): solugdo a 10 mg/mL da amostra em mistura
de cloroférmio e metanol (2:1).

Solugdo (2): solugao a 10 mg/mL de digoxina SQR em
mistura de cloroféormio e metanol (2:1).

Solugdo (3): solucdo a 0,3 mg/mL de gitoxina SQR em
mistura de cloroféormio e metanol (2:1).

Desenvolver o cromatograma. Remover a placa, deixar
secar ao ar. Nebulizar com 4cido tricloroacético-
cloramina-T SR. Aquecer em estufa a 110 °C por 10
minutos ¢ examinar sob luz ultravioleta (365 nm).
Qualquer mancha secundéria obtida no cromatograma
da Solugdo (1), diferente da mancha principal, ndo ¢ mais
intensa que aquela obtida com a Soluc¢do (3) (3,0%).

Perda por dessecacio (5.2.9). Determinar em 0,5 g
da amostra, em estufa a vacuo a 105 °C por 1 hora. No
maximo 1%.

Cinzas sulfatadas (5.2.10). Determinar na amostra
submetida ao teste de Perda por dessecagdo. No méaximo
0,1%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA.

Contagem do numero total de micro-organismos
meséfilos (5.5.3.1.2). Cumpre o teste.

Pesquisa de micro-organismos patogénicos (5.5.3.1.3).
Cumpre o teste.

DOSEAMENTO
Empregar um dos métodos descritos a seguir.

A. Proceder conforme descrito em Espectrofotometria
de absor¢do no ultravioleta (5.2.14). Pesar, exatamente,
cerca de 40 mg da amostra e dissolver em etanol. Aquecer
se necessario e completar o volume para 50 mL com o
mesmo solvente. Diluir, sucessivamente, em etanol até
concentragdo de 0,004% (p/v). Preparar solugdo padrdo
na mesma concentragdo, utilizando o mesmo solvente.
A 5 mL de cada solugdo diluida adicionar 3 mL de
picrato de sodio alcalino SR e deixar em repouso, por
30 minutos, ao abrigo da luz. Medir as absorvancias
das solugdes amostra e padrdo resultantes, em 495 nm,
utilizando mistura de 5 mL de etanol ¢ 3 mL de picrato
de sodio alcalino SR para o ajuste do zero. Calcular o

teor de C, H_,O,, na amostra a partir das leituras obtidas.

B. Proceder conforme descrito em Cromatografia
a liguido de alta eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar
cromatografo provido de detector ultravioleta a 218
nm; coluna de 250 mm de comprimento e 4,2 mm de
didmetro interno empacotada com silica quimicamente
ligada a grupo octadecilsilano; fluxo da Fase movel de
2,0 mL/minuto.

Fase movel: mistura de agua e acetonitrila (70:30).

Solugdo amostra: pesar, exatamente, cerca de 20 mg da
amostra e transferir para baldo volumétrico de 50 mL.
Adicionar 35 mL de mistura de etanol e agua (1:1) e
deixar em ultrassom por 30 minutos. Completar o
volume e homogeneizar. Diluir, sucessivamente, com o
mesmo solvente, de modo a obter solugdo a 40 ug/mL.

Solugdo padrdo: pesar, exatamente, cerca de 20 mg de
digoxina SQR e transferir para baldo volumétrico de
50 mL. Adicionar 35 mL de mistura de etanol e dgua
(1:1) e deixar em ultrassom por 30 minutos. Completar
o volume ¢ homogeneizar. Diluir, sucessivamente, com
o mesmo solvente, de modo a obter solugdo a 40 ug/mL.

A eficiéncia da coluna ndo deve ser menor do que 4800
pratos tedricos/metro. O fator de cauda do pico de
digoxina ndo deve ser maior do que 2,0. O desvio padrao
relativo das areas de replicatas dos picos registrados nao
deve ser maior que 2,0%.

Procedimento: injetar, separadamente, 20 uL. das Solu¢do
padrdo e Solu¢do amostra, registrar os cromatogramas ¢

medir as dreas sob os picos. Calcular o teor de C, HO,,

na amostra a partir das respostas obtidas para a Solu¢do
padrdo e a Solugdo amostra.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados, protegidos da luz.

ROTULAGEM

Observar a legislacao vigente.

CLASSE TERAPEUTICA

Glicosideo cardiotonico.

DIGOXINA SOLUCAO ORAL

Contém, no minimo, 90% e, no maximo, 105% da
quantidade declarada de C, H,,O

647 14"

IDENTIFICACAO

A. Proceder conforme descrito em Cromatografia em
camada delgada (5.2.17.1), utilizando placa de silica-gel
de fase reversa ligada a grupo octadecilsilano, com 0,25
mm de espessura, como suporte, € mistura de metanol
e agua (7:3), como fase movel. Aplicar, separadamente,
10 pL das solucdes preparadas como descrito a seguir.

Solu¢do (1): transferir volume da solugdo oral
equivalente a 0,5 mg de digoxina para funil de separagao
e adicionar 5 mL de agua. Extrair com trés porgoes de
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10 mL de cloroférmio. Combinar os extratos organicos
e evaporar até a secura em banho-maria com o auxilio
de corrente de ar para a secagem. No caso de tragos de
agua ou propilenoglicol remanescentes, secar a vacuo a
100 °C por 30 minutos. Dissolver o residuo em 2 mL de
mistura de cloroformio e metanol (2:1).

Solugdo (2): dissolver quantidade exatamente pesada
de digoxina SQR em mistura de metanol e agua (7:3) e
diluir com o mesmo solvente para obter solucdo a 0,25
mg/mL.

Desenvolver o cromatograma em percurso de 15 cm.
Remover a placa, deixar secar ao ar por alguns minutos.
Nebulizar com dcido tricloroacético-cloramina-T SR
recém preparada. Aquecer em estufa a 110 °C por 10
minutos e examinar sob luz ultravioleta (365 nm). A
mancha principal obtida com a Solugdo (1) corresponde
em posi¢do aquela obtida com a Solugdo (2).

B. O tempo de retengdo do pico principal do
cromatograma da Solu¢do amostra, obtido em
Doseamento, corresponde aquele do pico principal da
Solu¢do padrao.

CARACTERISTICAS

Determinacio de volume (5.1.2). Cumpre o teste.

TESTE DE SEGURANCA BIOLOGICA

Contagem do numero total de micro-organismos
mesofilos (5.5.3.1.2). Cumpre o teste.

Pesquisa de micro-organismos patogénicos (5.5.3.1.3).
Cumpre o teste.

DOSEAMENTO

Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido
de alta eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar cromatografo
provido de detector ultravioleta a 218 nm; coluna de
150 mm de comprimento e 4,6 mm de didmetro interno,
empacotada com silica quimicamente ligada a grupo
octadecilsilano (3 pm a 10 pm), mantida a 40 °C; fluxo
da Fase movel de 0,5 mL/minuto.

Fase movel: mistura de agua, acetonitrila e alcool
isopropilico (70:27,5:2,5).

Solu¢do amostra: transferir exatamente 10 mL da
solugdo oral, equivalente a 0,5 g de digoxina, para baldo
volumétrico de 25 mL. Completar o volume com etanol
a42% (p/p) e homogeneizar.

Solugdo padrdo: dissolver quantidade exatamente
pesada de digoxina SQR em etanol a 42% (p/p) e diluir
com o0 mesmo solvente para obter uma solugdo a 20 pg/
mL.

Injetar replicatas de 10 pL da Solu¢do padrao. O fator
de cauda ndo é maior que 2,0. O desvio padrao relativo
das areas de replicatas dos picos registrados ndo ¢ maior
que 2,0%.

Procedimento: injetar, separadamente, 10 pL da
Solugdo padrdo e da Solugdo amostra, registrar os
cromatogramas e medir as areas dos picos principais.
Calcular a quantidade de C, H.O,, na solugdo oral a
partir das respostas obtidas com a Solucdo padrdo e a
Solu¢do amostra.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados, protegidos da luz.

ROTULAGEM

Observar a legisla¢do vigente.

ENOXAPARINA SODICA

Enoxaparinum natricum

A enoxaparina sodica ¢ o sal sddico de uma heparina
de baixo peso molecular que ¢ obtida através da
despolimerizagdo alcalina do benzil éster da heparina
da mucosa intestinal suina. A enoxaparina consiste de
um conjunto complexo de oligossacarideos que ainda
ndo foram completamente caracterizados. Com base
no conhecimento atual, a maioria dos componentes tem
uma estrutura uronato 4-enopiranose na extremidade
nao redutora da sua cadeia. 15% a 25% dos componentes
tém uma estrutura 1,6-anidro no terminal redutor da sua
cadeia.

A enoxaparina sodica deve estar em conformidade com
a monografia de Heparina de baixo peso molecular
com as modifica¢des e exigéncias adicionais descritas
a seguir.

A massa molecular média relativa varia de 3800 Da a
5000 Da, com um valor caracteristico de cerca de 4500
Da. O grau de sulfatagdo € cerca de dois sulfatos por
unidade dissacaridica. A poténcia ndo deve ser inferior
a 90 UI nem superior a 125 Ul de atividade antifator
Xa por miligrama, calculado em relagdo a substancia
dessecada. A atividade antifator Ila ndo deve ser inferior
a 20,0 UI nem superior a 35,0 Ul por miligrama,
calculada em relagdo a substancia dessecada. A razao da
atividade antifator Xa pela atividade antifator Ila deve
estar entre 3,3 e 5,3.

A enoxaparina ¢ produzida por despolimerizago
alcalina do benzil éster da heparina de mucosa intestinal
suina, em condi¢des que resultam em um produto que
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esteja em conformidade com os requisitos estruturais
descritos anteriormente.

IDENTIFICACAO

A. Proceder conforme descrito no teste A. de
Identificagdo da monografia Heparina de baixo peso
molecular, utilizando enoxaparina sodica padréo.

B. Proceder conforme descrito no teste B. de
Identificagdo da monografia Heparina de baixo peso
molecular. O espectro obtido deve ser similar ao da
enoxaparina padrao.

C. Proceder conforme descrito no teste C. de
Identificagdo da monografia Heparina de baixo peso
molecular. Os seguintes requisitos se aplicam: a massa
molecular média relativa tem variabilidade de massa
entre 3800 Da e 5000 Da; a porcentagem de cadeias
de peso molecular inferior a 2000 Da deve variar entre
12,0% e 20,0%; a porcentagem de cadeias com peso
molecular entre 2000 Da e 8000 Da deve estar entre
68,0% e 82,0%.

CARACTERISTICAS

Aspecto da solucio. A solugdo ¢ limpida (5.2.25).

ENSAIOS DE PUREZA

pH (5.2.19). 6,2 a 7,7. Dissolver 1,0 g da amostra em 10
mL de agua livre de didéxido de carbono.

Absorvancia especifica. 14,0 a 20,0 em relagdo a
substincia dessecada, determinado a 231 nm. Dissolver
50,0 mg da amostra em 100 mL de acido cloridrico 0,01
M.

Conteudo de alcool benzilico. No maximo 0,1% (m/m).
Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido
de alta eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar cromatédgrafo
provido de detector ultravioleta a 256 nm; pré-coluna de
20 mm de comprimento e 4,6 mm de didmetro interno,
empacotada com silica quimicamente ligada a grupo
octilsilano (5 pm); coluna de 150 mm de comprimento
e 4,6 mm de didmetro interno, empacotada com silica
quimicamente ligada a grupo octilsilano (5 pm), mantida
a temperatura de 40 °C, fluxo da Fase movel de 1 mL/
minuto.

Fase movel: mistura de metanol, acetonitrila e agua
(5:15:80).

Solugdo amostra: dissolver cerca de 0,500 g da amostra
em 5,0 mL de hidréxido de s6dio 1M. Deixar em repouso
a temperatura ambiente durante uma hora. Adicionar
1,0 mL de acido acético glacial e diluir para 10,0 mL
utilizando agua.

Solugdo de referéncia: preparar solugdo de 0,25 g/L de
alcool benzilico em agua. Separar 0,50 mL desta solugao
e diluir para 10,0 mL utilizando agua.

Procedimento: injetar volumes iguais de Solucdo de
referéncia e Solu¢do amostra (20 pl), registrar os
cromatogramas ¢ medir a resposta dos picos. Calcular
o teor percentual (m/m) de alcool benzilico segundo a
expressao:

em que

S, = darea sob o pico de dlcool benzilico da Solugdo
amostra;

S, = drea sob o pico de alcool benzilico da Solugdo de
referéncia;

C, = concentragdo de alcool benzilico na Solucdo de
referéncia (mg/mL);

C, = concentragdo de alcool benzilico na Solugdo
amostra (mg/mL).

Sodio. 11,3% a 13,5% emrelagao a substancia dessecada.

ERGOCALCIFEROL

Ergocalciferolum

HO \\“.

CH,,0; 396,65

28" 44
ergocalciferol; 03477
(18,32)-4-Metileno-3-[(2E)-2-[(1R,3aS,7aR)-octaidro-

7a-metil-1-[(1R,2E,4R)-1,4,5-trimetil-2-hexen-1-il]-
4H-inden-4-ilideno]etilideno]cicloexanol

[50-14-6]

Contém, no minimo, 97,0% e, no maximo, 103,0% de
C H,O.

28" 44

DESCRICAO
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Caracteristicas fisicas. P6 branco a branco-amarelado.

Solubilidade. Praticamente insoliivel em dgua e soluvel
em etanol e 6leos graxos.

Constantes fisico-quimicas.
Faixa de fusdo (5.2.2): 115°C a 119 °C.

Poder rotatorio especifico (5.2.8): +103° a +106°.
Determinar em solugdo a 1,5% (p/v) em etanol. Fazer
a leitura dentro de 30 minutos apods a solucédo ter sido
preparada.

IDENTIFICACAO

Nota: proceder as andlises ao abrigo da luz direta e
empregar vidraria dmbar.

Os testes de identificacdo B. C. e D. podem ser omitidos
se for realizado o ensaio A.

A. O espectro de absor¢do no infravermelho
(5.2.14) da amostra dispersa em brometo de potassio
apresenta maximos de absor¢do somente nos mesmos
comprimentos de onda e com as mesmas intensidades
relativas daqueles observados no espectro de
ergocalciferol SQR, preparado de maneira idéntica.

B. O espectro de absor¢do no ultravioleta (5.2.14), na
faixa de 200 nm a 400 nm, de solugdo a 0,001% (p/v) em
etanol, exibe maximo em 265 nm, idénticos ao observado
no espectro de solucdo similar de ergocalciferol SQR.

C. Proceder conforme descrito em Cromatografia em
camada delgada (5.2.17.1), utilizando silica- gel G,
como suporte, e mistura de cicloexano e éter etilico (1:1),
como fase movel. Aplicar separadamente, a placa 10 uL.
de cada uma das solugdes, recentemente preparadas,
descritas a seguir. Proceder a analise ao abrigo da luz.

Solugdo (1): preparar uma solugdo de esqualano (1:100)
em cloroférmio, contendo 50 mg da amostra por mL.

Solugdo (2): preparar uma solucdo de esqualano (1:100)
em cloroférmio, contendo 50 mg de ergocalciferol SQR
por mL.

Solugdo (3): preparar uma solugdo de esqualano (1:100)
em cloroférmio, contendo 100 pg de ergosterol por mL.

Desenvolver o cromatograma. Remover a placa, deixar
secar ao ar. Nebulizar a placa com solucdo 1:50 de
cloreto de acetila em cloreto de antimonio SR. A mancha
principal obtida com a Solugdo (1) corresponde em
posicao, cor e intensidade aquela obtida com a Solu¢do
(2), podendo apresentar uma mancha violeta abaixo
da mancha do ergocalciferol. A coloracdo da mancha
violeta ¢ menos intensa que aquela do cromatograma
obtida com solugdo de ergosterol.

D. Dissolver 5 mg da amostra em 5 mL de cloroférmio
e adicionar 0,3 mL de anidrido acético e 0,1 mL de
acido sulftrico. Agitar vigorosamente. Desenvolve-se

coloragdo vermelho-brilhante que, rapidamente, passa a
violeta, e depois a azul e finalmente a verde.

ENSAIOS DE PUREZA

Substincias redutoras. Dissolver 0,1 g de amostra
em etanol e completar o volume para 10 mL com o
mesmo solvente. Adicionar 0,5 mL de solucdo de azul
de tetrazolio (1:200 ) em etanol e 0,5 mL de hidréxido
de tetrametilamonio a 10% (v/v) em etanol. Deixar a
mistura em repouso por 5 minutos e em seguida adicionar
1 mL de 4cido acético glacial. Realizar ensaio em branco
utilizando 10 mL de etanol. Determinar a absorbancia da
solugdo em 525 nm. A absorvancia ¢ menor que aquela
obtida com uma solucdo contendo 0,2 g de hidroquinona
por mL de etanol, preparada da mesma maneira.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA.

Contagem do numero total de micro-organismos
mesdfilos (5.5.3.1.2). Cumpre o teste.

Pesquisa de micro-organismos patogénicos (5.5.3.1.3).
Cumpre o teste.

DOSEAMENTO

Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido
de alta eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar cromatografo
provido de detector ultravioleta a 254 nm; coluna de
250 mm de comprimento e 4,6 mm de didmetro interno,
empacotada com silica (5 pm), mantida a temperatura
ambiente; fluxo da Fase movel de 2 mL/minuto.

Fase movel: alcool n-amilico e hexano (3:997).

Solugdo amostra: transferir 10 mg da amostra,
exatamente pesada, para baldo volumétrico de 100 mL,
dissolver em 10 mL de tolueno e completar o volume
com Fase movel.

Solu¢do padrdo: dissolver quantidade, exatamente
pesada, de ergocalciferol SQR em 10 mL de tolueno e
completar o volume com Fase movel de modo a obter
solucdo a 100 pg/mL.

Solugdo de resolugdo: dissolver 1 mg de colecalciferol
em 5 mL de Fase movel. Aquecer em banho-maria, com
refluxo, a 90 °C durante 45 minutos e deixar esfriar.

Injetar replicatas de 20 pL da Solugdo de resolugdo. Os
tempos de retengdo relativos em relagdo ao colecalciferol
sdo: 0,4 para o pré-colecalciferol e 0,5 para o trans-
colecalciferol. A resolucdo entre pré-colecalciferol e
trans-colecalciferol ndo ¢ menor que 1,0. Se necessario
ajustar a proporcdo da Fase movel e o fluxo para
obtencdo desta resolugdo. O desvio padrao relativo das
areas de replicatas dos picos de colecalciferol ndo ¢
maior que 1,0 %.
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Procedimento: injetar, separadamente, 20 pL da Solugdo
padrdo e a Solu¢do amostra, registrar os cromatogramas
e medir as areas dos picos. Calcular o teor de C,;H,,O
na amostra a partir das respostas obtidas com a Solugdo

padrdo e com a Solucdo amostra.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados, protegidos da luz.

ROTULAGEM

Observar a legislag@o vigente.

CLASSE TERAPEUTICA
Vitamina.
1:50 de cloreto de acetila em cloreto de antimdnio SR.

Preparar solugdo 1:50 de cloreto de acetila em cloreto
de antimdnio SR a ser utilizada na nebulizag¢ao da placa
conforme descrito a seguir.

Solugdo A: 110 g cloreto de antiménio em 400 mL de
1,2-diclorometano. Adicionar 2 g de 6xido de aluminio
anidro, misturar e filtrar através de filtro de vidro
sinterizado em baldo volumétrico de 500 mL. Diluir a
500 mL com 1,2-diclorometano e misture. A absorbancia
da solugdo resultante medida a 500 nm em célula de 2
cm nao ¢ maior que 0,07 utilizando 1,2-diclorometano
como branco.

Solu¢do B: em capela, misturar 100 mL de cloreto de
acetila destilado, incolor, € 400 mL de 1,2-diclorometano
e conservar sob refrigeracao.

Misturar 90 mL da Solugcdo A e 10 mL da Solu¢do B.
Armazenar em frascos ambar, de boca esmerilhada, e
usar dentro de 7 dias. Descartar se houver aparecimento
de cor.

ESTEARATO DE ZINCO

Zinci stearas

(C,,H,,CO,),Zn; 632,34

estearato de zinco; 10665

[557-05-1]

Contém, no minimo, 10,0% e, no maximo, 12,0% de Zn.
DESCRICAO

Caracteristicas fisicas. P6 branco, amorfo, leve, isento
de particulas grumosas.

Solubilidade. Praticamente insolivel em agua, etanol e
éter etilico.

Constantes fisico-quimicas.

Temperatura de solidifica¢do (5.2.29.3): no minimo 54
°C. Determinar no residuo obtido no preparo da Solugdo
(1), descrita em Aspecto da solugdo.

IDENTIFICACAO

Responde as reagdes do ion zinco (5.3.1.1). Determinar
em 1 mL da Solugdo (1), obtida em Aspecto da solugdo.

ENSAIOS DE PUREZA

Aspecto da solugdo. Preparar a Solugdo (1) como
descrito a seguir. A Solugdo (1) ndo é mais corada que a
Solugdo padrdo de cor SC F (5.2.12).

Solugdo (1): dissolver 5 g da amostra em 50 mL de éter
etilico e 40 mL de acido nitrico 7,5% (v/v). Aquecer sob
refluxo até completa dissolug@o e, em seguida, deixar
esfriar. Separar a fase aquosa e agitar a fase etérea com 4
mL de agua, repetir esse procedimento. Reunir as fases
aquosas, lavar com 15 mL de éter etilico e completar
o volume para 50 mL com &gua. Evaporar a fase
etérea e levar o residuo a secura em estufa a 105 °C.
O residuo obtido sera utilizado no teste de Temperatura
de solidificagcdo, Aspecto da solugdo de dacidos graxos e
Indice de acidez.

Aspecto da solucdo de acidos graxes. Dissolver 0,5
g do residuo obtido no preparo da Solugdo (1) em 10
mL de cloroférmio. A solu¢do nio ¢ mais corada que a
solucdo a 12,5% (v/v) de Solugdo base de cloreto férrico
(5.2.12) em 100 mL de HCl 1%.

Acidez e Alcalinidade. Aquecer a ebuli¢éo por 1 minuto,
exatamente, | g de amostra dissolvida em 5 mL de etanol
¢ 20 mL de agua. Deixar esfriar ¢ filtrar. No maximo, 0,3
mL de hidroxido de sédio 0,1 M € gasto para neutralizar
10 mL do filtrado, utilizando vermelho de fenol SI como
indicador. No maximo, 0,3 mL de acido cloridrico 0,1 M
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¢ gasto para neutralizar 10 mL do filtrado, utilizando o
mesmo indicador.

Indice de acidez (5.2.29.7). 195 a 210. Determinar em
0,2 g do residuo obtido no preparo da Solugdo (1) em
Aspecto da solugdo.

Cadmio. Proceder conforme descrito em Espectrometria
de absor¢do atomica (5.2.13.1). Utilizar o Método II.
Utilizar espectrofotometro provido de chama alimentada
com mistura de ar-acetileno, lampada de catodo oco de
cadmio e selecionar a linha de emissdo em 228,8 nm.

Solugdo amostra: dissolver 20 mL da Solugdo (1),
obtida em Aspecto da solu¢do em 50 mL de solucdo a
3,5% (v/v) de acido nitrico em agua. No maximo 5 ppm
de cadmio.

Solug¢do padrdo: preparar as solugdes de referéncia
utilizando uma solugéo estoque de 1000 ppm de cadmio.
As diluicdes devem ser feitas em acido nitrico 3,5%
(v/v).

Chumbo. Proceder conforme descrito em Espectrometria
de absor¢do atomica (5.2.13.1). Utilizar o Método II.
Utilizar espectrofotdmetro provido de chama alimentada
com mistura de ar-acetileno, lampada de catodo oco de
chumbo e selecionar a linha de emissdao em 283,3 nm.

Solug¢do amostra: utilizar a Solugdo (1), obtida em
Aspecto da solu¢do. No méaximo 25 ppm de chumbo.

Solu¢do padrdo: preparar as solugdes de referéncia
utilizando uma solugdo estoque de 1000 ppm de
chumbo. As diluigdes devem ser feitas em acido nitrico
3,5% (v/v).

Cloretos (5.3.2.1). Com aliquota de 14 mL da Solu¢do
(1), obtida em Aspecto da solu¢do, proceder conforme
descrito em Ensaio limite para cloretos, utilizando 1 mL
de acido cloridrico 0,01 M para a Preparagdo padrdo.
No maximo 0,025% (250 ppm).

Sulfatos (5.3.2.2). Com aliquota de 2 mL da Solugdo
(1), obtida em Aspecto da solucdo, proceder conforme
descrito em FEnsaio limite para sulfatos, utilizando
2,5 mL de acido sulftrico 0,005 M para a Preparagdo
padrdo. No maximo 0,6% (6000 ppm)

Perda por dessecaciio (5.2.9). Determinar em 1 g da
amostra apos dessecarem estufa a temperatura entre 100
°C ¢ 105 °C, até peso constante. No maximo, 6,0%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Contagem do nimero total de micro-organismos
mesdfilos (5.5.3.1.2). Bactérias aerobicas totais: no
maximo 1000 UFC/g. Fungos e leveduras: no maximo
50 UFC/g.

Pesquisa de micro-organismos patogénicos (5.5.3.1.3).
Cumpre o teste.

DOSEAMENTO

Pesar, exatamente, cerca de 1 g da amostra e dissolver
em 50 mL de acido sulfurico 0,05 M. Ferver essa
solucdo por 10 minutos ou até ocorrer a formacdo de
uma camada limpida de 4cidos graxos, adicionando
agua, se necessdrio, para manter o volume original
da solugdo. Resfriar e filtrar. Lavar cuidadosamente
o filtro e o frasco com agua até que a ultima lavagem
ndo seja acida ao papel de tornassol. Reunir as dguas
de lavagem ao filtrado. Proceder conforme Titulagoes
complexométricas (5.3.3.4) para Zinco. Cada mL de
EDTA dissodico 0,05 M SV equivale a 3,268 mg de Zn.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados.

ROTULAGEM

Observar a legislacao vigente.

CATEGORIA

Adjuvante farmacotécnico.

GLICONATO DE ZINCO

Zinci gluconas

OH OH O
z z \O
OH HO
~21_ oy onm
o
- OH
6H oy

C_H, O, 7Zn; 455,70

120
gliconato de zinco; 09453
(T-4)-Bis(D-gliconato-kO',k0?)-zinco
[4468-02-4]

Contém, no minimo, 97,0% e, no maximo, 102,0% de

C,H,,0,,Zn, em relagdo a base anidra.
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DESCRICAO

Caracteristicas fisicas. P6 branco ou quase branco,
cristalino ou granuloso.

Solubilidade. Facilmente solivel em 4gua e muito pouco
soluvel em etanol.

IDENTIFICACAO

Responde as rea¢des do ion zinco (5.3.1.1). Utilizar teste
1 e teste 2.

ENSAIOS DE PUREZA

pH (5.2.19). 5,5 a 7,5. Determinar em solugdo aquosa a
1% (p/v).

Substancias redutoras. Pesar 1 g da amostra em
erlenmeyer de 250 mL, dissolver em 10 mL de agua e
adicionar 25 mL de citrato clprico alcalino SR. Tampar
o erlenmeyer, ferver suavemente por 5 minutos e resfriar
rapidamente a temperatura ambiente. Adicionar 25 mL
de acido acético 6 M, 10 mL de iodo 0,1 M SV e 10 mL
de acido cloridrico 3 M. Titular com tiossulfato de sodio
0,1 M SV, adicionando 3 mL de amido SR préximo
ao ponto final. Realizar ensaio em branco e fazer as
correcdes necessarias. Cada mL de tiossulfato de soédio
0,1 M SV equivale a 2,7 mg de substancias redutoras
(expressas como dextrose). No maximo 1,0%.

Impurezas organicas volateis. Proceder conforme
descrito em Cromatografia a géas (5.2.17.5). Utilizar
cromatografo provido de detector de ionizacdo de
chamas, utilizando mistura de nitrogénio, ar sintético
e hidrogénio (1:1:10) como gases auxiliares a chama
do detector; coluna capilar de 30 m de comprimento
e 0,53 mm de diametro interno, preenchida com fase
estacionaria ligada a 5% de fenilpolisiloxano ¢ 95%
a metilpolisiloxano, com espessura do filme de 5
um; temperatura da coluna de 35 °C a 260 °C (35 °C
mantida durante 5 minutos, aumentada a 175 °C a 8 °C
por minuto, aumentada a 260 °C a 35 °C por minuto e
mantida a esta temperatura por pelo menos 16 minutos),
temperatura do injetor a 70 °C e temperatura do detector
a 260 °C; utilizar hélio como gés de arraste; fluxo do gés
de arraste de 1,0 mL/minuto.

Solugdo amostra: pesar, exatamente, cerca de 1 g
de amostra e dissolver em 50 mL de agua, livre de
compostos organicos.

Solu¢do padrdo: preparar uma solugdo, em agua livre
de compostos organicos, contendo em cada mL, 10 pg
de cloreto de metileno, 1 pg de cloroférmio, 2 pg de
benzeno, 2 pg de dioxana e 2 pg de tricloroetileno.

Procedimento: injetar, separadamente, 1 puL da Solugdo
amostra ¢ da Solu¢do padrdo no cromatdgrafo a gas.

Obter os cromatogramas ¢ medir as areas sob 0s picos.
Identificar, baseado no tempo de retengdo, qualquer
pico presente no cromatograma da Solucdo amostra. A
presenca e a identificacdo dos picos no cromatograma
devem ser estabelecidas comparando os cromatogramas
da Solucdo amostra e da Solugdo padrdo. Limites:
benzeno 2 ppm, cloroférmio 50 ppm, dioxana 100 ppm,
cloreto de metileno 500 ppm e tricloroetileno 80 ppm.

Cadmio. Proceder conforme descrito em
Espectrofotometria de absorgdo atomica (5.2.13.2).
Utilizar o Método II. Utilizar espectrofotdometro provido
de chama alimentada com mistura de ar-acetileno,
lampada de catodo oco de cadmio e selecionar a linha de
emissdo em 228,8 nm.

Solucdo padrio: transferir 137,2 mg de nitrato de
cadmio para baldo volumétrico de 1000 mL, dissolver
com agua e completar o volume com o mesmo solvente.
Homogeneizar. Transferir 25 mL da solugdo anterior e
1 mL de 4cido cloridrico para baldo volumétrico de 100
mL. Completar o volume com agua e homogeneizar. A
Solucdo padrao contém 12,5 pg/mL de cddmio.

Solugdo amostra: dissolver 10 g da amostra em 50 mL
de 4gua. No méaximo 5 ppm de cadmio.

Procedimento: em trés baldes volumétricos de 25 mL
separados, adicionar 0 mL, 2 mL ¢ 4 mL da Solugéo
padrdo. Para cada baldo adicionar 5 mL da Solugdo
amostra, completar com adgua e misturar. Estas solugdes
contém, respectivamente, 0 ug/mL; 1 pg/mL e 2 g/
mL de cadmio da Solugdo padrao. Plotar os valores da
absorvancia da Solu¢do amostra versus concentragdo de
cadmio, em pg/mL, conforme provida pelas Solugdes
padrdo, estabelecer a reta que melhor se ajuste aos
trés pontos e extrapolar a reta até interceptar o eixo
da concentragdo. A partir do intercepto determinar
a quantidade, em pg, de cadmio em cada mL da
Solugdo amostra contendo 0 mL da Solug¢do padrio.
Preparar branco em paralelo utilizando agua. Calcular
a quantidade, em ppm, de cadmio a partir das leituras
obtidas.

Chumbo.  Proceder  conforme  descrito  em
Espectrofotometria de absorgdo atomica (5.2.13.2).
Utilizar o Método I. Utilizar espectrofotémetro provido
de chama alimentada com mistura de ar-acetileno,
lampada de catodo oco de chumbo e selecionar a linha
de emissdo em 283,3 nm. No maximo 0,001% (10 ppm).

Solugdo de acido ascorbico-iodeto de sddio: em um
baldo volumétrico de 200 mL, dissolver 20 g de 4cido
ascorbico e 38,5 g de iodeto de sddio em agua. Completar
o volume com o mesmo diluente e homogeneizar.

Solugdo de oxido de trioctilfosfina: em um baldo
volumétrico de 100 mL, dissolver 5 g de oxido de
trioctilfosfina em metilisobutilcetona. Completar com o
mesmo diluente e homogeneizar. Cuidado! Essa solucao
pode causar irritagdo nos olhos e na pele!



Farmacopeia Brasileira, 52 edicdo - Primeiro Suplemento 69

Solu¢do padrdo: transferir 5 mL de Solugdo estoque
de nitrato de chumbo (5.3.2.3) para baldo volumétrico
de 100 mL e completar o volume com agua. Em um
baldo volumétrico de 50 mL, transferir 2 mL da solugéo
anterior, 10 mL de acido cloridrico 9 M, 20 mL da
Solugdo de acido ascorbico-iodeto de soédio e 5 mL de
Solugdo de o6xido de trioctilfosfina. Agitar durante 30
segundos e deixar em repouso para separar as fases.
Completar o volume com agua para trazer a fase organica
para a parte superior do frasco, deixar separar as fases e
proceder a separagdo. A fase organica € a que contém a
Solug¢do padrio (2,0 pg/mL).

Solugdo amostra: em um frasco de 50 mL, adicionar
1 g de gliconato de zinco, 10 mL de &cido cloridrico,
aproximadamente 10 mL de agua, 20 mL de Solugio
de acido ascorbico-iodeto de sodio e 5 mL de Solugao
de 6xido de trioctilfosfina. Agitar durante 30 segundos
e deixar separar as fases. Adicionar agua para trazer
a fase organica para a parte superior do frasco. Agitar
novamente e proceder a separagdo. A fase orgénica ¢ a
que contém a amostra a ser analisada.

Solugdo branco: em um baldo volumétrico de 50 mL,
adicionar 10 mL de acido cloridrico 9 M, 20 mL da
Solugdo de acido ascérbico-iodeto de soédio e 5 mL de
Solucdo de o6xido de trioctilfosfina. Agitar durante 30
segundos e deixar em repouso para separar as fases.
Completar o volume com agua para trazer a fase organica
para a parte superior do frasco, deixar separar as fases e
proceder a separagdo. A fase organica ¢ a que contém o
branco (0,0 pg/mL).

Procedimento: medir as absorvancias da Solugdo padrdo,
da Solucdo amostra e da Solugdo branco para o ajuste do
zero. Calcular a quantidade, em ppm, de chumbo a partir
das leituras obtidas.

Arsénio (5.3.2.5). Utilizar o Método 1. Pesar 1 g de
amostra e proceder conforme descrito em Ensaio limite
para arsénio. No maximo 0,0003% (3 ppm).

Cloretos (5.3.2.1). Dissolver 0,7 g da amostra em 40
mL de agua fervente e prosseguir conforme descrito
em Ensaio limite para cloretos. No maximo 0,05% (500

ppm).

Sulfatos (5.3.2.2). Dissolver 2,4 g da amostra em 40
mL de agua fervente e prosseguir conforme descrito
em Ensaio limite para sulfatos. No maximo 0,05% (500

ppm).

Agua (5.2.20.1). Utilizar Método indireto. No maximo
11,6%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA.

Contagem do numero total de micro-organismos
mesofilos (5.5.3.1.2). Cumpre o teste.

Pesquisa de micro-organismos patogénicos (5.5.3.1.3).
Cumpre o teste.

DOSEAMENTO

Pesar, exatamente, cerca de 0,7 g da amostra e dissolver
em 100 mL de agua. Adicionar cerca de 5 mL de
tampao cloreto de amodnio pH 10,7 ¢ 0,1 mL de negro
de eriocromo T SI e titular com edetato dissodico
0,05 M SV. Titular até formacdo de coloragdo azul,
correspondente ao ponto final da titulagdo. Cada mL de
edetato dissodico 0,05 M SV equivale a 22,785 mg de
C H O, Zn.

127722714

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados, protegidos da luz.

ROTULAGEM

Observar a legislacao vigente.

CLASSE TERAPEUTICA

Suplemento alimentar.

HEPARINA CALCICA SOLUCAO
INJETAVEL

A heparina calcica injetavel é uma solugdo estéril de
heparina calcica dissolvida em agua para injecdo. Ela
exibe uma poténcia de, no minimo 90,0% e, no maximo,
110,0% da poténcia indicada no rotulo em termos de
unidades internacionais de heparina por mL.

CARACTERISTICAS
Determinacio de volume (5.1.2). Cumpre o teste.

pH (5.2.19). 5,0 a 8,0.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA
Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

Endotoxinas bacterianas (5.5.2.2). No maximo 0,03
UE/UI de heparina.
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DOSEAMENTO

Proceder conforme descrito em Doseamento da
monografia de Heparina sddica, solugdo injetavel.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes para dose unica ou multidose, em vidros
tipo L.

ROTULAGEM

Observar a legislagdo vigente.

HEPARINA DE BAIXO PESO
MOLECULAR

Heparinum massae molecularis minoris

As heparinas de baixo peso molecular sdo preparagdes
que contém uma mistura de cadeias polissacaridicas de
peso molecular variado. Por defini¢do, as heparinas de
baixo peso molecular devem apresentar peso molecular
médio menor que 8000 Da e, para isso, ¢ necessario
que no minimo 60% da massa total apresente peso
molecular menor que 8000 Da. S3o obtidas através do
fracionamento ou despolimerizagdo da heparina suina.
As heparinas de baixo peso molecular apresentam
diferencas estruturais quimicas nos terminais redutores
ou ndo redutores da cadeia polissacaridica decorrentes
do método de fracionamento utilizado. A atividade
anticoagulante decorre da inibi¢do de diversos fatores
da cascata de coagulacdo, prolongando o tempo de
coagulagdo do sangue. Isso ocorre principalmente
através da potencializagdo da inativagdo do fator Xa.
A poténcia anticoagulante ndo ¢ menor que 80, nem
maior que 125 unidades de atividade antifator Xa por
miligrama, em relag@o a substancia dessecada. A razdo
da atividade antifator Xa pela atividade antifator Ila
deve ser no minimo 1,5. Os animais dos quais a heparina
¢ derivada devem preencher os requisitos sanitarios para
a espécie em questdo e o processo de produgdo deve
garantir a remogao ou inativagao de agentes infecciosos.

IDENTIFICACAO

A. Cumpre as exigéncias descritas em Doseamento,
segundo os métodos de Atividade antifator Xa e de
Atividade antifator Ila.

B. Utilizar a técnica de espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear unidimensional de préton. Preparar
as solugdes conforme descrito a seguir.

Solu¢do padrdo: preparar solugdo em concentragdo
de ndo menos que 20 mg/mL da heparina de baixo
peso molecular utilizada como padrdo interno em

oxido de deutério 99,9% com 0,02% (p/v) de acido
trimetilsililpropionico de sodio.

Solug¢do amostra: preparar solugdo em concentragdo de
nao menos que 20 mg/mL da amostraem 6xido de deutério
99,9% com 0,02% (p/v) de acido trimetilsililpropionico
de sodio.

Procedimento: na analise das amostras deve-se utilizar
um espectrometro de ressonancia magnética nuclear de
ndo menos que 500 MHz operando o pulso (Transformada
de Fourier) para aquisi¢do de 1H sob decaimento livre
utilizando 16 scans em pulso de 90°. O ensaio deve ser
realizado sob a temperatura constante de 25 °C e um
programa de supressdo de agua. A janela espectral dever
ser no minimo de 10 a -2 ppm. Para todas as amostras,
o grupo metila do composto trimetilsililpropionico deve
ser referenciado em 0,00 ppm. Os espectros obtidos
devem ser similares ao da heparina de baixo peso
molecular especifica de referéncia.

O espectro da amostra deve ser semelhante ao do padréo.
Nao deve ser observado o deslocamento quimico em
2,16 £ 0,03 ppm, correspondente as regides N-acetil.

AN amanicas
Aglcams
clclicas Al
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Dieslocamenta quimico de *H (ppm)

Figura 1 - Espectros de RMN 1D de 'H de quatro
tipos diferentes de heparina de baixo peso molecular.

Painel A — enoxaparina; Painel B — tinzaparina;
Painel C —dalteparina; Painel D —nadroparina. Os
sinais designados como Al e A2 correspondem
ao H1 e H2 das unidades de a-glucosamina 6- ¢
N-disulfatadas; Os sinais 11 e IS correspondem
ao H1 e H5 do acido a-idurénico 2- sulfatado;
DU1 e DU4 correspondem ao H1 e H4 do 4cido
urdnico 4,5 insaturado e 2- sulfatado. Os sinais
referentes aos agucares ciclicos (N-sulfatada,
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1,6 anidro B-glucosamina ou PB-manosamina)
também estdo indicados nos painéis. HOD — dgua
deuterada.

C. Utilizar a técnica de cromatografia de filtracdo em
gel para determinacdo da distribui¢do de peso molecular
dos oligossacarideos presentes na solu¢do de heparina
de baixo peso molecular. Utilizar cromatografia liquida
de alta eficiéncia provida com detector de indice de
refracdo e leitor ultravioleta a 234 nm; uma pré coluna
de 6,0 mm de didmetro x 4,0 cm de altura empacotada
com matriz de silica de 7 pm de didmetro e duas colunas
analiticas em série, de 7,5 mm de diametro x 30 cm de
altura empacotadas com matriz de silica de 5 pm ou 10
pm que fraciona proteinas na faixa de aproximadamente
10 000 a 500 000 Da. Minimo de 20 000 pratos tedricos
por metro. Fluxo da fase movel de 0,3 mL/min.

Preparar as solu¢des conforme descrito a seguir.

Fase movel: solugdo de acetato de amonio 0,1 M, pH
6,0.

Solu¢do padrdo de calibragdo de peso molecular
para heparinas de baixo peso molecular: solubilizar a
amostra de heparina de baixo peso molecular padrido
para calibragdo de peso molecular na concentragdo de 10
mg/mL na fase moével no momento de realizar o ensaio.

Solugdo amostra: solubilizar a amostra-teste na
concentragdo de 10 mg/mL na fase mével.

Procedimento: injetar 20 uL da Solucdo padrdo para
determinag@o do perfil de eluicao do padrao de calibragdo
e, posteriormente, injetar 20 puL da amostra-teste para
comparagdo com o perfil de eluicdo da Solucdo padrao.

Calibragao: para a detecgdo use um detector de indice de
refragdo conectado em série a um leitor de ultravioleta
a 234 nm. E necessario medir o tempo decorrido
entre a deteccdo dos dois leitores cuidadosamente,
para que ambos os cromatogramas estejam alinhados
corretamente. O tempo de retengdo utilizado para os
calculos de calibrag@o deve ser o tempo do detector de
indice de refracdo (RI).

Deve-se calcular um fator de normalizagdo para
determinar a massa molecular relativa proveniente
da razdo RI/UV da seguinte maneira: calcule a area
total sob a curva de UV,,, (3UV,,)) e sob a curva de
RI (QRI) através de integracdo numérica da area de
interesse (excluindo picos de sal e solventes no final do
cromatograma). Calcule a razdo r utilizando a seguinte

expressao:

LRI
r=o———
2 UV,

Calcular o fator fusando a expressao a seguir:

f: M?‘!E

T

em que

M = massa molecular relativa média do padrio de
heparina de baixo peso molecular para calibragio CRS
determinado pelo fabricante.

Certificar que as respostas de UV, e RI estdo alinhadas
e calcular a massa molecular relativa (M) de cada ponto

usando a seguinte expressao:

RI

M=
fuulﬂd-

A tabela resultante de tempos de retengdo e massa
molecular relativa de cada ponto deve ser utilizada para
derivar uma calibrag@o para o sistema de cromatografia
criando uma relacdo matematica para os valores
tabelados. Recomenda-se tragar uma curva polinomial
de 3° grau. Extrapolar os valores desta curva de
calibracdo tragada para valores de massas moleculares
mais elevados ndo ¢ valido.

Injetar 20 plL da Solugdo amostra e registrar o
cromatograma pelo periodo de tempo necessario para a
completa elui¢do da amostra e dos picos de solventes.

A massa molecular relativa média ¢ definida pela
formula:

S (RLM;)
S RI;

em que
RI, = massa da substancia que elui na fragdo i;
M. = massa molecular relativa correspondente a fragdo i.

Os valores de massa molecular relativa média ndo devem
ser maiores que 8000 e pelo menos 60% da massa total
deve ter uma massa molecular relativa menor que 8000.
Além disso, os pardmetros de massa molecular (massa
molecular relativa média e porcentagem das cadeias
compreendidas dentro de valores especificos) devem
corresponder a preparacdo referéncia.

Comparar o tempo de retengdo dos picos da amostra-
teste com os picos oriundos da amostra padrdo. O
critério de validag@o ocorre caso os picos da amostra-
teste correspondam aos picos da amostra padrdo.
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Figura 2 — Perfil de eluicdo das diferentes heparinas de baixo peso molecular pelo método de cromatografia de

gel filtracio.

Andlise da distribui¢do de pesos moleculares dos oligossacarideos encontrados em diferentes preparagdes de
LMWH. Preparagdes de enoxaparina (A), tinzaparina (B), dalteparina (C), nadroparina (D) e padréo de calibragdo
de peso molecular (E). Os numeros representam as unidades dissacaridicas (2— dissacarideo, 4— tetrassacarideo, 6-
hexassacarideo, 8- octassacarideo, 10- decassacarideo, 12- dodecassacarideo).

[STICAS

Caracteristicas fisicas. P6 branco ou quase branco, higroscopico.

Solubilidade. Soltivel em agua.

ENSAIOS DE PUREZA

pH (5.2.19). 5,5 a 8,0. Determinar em solugdo aquosa
a 1% (p/v).

Proteinas. Adicionar 5 gotas de acido tricloroacético
a 20% (p/v) em 1 mL de solu¢do aquosa da amostra a
1% (p/v). Ndo deve haver formagdo de precipitado ou
turbidez.

Impurezas nucleotidicas. Dissolver 40 mg do material
em 10 mL de 4gua. A absorvancia medida a 260 nm e 280
nm ndo deve ser superior a 0,20 e 0,15, respectivamente.

Nitrogénio (5.3.3.2). Utilizar o Meétodo 1,
macrodeterminag¢do. No minimo 1,5% e, no maximo,
2,5% de nitrogénio, calculado em relagdo a substancia
dessecada.
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Sodio. Entre 10,5% e 13,5% de sodio determinado
conforme descrito em Espectrofotometria de absorgdo
atomica (5.2.13.1).

Metais pesados (5.3.2.3). Utilizar o Ensaio de
identificacdo C. Preparar a solugdo de referéncia
utilizando 1,5 mL de solu¢do padrdo de chumbo (10
ppm de Pb). 0,5 g em conformidade com o teste de C.
No maximo 30 ppm.

Perda por dessecacdo (5.2.9). No maximo 10%,
determinado a partir de 1000 g em estufa a vacuo a 60
°C, por 3 horas, em pressdo que ndo exceda 0,67 kPa.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Endotoxinas bacterianas (5.5.2.2). No maximo 0,01
UE por Ul de atividade anti-Xa de heparina de baixo
peso molecular.

DOSEAMENTO
Atividade antifator Xa

Tampdo tris (hidroximetil) aminometano pH 74:
dissolver quantidades de tris (hidroximetil) aminometano
para obter concentragdo de 20 mM, cloreto de sodio
para 150 mM e cloreto de célcio para 10 mM em agua
destilada contendo polietilenoglicol 8000 a 0,1%. Se
necessario, ajustar o pH para 7,4 com solugao diluida de
acido cloridrico ou hidroxido de sodio.

Solugdo de antitrombina humana: reconstituir o
contetdo da ampola de antitrombina humana conforme
recomendado pelo fabricante. Homogeneizar. Diluir
com Tampdo tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4, de
modo a obter solugdo a 0,02 Ul/mL (equivalente a 40
nM) de antitrombina humana.

Solugdo de fator Xa humano: reconstituir o conteudo
do frasco conforme recomendado pelo fabricante.
Diluir a solucdo obtida em Tampdo tris (hidroximetil)
aminometano pH 7,4, de modo a obter solucdo a 1,0 U/
mL (equivalente a 20 nM) de fator Xa humano.

Solu¢do de substrato cromogénico para fator Xa:
dissolver quantidade de N-a-benziloxicarbonil-D-arginil-
L-glicil-L-arginina-p-nitroanilina diidrocloridratado em
agua destilada estéril obtendo solugdo 2 mM. Antes do
uso, diluir em Tampdo tris (hidroximetil) aminometano
pH 7,4 de modo a obter a solugdo 0,4 mM. Proceder ao
abrigo de luz direta.

Solugdo de parada: preparar uma solucdo a 50% (v/v)
de acido acético em agua.

Solugdo padrdo: utilizar solugdo padrdo de heparina
de baixo peso molecular. Pode ser utilizada outra
preparagdo, cuja poténcia tenha sido determinada
em relagdo ao padrdo. Reconstituir o conteudo da
ampola de heparina de baixo peso molecular conforme
recomendado pelo fabricante e misturar levemente até

completa dissolug@o. A partir da solugdo reconstituida,
preparar dilui¢des em solugao tampdo tris (hidroximetil)
aminometano pH 7,4, de forma a obter pelo menos cinco
solu¢des com concentra¢do variando entre 0,2 e 0,005
UI/mL de atividade anti-Xa.

Solug¢do amostra: dissolver quantidade da amostra em
Tampdo tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4 de
modo a obter solugdes com atividades aproximadamente
iguais as da Solugdo padrdo.

Procedimento: dois diferentes tipos de medicdes
podem ser realizados, a Medicdo cinética e a Medi¢do
“endpoint”.

Medigdo cinética: os volumes descritos podem ser
adaptados para realizagdo do ensaio em tubos ou
microplacas, mantendo constante a relagdo entre os
volumes. Executar o teste em microplacas e realizar a
leitura espectrofotométrica a 405 nm em um leitor de
microplacas a 37 °C. O ensaio deve ser realizado com
cada Solugdo padrdo e Solu¢do amostra em duplicata.
Em cada pogo da microplaca, adicionar 40 pL de Tampdo
tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4 ou da Solugdo
amostra, 25 uL da Solugdo de antitrombina humana ¢ 10
uL da Solugdo de fator Xa humano. Apés dois minutos
de incubacdo a 37°C, adicionar 25 pL da Solugdo
de substrato cromogénico para fator Xa. Registrar a
absorvancia medida em 405 nm contra o branco durante
5 minutos. O branco ¢é o teste realizado na auséncia da
adi¢@o de heparina de baixo peso molecular, utilizando
40 uL de Tampdo tris (hidroximetil) aminometano pH
7.4.

Medigdo “enpoint”: proceder como descrito na Medi¢do
cinética. Ap6s a adigdo do substrato cromogénico,
esperar 4 minutos e parar a reagdo com a adi¢do de 50
pL de Solugdo de parada.

Os modelos estatisticos para analise da relagdo entre
inclinacdo das retas ou sobre paralelismo podem ser
usados dependendo do melhor modelo que descreva a
correlagdo entre a concentragao e a resposta.

Ensaio sobre paralelismo: para cada série, calcular a
regressdo da absorvancia ou mudanca de absorvancia/
minuto contra as concentracdes em logaritmo das
Solu¢des amostra ¢ das Solugées padroes e calcular a
poténcia da amostra utilizando métodos estatisticos para
ensaios de linhas paralelas. Expressar a poténcia da
heparina de baixo peso molecular em Ul/mg.

Relagdo entre Inclinagdo das Retas: para cada série,
calcular a regressdao da absorvancia em logaritmo ou
o logaritmo das alteragdes na absor¢do/minuto contra
as concentragdes das Solucdes amostra e das Solugoes
padrées e calcular a poténcia da amostra utilizando
métodos estatisticos para ensaios de relagdo entre
inclinacdo das retas. Expressar a poténcia da heparina de
baixo peso molecular em Ul/mg, de base seca.

Critérios de aceitagdo: a poténcia das heparinas de
baixo peso molecular deve apresentar no minimo 80 e,
no maximo, 125 da atividade antifator Xa por mg.
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Atividade anti-fator Ila

Proceder conforme descrito em Atividade antifator
Xa, com exce¢do da Solugdo de fator Xa humano
que deve ser trocada por Solugdo de fator Ila
humano e da Solugdo de substrato cromogénico N-a-
benziloxicarbonil-D-arginil-L-glicil-L-arginina-p-
nitroanilina diidrocloridratado que deve ser trocada pela
Solugdo de substrato cromogénico H-D-fenilalanina-L-
arginina-p-nitroanilina diidrocloridrato. O tampao a ser
utilizado nesse ensaio ¢ tris (hidroximetil) aminometano
pH 7,4, porém sem adigdo de cloreto de célcio. Preparar
a Solugdo de fator Ila humano e a Solugdo de substrato
cromogénico para fator Ila como descrito a seguir.

Solugdo de fator Ila humano: reconstituir o conteudo
do frasco conforme recomendado pelo fabricante.
Diluir a solugdo obtida em Tampdo tris (hidroximetil)
aminometano pH 7,4 sem adigdo de cloreto de célcio, de
modo a obter solugdo a 2,0 Ul/mL (equivalente a 20 nM)
de fator IIa humano.

Solu¢do de substrato cromogénico para fator lla:
dissolver quantidade de H-D-fenilalanina-L-arginina-
p-nitroanilina diidrocloridrato em agua destilada estéril
obtendo solugdo 2 mM. Antes do uso, diluir em Tampdo
tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4 de modo a obter
a solucdo 0,4 mM. Proceder ao abrigo de luz direta.

Proceder com as analises estatisticas e calculos indicados
em Atividade antifator Xa.

Critérios de aceitacdo: a razdo da atividade antifator
Xa/antifator Ila deve ser no minimo 1,5.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Observar a legislacdo vigente.

ROTULAGEM
Observar a legislagdo vigente.
CLASSE TERAPEUTICA

Anticoagulante.

HEPARINA DE BAIXO PESO
MOLECULAR SOLUCAO INJETAVEL

As preparagdes injetaveis de heparina de baixo peso
molecular sdo solucdes estéreis de heparina de baixo
peso molecular diluida em &gua para injecao. A poténcia
anticoagulante ndo ¢ menor que 90%, nem maior que
110% do que a poténcia anti Xa declarada no rétulo em
unidades por mililitro. A razdo da atividade antifator Xa/
antifator Ila deve ser observada de acordo com o tipo de

solugdo de heparina de baixo peso molecular analisada.
A enoxaparina apresenta uma faixa de variagao da razdo
atividade antifator Xa/antifator Ila entre 3,3 e 5,3. Para
a tinzaparina a razao varia entre 1,5 e 2,5. A dalteparina
apresenta razao entre 1,9 e 3,2 e a nadroparina entre 2,5
e 4,0.

CARACTERISTICAS
Determinacio de volume (5.1.2). Cumpre o teste.

pH (5.2.19).5,5a 7.5.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA
Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

Endotoxinas bacterianas (5.5.2.2). No maximo 0,01
UE/UI de heparina de baixo peso molecular.

DOSEAMENTO
Atividade antifator Xa.

Tampdo tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4:
dissolver quantidades de tris (hidroximetil) aminometano
para obter concentragdo de 20 mM, cloreto de sddio
para 150 mM e cloreto de célcio para 10 mM em agua
destilada contendo polietilenoglicol 8000 a 0,1%. Se
necessario, ajustar o pH para 7,4 com solugao diluida de
acido cloridrico ou hidroxido de sodio.

Solucdo de antitrombina humana: reconstituir o
contetdo da ampola de antitrombina humana conforme
recomendado pelo fabricante. Homogeneizar. Diluir
com Tampado tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4, de
modo a obter solugdo a 0,02 Ul/mL (equivalente a 40
nM) de antitrombina humana.

Solugdo de fator Xa humano: reconstituir o contetido
do frasco conforme recomendado pelo fabricante.
Diluir a solucdo obtida em Tampdo tris (hidroximetil)
aminometano pH 7,4, de modo a obter solucdo a 1,0 U/
mL (equivalente a 20 nM) de fator Xa humano.

Solugdo de substrato cromogénico para fator Xa:
dissolver quantidade de N-a-benziloxicarbonil-D-arginil-
L-glicil-Larginina-p-nitroanilina diidrocloridratado em
agua destilada estéril obtendo solu¢do 2 mM. Antes do
uso, diluir em Tampdo tris (hidroximetil) aminometano
pH 7,4 de modo a obter a solugdo 0,4 mM. Proceder ao
abrigo de luz direta.

Solugdo de parada: preparar uma solugdo a 50% (v/v)
de 4cido acético em agua.

Solugdo padrdo: utilizar solugdo padrdo de heparina
de baixo peso molecular. Pode ser utilizada outra
preparagdo, cuja poténcia tenha sido determinada
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em relagdo ao padrdo. Reconstituir o conteudo da
ampola de heparina de baixo peso molecular conforme
recomendado pelo fabricante e misturar levemente até
completa dissolugdo. A partir da solugdo reconstituida,
preparar dilui¢des em solugdo Tumpdo tris (hidroximetil)
aminometano pH 7,4, de forma a obter pelo menos cinco
solu¢des com concentra¢do variando entre 0,2 e 0,005
Ul/mL de atividade anti-Xa.

Solugdo amostra: dissolver quantidade da amostra em
Tampado tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4 de
modo a obter solu¢des com atividades aproximadamente
iguais as da Solugdo padrao.

Procedimento: dois diferentes tipos de medicdes
podem ser realizados, a Medicdo cinética e a Medi¢do
“endpoint”.

Medic¢do cinética: os volumes descritos podem ser
adaptados para realizacdo do ensaio em tubos ou
microplacas, mantendo constante a relagdo entre os
volumes. Executar o teste em microplacas e realizar a
leitura espectrofotométrica a 405 nm em um leitor de
microplacas a 37 °C. O ensaio deve ser realizado com
cada Solugdo padrdo e Solu¢do amostra em duplicata.
Em cada pogo da microplaca, adicionar 40 pL de Tampao
tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4 ou da solugdo
amostra, 25 puL da Solug¢do de antitrombina humana e 10
uL da Solugdo de fator Xa humano. Apds dois minutos
de incubagdo a 37°C, adicionar 25 pL da Solugdo
de substrato cromogénico para fator Xa. Registrar a
absorbancia medida em 405 nm contra o branco durante
5 minutos. O branco ¢é o teste realizado na auséncia da
adigdo de heparina de baixo peso molecular, utilizando
40 uL de Tampdo tris (hidroximetil) aminometano pH
7,4.

Medi¢do  “endpoint”: proceder como descrito
na Medi¢do cinética. Apés a adi¢do do substrato
cromogénico, esperar 4 minutos e parar a reagdo com a
adigdo de 50 pL de Solugdo de parada.

Os modelos estatisticos para analise da relacdo ente
inclina¢do das retas ou sobre paralelismo podem ser
usados dependendo do melhor modelo que descreva a
correlag@o entre a concentragéio e a resposta.

Ensaio sobre paralelismo: para cada série, calcular a
regressdo da absorbancia ou mudanga de absorbancia/
minuto contra as concentracdes em logaritmo das
solugdes de amostra e das solugdes padrdes e calcular
a poténcia da heparina sddica de referéncia em Ul/mL
utilizando métodos estatisticos para ensaios de linhas
paralelas. Expressar a poténcia da heparina de baixo
peso molecular em Ul/ml.

Relagdo entre Inclinagdo das Retas: para cada série,
calcular a regressdo da absorbancia em logaritmo ou o
logaritmo das alteragdes na absor¢do/minuto contra as
concentragdes das solu¢des de amostra e das solugdes
padrdes e calcular a poténcia da heparina de baixo
peso molecular padrdo em Ul/mL utilizando métodos
estatisticos para ensaios de relagdo entre inclinagdo das

retas. Expressar a poténcia de heparina de baixo peso
molecular em Ul/ml.

Critérios de aceitagdo: a poténcia das preparacdes
injetaveis de heparina de baixo peso molecular devem
apresentar no minimo 90%, e no maximo, 110% da
atividade declarada no rétulo. A poténcia deve ser
expressa em Ul/mL.

Atividade antifator Ila

Proceder conforme descrito em Atividade antifator Xa,
com excecdo da Solucdo de fator Xa humano que deve
ser trocada por Solugdo de fator Ila humano e da Solugdo
de substrato cromogénico N-a-benziloxicarbonil-
D-arginil-L-glicil-L-arginina-p-nitroanilina
diidrocloridratado que deve ser trocada pela solugéo de
Substrato cromogénico H-D-fenilalanina-L-arginina-p-
nitroanilina diidrocloridrato. O tampdo a ser utilizado
nesse ensaio ¢ tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4,
porém sem adigdo de cloreto de calcio. Preparar a Solugdo
de fator Ila e a Solugdo de substrato cromogénico como
descrito a seguir.

Solugdo de fator Ila humano: reconstituir o contetido
do frasco conforme recomendado pelo fabricante.
Diluir a solucdo obtida em Tampdo tris (hidroximetil)
aminometano pH 7,4 sem adicdo de cloreto de cdlcio,
de modo a obter solucdo a 2,0 Ul/mL (equivalente a 20
nM) de fator Ila humano.

Solu¢do de substrato cromogénico para fator Ila:
dissolver quantidade de H-D-fenilalanina-L-arginina-
p-nitroanilina diidrocloridrato em agua destilada estéril
obtendo solugdo 2 mM. Antes do uso, diluir em Tampdo
tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4 de modo a obter
a solugdo 0,4 mM. Proceder ao abrigo de luz direta.

Proceder com as analises estatisticas e calculos indicados
em Atividade antifator Xa.

Critérios de aceitagdo: a poténcia das preparagdes
injetaveis de heparina de baixo peso molecular devem
apresentar no minimo 90%, e no maximo, 110% da
atividade declarada no rétulo. A poténcia deve ser
expressa em Ul/mL. A razdo da atividade antifator Xa/
antifator Ila deve ser observada de acordo com o tipo de
soluc@o de heparina de baixo peso molecular analisada.
A enoxaparina apresenta uma faixa de variagdo da razdo
atividade antifator Xa/antifator Ila entre 3,3 ¢ 5,3. Para
a tinzaparina, a razdo varia entre 1,5 ¢ 2,5. A dalteparina
varia entre 1,9 e 3,2 e a nadroparina entre 2,5 ¢ 4,0.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Observar a legisla¢do vigente.

ROTULAGEM

Observar a legislacao vigente.
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HEPARINA SODICA SOLUCAO
INJETAVEL

A preparagdo injetavel de heparina sodica ¢ uma solugéo
estéril de heparina sédica diluida em agua para injecao.
A poténcia anticoagulante ndo ¢ menor que 90,0%, nem
maior que 110,0% do que a poténcia declarada no rétulo
em unidades por mililitro.

CARACTERISTICAS
Determinacio de volume (5.1.2). Cumpre o teste.

pH (5.2.19). 5,0 a 7.5.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA
Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

Endotoxinas bacterianas (5.5.2.2). No méximo 0,03
UE/UI de heparina.

DOSEAMENTO

Empregar um dos métodos descritos a seguir.
A. Método 1

Atividade antifator I1a

Tampdo tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4:
dissolver quantidades de tris (hidroximetil) aminometano
para obter concentragdo de 20 m/, cloreto de sddio para
150 mM em agua destilada contendo polietilenoglicol
8000 a 0,1%. Se necessario, ajustar o pH para 7,4 com
solugdo diluida de acido cloridrico ou hidroxido de
sodio.

Solucdo de antitrombina humana: reconstituir o
contetdo da ampola de antitrombina humana conforme
recomendado pelo fabricante. Homogeneizar. Diluir
com Tampdo tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4, de
modo a obter solug¢do 0,02 Ul/ml (equivalente a 40 nM)
de antitrombina humana.

Solugdo de fator Ila humano: reconstituir o conteudo
do frasco conforme recomendado pelo fabricante.
Diluir a solucdo obtida em tampdo tris (hidroximetil)
aminometano pH 7,4, de modo a obter solucao a 2,0 Ul/
ml (equivalente a 20 nM) de fator IIa humano.

Solu¢do de substrato cromogénico para fator lla
humano: dissolver quantidade de dicloridrato de H-D-
fenilalanil-L-pipecolil-L-arginina-4-nitroanilida (H-D-
Phe-Pip-Arg-pNA.2HCI) em 4gua destilada estéril
obtendo solugdo 2 mM. Antes do uso, diluir em fampdo
tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4 de modo a obter
a solucdo 0,4 mM. Proceder ao abrigo de luz direta.

Solugdo de parada: preparar uma solucdo a 50% (v/v)
de acido acético em agua.

Solu¢do padrdo: utilizar solugdo padrdo de heparina
SQR. Reconstituir o conteido da ampola de heparina
SQR conforme recomendado pelo fabricante ¢ misturar
levemente até completa dissolugdo. A partir da solugdo
reconstituida, preparar diluigdes em solugdo tampdo tris
(hidroximetil) aminometano pH 7,4, de forma a obter
pelo menos dez solugdes com concentragdo variando
entre 0,1 ¢ 0,0001 UI/mL. As concentracdes utilizadas
devem apresentar, no minimo, cinco pontos dentro de
uma faixa linear. A faixa de concentragdo utilizada pode
ser adaptada para contemplar essa linearidade.

Solu¢do amostra: diluir quantidade da amostra em
tampdo tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4 de
modo a obter solu¢des com atividades aproximadamente
iguais as da solug@o de heparina SQR.

Procedimento: dois diferentes tipos de medicdes
podem ser realizados, a Medicdo cinética e a Medi¢do
“endpoint”.

Medig¢do cinética: os volumes descritos podem
ser adaptados para realizacdo do ensaio em tubos
ou microplacas, mantendo as propor¢des entre as
preparagdes de padrdo, amostra em teste e reagentes.
Executar o teste em microplacas e realizar a leitura
espectrofotométrica a 405 nm em um leitor de
microplacas a 37 °C. O ensaio deve ser realizado com
cada solucdo de heparina SQR e solucdo amostra em
duplicata. Em cada poco da microplaca, adicionar 40 pL
de tampao tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4 ou
da solugdo amostra, 25 pL da Solugdo de antitrombina
humana e 10 pL da Solugdo de fator Ila humano. Apo6s
dois minutos de incubacdo a 37 °C, adicionar 25 pL
da Solugdo de substrato cromogénico para fator lla
humano. Registrar a absorvancia medida em 405 nm
contra o branco durante 5 minutos. O branco ¢ o teste
realizado na auséncia da adi¢ao de heparina, utilizando
40 pL de tampao tris (hidroximetil) aminometano pH
7,4.

Medi¢do  “endpoint”: proceder como  descrito
na Medi¢do cinética. Apoés a adicdo do substrato
cromogénico, esperar 4 minutos e parar a reagdo com a
adi¢d@o de 50 uL de Solugao de parada.

Os modelos estatisticos para analise da relagdo entre
inclinagdo das retas ou sobre paralelismo devem ser
usados escolhendo o melhor modelo que descreva a
correlagdo entre a concentrago e a resposta.

Ensaio sobre paralelismo: para cada série, calcular a
regressdo da absorvancia ou mudanga de absorvancia/
minuto contra as concentragdes em escala logaritmica
das solucdes de amostra ¢ das solugdes de padroes
e calcular a poténcia da amostra utilizando métodos
estatisticos para ensaios de linhas paralelas. Expressar a
poténcia da heparina sodica em Ul/ml.

Relagdo entre Inclinagdo das Retas: para cada série,
calcular a regressdo da absorvancia em logaritmo ou o
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logaritmo das alteragdes na absor¢do/minuto contra as
concentragdes das solu¢des de amostra e das solugdes
de padrdes e calcular a poténcia da amostra utilizando
métodos estatisticos para ensaios de relagdo entre
inclina¢do das retas. Expressar a poténcia da heparina
sodica em Ul/ml.

Critérios de aceitagdo: a poténcia das preparacdes
injetaveis de heparina sddica deve apresentar no minimo
90%, e no maximo, 110% da atividade declarada pelo
rétulo. A poténcia deve ser expressa em Ul/mL.

B. Método 11
Atividade antifator Ila

Tampdo tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4:
dissolver 6,10 g de tris (hidroximetil) aminometano,
10,20 g de cloreto de sddio, 2,80 g edetato de sodio e,
se necessario, 0 a 10,0 g de polietilenoglicol 6000 e/ou
2,0 g de albumina sérica bovina ou humana em 800 mL
de 4gua destilada. Ajustar o pH para 8,4 com solugdo
diluida de acido cloridrico ou hidroxido de sdédio e
completar com agua para 1 000 mL.

Solugdo de antitrombina: reconstituir o conteudo da
ampola de antitrombina conforme recomendado pelo
fabricante. Homogeneizar e diluir com Tampdo tris
(hidroximetil) aminometano pH 8,4, de modo a obter
uma solucdo de antitrombina a 5,0 UI/mL. Diluir com o
mesmo tampao para se obter uma concentragdo de 0,125
Ul/mL.

Solucdo de trombina humana: reconstituir o conteido
da ampola de trombina humana (fator Ila) em agua
destilada para uma concentragcdo de 20 Ul/mL e diluir
em Tampado tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4, de
modo a obter uma solugdo de trombina a 5,0 UI/mL.

Solugdo de substrato cromogénico: diluir um substrato
cromogénico de trombina para teste amidolitico em agua
para que se obtenha 1,25 mM.

Solugdo de parada: preparar uma solucio a 20% (v/v)
de acido acético em agua.

Solugdo padrdo: reconstituir o conteudo da ampola
de heparina sodica padrdo de referéncia primario ou
secundario e misturar levemente até completa dissolugao.
A partir da solucdo reconstituida, preparar diluigdes em
solugdo tampdo tris (hidroximetil) aminometano pH8,4,
de forma a obter pelo menos quatro solugdes com
concentragdo variando entre 0,005 ¢ 0,03 Ul/mL.

Solu¢do amostra: dissolver quantidade da amostra
em tampdo tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4 de
modo a obter solugdes com atividades aproximadamente
iguais as da solug@o padrao.

Procedimento: os volumes descritos podem ser adaptados
para realizacdo do ensaio em tubos ou microplacas,
mantendo as proporgdes entre as preparagdes de padrio,
amostra em teste e reagentes. O ensaio deve ser realizado
com cada solugdo de heparina e solugdo amostra em
duplicata. Os tubos devem ser identificados de acordo

com o numero de replicatas a serem testadas. Distribuir
os brancos nas colunas de forma que representem o
comportamento dos reagentes durante o ensaio. O branco
¢ o teste realizado na auséncia da adig¢do de heparina,
utilizando 50 a 100 uL de Tampdo tris (hidroximetil)
aminometano pH 8,4.

Todas as solugdes de reagentes, padrdo e amostra em
teste devem ser pré-aquecidas a 37 °C por 15 minutos
antes de serem adicionadas nos tubos. Transferir
para cada um dos tubos plasticos, separadamente, um
volume fixo (por exemplo, 50 a 100 uL) de cada uma
das diferentes dilui¢des de Solugdo padrdo, ou Solugdo
amostra ou tampdo tris (hidroximetil) aminometano
pH 8,4. Adicionar em cada um dos tubos um volume
dobrado da Solugdo de antitrombina (100 a 200 ml).
Homogeneizar todos os tubos, suavemente, sem produzir
bolhas, e incubar a 37 °C por, no minimo, um minuto.
Adicionar em cada tubo 25 a 50 uL da Solucdo de
trombina humana e incubar a 37 °C por, no minimo, um
minuto. Adicionar 50 a 100 pL da Solu¢do de substrato
cromogénico, homogeneizar.

Dois diferentes tipos de medigdes podem ser realizados,
a Medigdo cinética e a Medi¢do “endpoint”.

Medigdo cinética: registrar a mudanca na absorvancia
para cada solugdo durante 1 minuto, medida em 405
nm. Expressar como mudanga na absor¢do por minuto
(AOD/min) das solugdes e dos brancos, os quais devem
apresentar valores superiores devido a auséncia de
heparina. O desvio padrio relativo entre as leituras
obtidas com o branco deve ser menos que 10%.

Medi¢do “endpoint”: parar a reagdo apds | minuto
com 50 a 100ml de Solugdo de parada. Registrar a
absorvancia de cada solucdo a 405 nm. O desvio padrao
relativo entre as leituras obtidas com o branco deve ser
menos que 10%.

Cdlculos: os modelos estatisticos para analise da relagado
ente inclinagdo das retas ou sobre paralelismo podem ser
usados dependendo do modelo que descreva melhor a
correlagdo entre a concentragao e a resposta.

Ensaio sobre paralelismo: para cada série, determinar a
regressdo da absorvancia ou mudanga de absorvancia/
minuto contra o logaritmo das concentragdes das
solugdes de amostra e das solugdes de padrdes e calcular
a poténcia da amostra utilizando métodos estatisticos
para ensaios de linhas paralelas. Expressar a poténcia da
heparina sddica em Ul/ml.

Relagdo entre Inclinagdo das Retas: para cada série,
determinar a regressao do logaritmo da absorvancia ou
o logaritmo das altera¢des na absor¢do/minuto contra as
concentragdes das solugdes de amostra ¢ das solugdes
de padrdes e calcular a poténcia da amostra utilizando
métodos estatisticos para ensaios de relagdo entre
inclina¢do das retas. Expressar a poténcia da heparina
sodica em Ul/ml.

Critérios de aceitagdo: a poténcia das preparacdes
injetaveis de heparina sddica deve apresentar no minimo
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90%, ¢ no maximo, 110% da atividade declarada pelo
rotulo. A poténcia deve ser expressa em Ul/mL.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Observar a legislagdo vigente.

ROTULAGEM

Observar a legislagao vigente.

CLASSE TERAPEUTICA

Anticoagulante.

HEPARINA SODICA SUINA

A heparina sodica suina ¢é extraida de mucosa
intestinal suina e contém uma mistura de cadeias
polissacaridicas de peso molecular variado. E composta,
preponderantemente, por unidades alternadas de a-D-
glucosamina N- e 6- disulfatadas e acido a-idurdnico
2-sulfatado. Possui atividade anticoagulante devido a
inibicdo de diversos fatores do sistema de coagulagao,
prolongando o tempo de coagulagdo do sangue. Isso
ocorre principalmente por meio da potencializagdo da
inativacdo do fator Xa e da trombina pela antitrombina.
Contém, no minimo, 180 unidades de atividade antifator
ITa por mg de heparina, em relagdo a substancia
dessecada. A razdo da atividade antifator Xa pela
atividade antifator I1a deve ser 1,0 = 0,1. Como critério
de aceitagdo para cada ensaio realizado para a atividade
antifator Ila e Xa, a poténcia calculada com base no
peso seco deve estar compreendida entre 90 e 110% da
poténcia declarada. Os animais dos quais a heparina ¢
extraida devem preencher os requisitos sanitarios para
a espécie em questdo e o processo de producdo deve
garantir a remogao ou inativacdo de agentes infecciosos.

IDENTIFICACAO

A. Cumpre as exigéncias descritas em Doseamento,
segundo os métodos I ou II de Atividade antifator Xa e
de Atividade antifator Ila.

B. Utilizar a técnica de espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear unidimensional de proton. Preparar
as solucdes conforme descrito a seguir.

Solugdo padrdo: preparar solugdo em concentragao
de, no minimo, 20 mg/mL de heparina suina (SQR)
em oxido de deutério 99,9% com 0,02% (p/v) de acido
trimetilsililpropionico de sodio.

Solu¢do para adequacgdo do sistema: preparar solugdo a
1% (p/p) de condroitim sulfato supersulfatado SQR em
solugdo padrao.

Solugcdo amostra: preparar solugdo em concentracao de,
no minimo, 20 mg/mL da amostra em 6xido de deutério
99,9% com 0,02% (p/v) de acido trimetilsililpropionico
de sodio.

Procedimento: na analise das amostras deve-se utilizar
um espectrometro de ressonancia magnética nuclear de,
no minimo, 500 MHz, tempo de aquisi¢do minimo de 2
s, tempo de repeticdo (tempo de espera mais tempo de
aquisicdo) minimo de 4s. O ensaio deve ser realizado
sob a temperatura constante de 35 °C com um programa
de supressdo de agua. A janela espectral deve ser, no
minimo, de 10 a -2 ppm. Para todas as amostras, o grupo
metila do composto trimetilsililpropidonico deve ser
referenciado em 0,00 ppm. Os espectros obtidos devem
ser similares ao da Solu¢do padrao.

Adequagdo do sistema: os deslocamentos quimicos
correspondentes as regides N-acetil da heparina e do
condroitim sulfato supersulfatado na Solu¢do para a
adequagdo do sistema devem ser observados em 2,05
+ 0,03 ppm e 2,16 + 0,03 ppm, respectivamente. Os
deslocamentos quimicos dos sinais correspondentes
ao H1 e H2 das unidades de o-glucosamina 6- ¢
N-disulfatadas (A1l e A2), ao H1 do acido a-idurdnico
2-sulfatado (I1), ao H1 das unidades de a-glucosamina
N-sulfatada(C1)eao grupamento metil da a.-glucosamina
N-acetilada (CH,) da solugdo padrdo estdo presentes em
5,40; 3,28; 5,22; 5,31 e 2,05 ppm, respectivamente. Os
valores de ppm observados para cada sinal ndo devem
variar mais do que + 0,03 ppm.

Critério de aceitagdo das amostras: os deslocamentos
quimicos dos sinais Al, Cl1, I1, A2 e CH, devem
ser observados a 5,40; 5,31; 5,22; 3,28 e 2,05 ppm,
respectivamente. Os valores de ppm observados para
cada sinal ndo devem variar além de + 0,03 ppm. As
integrais dos sinais Al, Cl1, Il devem ser obtidas
conforme a orientacdo dos painéis da Figura 1.
Espectrometros de maior resolugdo sugerem separagdes
desses sinais (como mostrado para I1 no insert do painel
B), contudo sdo integrados em conjunto com o sinal
principal. A integral de Al ¢ tomada como referéncia.
Proceder ao calculo de acordo com a férmula:

C1x100 <20
Al

Obrigatoriamente, o valor obtido deve ser menor que
20%. Nenhum sinal ndo identificado no espectro, na
regido de 0,10 - 2,00; 2,10 - 3,20 ¢ 5,70 - 8,00 ppm,
deve ultrapassar 4% da altura do sinal Al (5,40 ppm).
Nao deve ser observado o deslocamento quimico em
2,16 £ 0,03 ppm, correspondentes as regides N-acetil do
condroitim sulfato supersulfatado.
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Figura 1 — Heparina sédica suina analisada em espectrémetro.
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Painel A — 600 MHz; Painel B — 800 MHz. Os
sinais designados como Al e A2 correspondem
ao H1 e H2 das unidades de o-glucosamina
6- e N-disulfatadas em 5,40 e 3,28 ppm,
respectivamente; o sinal 11 corresponde ao
H1 do 4cido a-idur6nico 2-sulfatado em 5,21
ppm; C1 corresponde ao H1 das unidades de
a-glucosamina N-sulfatada em 5,31 ppm; e metil
da glucosamina N-acetilada em 2,05 ppm. Os
valores de ppm observados para cada sinal ndo
devem variar de + 0,03 ppm. Pelos “inserts”
percebe-se a expansdo das regides entre 5,10 e
5,50 ppm dos mesmos espectros, para orientar a
integracdo dos sinais A1, C1 e I1.

C. Utilizar a técnica de cromatografia liquida de
troca idnica para deteccdo e separacdo de possiveis
contaminantes da heparina soédica suina como:
dermatam sulfato; condroitim sulfato e condroitim

sulfato supersulfatado. Utilizar cromatdgrafo provido
com detector ultravioleta. A leitura pode ser realizada
a 202 nm ou 215 nm, desde que atenda a adequagdo
do sistema. Utilizar uma pré-coluna de 50,0 mm de
comprimento e 2,0 mm de didmetro interno empacotada
com resina Ionpac AG11 HC (9 mm); coluna de 250
mm de comprimento ¢ 2,0 mm de didmetro interno,
empacotada com lonpac AS11 HC (9 mm), mantida a
40 °C fluxo da fase movel de 0,5 mL/min. Preparar as
solugdes conforme descrito a seguir.

Eluente A: preparar solugdo de TRIS a 20 mM. Ajustar
o pH para 7,4 com acido cloridrico diluido.

Eluente B: preparar solugdo de TRIS a 20 mM ¢ NaCl
a 2,5 M. Ajustar o pH para 7,4 com éacido cloridrico
diluido.

Gradiente da fase movel: adotar sistema de gradiente de
0 a 2,5 M de NaCl, como descrito na tabela a seguir:
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Tempo (min) Eluente A (%) Eluente B (%) Eluicao
0-4 83,4 16,6 Isocratica
4-22 83,4-0 16,6-100 Gradiente linear
22 -40 0 100 Isocratica

Solugdo de referéncia de heparina sodica suina:
solubilizar heparina sodica suina (SQR) na concentragdo
de 4,0 mg/mL na fase mével A no momento de realizar
o ensaio (Figura 2C).

Solu¢do de adequagdo do sistema: solubilizar dermatam
sulfato (SQR) e condroitim sulfato supersulfatado
(SQR) na concentra¢do de 1,0 mg/mL e 0,4 mg/mL,
respectivamente, na Solugdo de referéncia de heparina
sodica suina na concentragdo de escolha, no momento
de realizar o ensaio (Figuras 2B e 2A).

Solugdo amostra: solubilizar a amostra-teste na
concentragdo de 4,0 mg/mL na fase movel A.

Procedimento: injetar 50 pL de cada uma das trés
solugdes citadas acima para determinagdo do perfil de
eluicdo. O pico obtido no cromatograma com a Solugdo
amostra deve ser semelhante em forma e tempo de
retengd@o ao pico obtido com a Solugdo de referéncia de
heparina suina (Figura 2C). O tempo de retengdo da
heparina sddica suina € cerca de 19 minutos.

Adequagdo do sistema: a retengdo relativa com
referéncia a heparina sddica suina (tempo de retengdo =
cerca de 19 minutos) é de 0,8 para o dermatam sulfato e
1,1 para o condroitim sulfato supersulfatado. Na Solucdo
de adequacgdo do sistema a relagdo entre a altura do pico
do dermatam sulfato SQR ¢ o vale (linha de base entre os
picos de dermatam sulfato e heparina) ¢ de, no minimo,
2,0. Para atingir esses requisitos devem ser escolhidas as
concentragdes adequadas das SQR.

Critérios de aceitagdo: nao detectar a presenca de
condroitim sulfato supersulfatado. A quantidade
de dermatam sulfato deve ser inferior a 4% dos
glicosaminoglicanos totais. Ndo podem existir outros
picos além do pico referente a heparina sodica suina e
ao dermatam sulfato.

Figura 2 — Perfil de eluicido da heparina sédica suina
na cromatografia liquida em coluna de troca ionica.
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supersulfatado, dermatam sulfato e heparina
sodica suina em cromatografia de troca idnica.
Foram aplicadas 20 pg de CSOS (A), 50 ug de DS
(B), 200 pg de heparina sddica suina (C) e uma
mistura contendo as mesmas quantidades de cada
polissacarideo (D). Os tempos de retencdo sdo
iguais para as amostras analisadas separadamente
ou misturadas.
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CARACTERISTICAS

Caracteristicas fisicas. P6 branco ou quase branco,
higroscopico.

Solubilidade. Soluvel em agua.

ENSAIOS DE PUREZA

pH (5.2.19). 5,0 a 8,0. Determinar em solugdo aquosa
a 1% (p/v).

Proteinas.

A. Adicionar 5 gotas de acido tricloroacético a 20%
(p/v) em 1 mL de solugo aquosa da amostra a 1% (p/v).
Nao deve haver formagdo de precipitado ou turbidez.

B. Proceder conforme descrito em Espectrofotometria
no ultravioleta, visivel, e infravermelho (5.2.14).

Solugdo A: misturar 2 volumes de hidréxido de sodio 1%
com 2 volumes de carbonato de s6dio 5% e diluir para 5
volumes com agua.

Solugdo B: misturar 2 volumes de sulfato de cobre
(CuSO,.5H,0) 1,25% com 2 volumes de tartarato de
sodio (C,H,Na,O..2H,0) 2,98% e diluir para 5 volumes
com agua.

Solu¢do C: misturar 1 volume da Solucdo B com 50
volumes da Solugdo A.

Solugdo D: diluir adequadamente o reagente
fosfomolibdotingstico em agua de modo que as solugdes
amostra ¢ padrdo tenham o valor de pH 10,25 + 0,25
apos adicdo das Solugées C e D.

Solugdo amostra: preparar solucdo da amostra de
concentragdo de 5 mg/mL em agua.

Solugdo referéncia: preparar solugdo de albumina
bovina R (cerca de 96% de proteina) de concentragdo
de 100 mg/mL em agua. Fazer dilui¢des com agua de
maneira a obter no minimo 5 solu¢des referéncia tendo
concentragdes de proteina distribuidas uniformemente
na faixa de 5 pg/mL a 100 pg/mL.

Procedimento: adicionar 5 mL da Solu¢do C para cada 1
mL das Solugées referéncias, Solugdo amostra e branco
(4gua), respectivamente. Deixar em repouso por 10 min.
Adicionar 0,5 mL da Solu¢do D, misturar ¢ deixar em
repouso a temperatura ambiente por 30 minutos. Medir
as absorbancias das solugdes a 750 nm, utilizando a
solucdo branco para ajuste do zero.

Curva de calibra¢do: a relagdo da absorbancia e
concentragdo de proteina ndo ¢é linear, contudo, se a
faixa de concentracdo utilizada para tracar a curva
padrdo for suficientemente pequena, em ultimo caso se
aproximara da linearidade. Construir uma curva padrdo,
plotando as absorbancias das solugdes referéncia contra
suas concentra¢des, utilizando regressao linear, tragar
uma reta linear de melhor ajuste aos pontos plotados.

Determinar a concentragdo de proteina na solugdo
amostra, através de sua absorbancia ¢ da curva padrao.
No maximo 0,5% em relag@o a substancia dessecada.

Impurezas nucleotidicas. Dissolver 40 mg em 10 mL
de 4gua. A absorbancia ¢ medida a 260 nm e o resultado
ndo deve ser superior a 0,15.

Nitrogénio (5.3.3.2). Utilizar o Método 1,
macrodeterminag¢do. No minimo, 1,5% e, no maximo,
2,5% de nitrogénio, calculado em relagdo a substancia
dessecada.

Sodio. Entre 10,5% a 13,5% de sodio determinado
conforme descrito em Espectrofotometria de absor¢do
atomica (5.2.13.1).

Metais pesados (5.3.2.3). Utilizar o Método 1. No
maximo, 0,003% (30 ppm).

Perda por dessecacdo (5.2.9). Determinar em estufa a
vacuo a 60 °C por 3 horas. No maximo, 8%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Endotoxinas bacterianas (5.5.2.2). No maximo, 0,03
UE/UI de heparina sddica suina.

DOSEAMENTO

Empregar um dos métodos descritos a seguir.
A. Método 1

Atividade antifator Ila

Tampdo tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4:
dissolver quantidades de tris (hidroximetil) aminometano
para obter concentrag@o de 20 m, cloreto de sodio para
150 mM em agua destilada contendo polietilenoglicol
8000 a 0,1%. Se necessario, ajustar o pH para 7,4 com
solu¢do diluida de acido cloridrico ou hidroxido de
sodio.

Solu¢cdo de antitrombina humana: reconstituir o
conteudo da ampola de antitrombina humana conforme
recomendado pelo fabricante. Homogeneizar. Diluir
com Tampado tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4, de
modo a obter solugdo 0,02 Ul/ml (equivalente a 40 nM)
de antitrombina humana.

Solugdo de fator Ila humano: reconstituir o contetido
do frasco conforme recomendado pelo fabricante.
Diluir a solugdo obtida em Tampdo tris (hidroximetil)
aminometano pH 7,4, de modo a obter solucdo a 2,0 Ul/
ml (equivalente a 20 nM) de fator Ila humano.

Solu¢do de substrato cromogénico para fator Ila
humano: dissolver quantidade de dicloridrato de H-D-
fenilalanil-L-pipecolil-L-arginina-4-nitroanilida (H-D-
Phe-Pip-Arg-pNA.2HCl) em 4agua destilada estéril
obtendo solugdo 2 mM. Antes do uso, diluir em Tampdo
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tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4 de modo a obter
a solugdo 0,4 mM. Proceder ao abrigo de luz direta.

Solugdo de parada: preparar uma solugdo a 50% (v/v)
de 4cido acético em agua.

Solugdo padrdo: utilizar solugdo padrdo de heparina
sodica suina SQR. Reconstituir o contetido da ampola
de heparina sodica suina SQR conforme recomendado
pelo fabricante e misturar levemente até completa
dissolugdo. A partir da solucdo reconstituida, preparar
diluigdes em solugdo Tampdo tris (hidroximetil)
aminometano pH 7,4, de forma a obter pelo menos dez
solu¢des com concentragdo variando entre 0,1 e 0,0001
Ul/mL. As concentragdes utilizadas devem apresentar,
no minimo, cinco pontos dentro de uma faixa linear. A
faixa de concentragdo utilizada pode ser adaptada para
contemplar essa linearidade.

Solu¢do amostra: dissolver quantidade da amostra em
Tampdo tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4 de
modo a obter solugdes com atividades aproximadamente
iguais as da solug@o heparina sodica suina SQR.

Procedimento: dois diferentes tipos de medicdes
podem ser realizados, a Medicdo cinética e a Medi¢do
“endpoint”.

Medi¢do cinética: os volumes descritos podem
ser adaptados para realizacdo do ensaio em tubos
ou microplacas, mantendo as propor¢des entre as
preparacdes de padrdo, amostra em teste ¢ reagentes.
Executar o teste em microplacas e realizar a leitura
espectrofotométrica a 405 nm em um leitor de
microplacas a 37 °C. O ensaio deve ser realizado com
cada solug¢@o de heparina SQR e solu¢do amostra em
duplicata. Em cada poco da microplaca, adicionar 40 pL
de Tampdo tris (hidroximetil) aminometano pH 7,4 ou
da Solug¢do amostra, 25 pL da Solugdo de antitrombina
humana e 10 pL da Solugdo de fator lla humano. Apos
dois minutos de incubag@o a 37 °C, adicionar 25 uL
da Solu¢do de substrato cromogénico para fator Ila
humano. Registrar a absorvancia medida em 405 nm
contra o branco durante 5 minutos. O branco € o teste
realizado na auséncia da adi¢do de heparina, utilizando
40 pL de Tampdo tris (hidroximetil) aminometano pH
74.

Medig¢do “endpoint”: proceder como descrito na
Medigdo cinética. Ap6s a adicdo da Solugdo de substrato
cromogénico para fator Ila humano, esperar 4 minutos
e parar a reacdo com a adi¢cdo de 50 pL de Solugdo de
parada.

Os modelos estatisticos para analise da relagdo entre
inclina¢ao das retas ou sobre paralelismo devem ser
usados escolhendo o melhor modelo que descreva a
correlagd@o entre a concentragao e a resposta.

Ensaio sobre paralelismo: para cada série, calcular a
regressdo da absorbancia ou mudanga de absorbancia/
minuto contra as concentragdes em escala logaritmica
das solugdes de amostra ¢ das solugdes de padroes
e calcular a poténcia da amostra utilizando métodos

estatisticos para ensaios de linhas paralelas. Expressar
a poténcia da heparina sodica suina em Ul/mg, de base
seca.

Relagdo entre Inclinagdo das Retas: para cada série,
calcular a regressdo da absorbancia em logaritmo ou o
logaritmo das alteragdes na absor¢do/minuto contra as
concentragdes das solucdes de amostra e das solugdes
de padrdes e calcular a poténcia da amostra utilizando
métodos estatisticos para ensaios de relagdo entre
inclinagdo das retas. Expressar a poténcia da heparina
sodica suina em Ul/mg, de base seca.

Criterios de aceitagdo: a poténcia da heparina sddica
suina deve apresentar, no minimo, 180 UI da atividade
antifator Ila por mg.

Atividade antifator Xa

Proceder conforme descrito em Atividade antifator
Ila, com excegdo da Solugdo de fator lla humano que
deve ser trocada por Solucdo de fator Xa humano e
da Solug¢do de substrato cromogénico dicloridrato de
H-D-fenilalanil-L-pipecolil-L-arginina-4-nitroanilida
(H-D-Phe-Pip-Arg-pNA.2HCI) que deve ser trocada
pela Solugdo de substrato cromogénico dicloridrato de
N-a-benziloxicarbonil-D-arginil-L-glicil-L-arginina-
4-nitroanilida (N-a-Z-D-Arg-Gly-Arg-pNA.2HCI). O
tampao a ser utilizado nesse ensaio ¢ tris (hidroximetil)
aminometano pH 7,4, porém com adigdo de cloreto de
calcio 10 mM. Preparar a Solugdo de fator Xa humano
e a Solugcdo de substrato cromogénico para fator Xa
humano como descrito a seguir.

Solugdo de fator Xa humano: reconstituir o contetido
do frasco conforme recomendado pelo fabricante.
Diluir a solucdo obtida em Tampdo tris (hidroximetil)
aminometano pH 7,4 com adi¢do de cloreto de cdlcio,
de modo a obter solugdo a 1,0 Ul/ml (equivalente a 20
nM).

Solug¢do de substrato cromogénico para fator Xa
humano: dissolver quantidade de dicloridrato de N-o-
benziloxicarbonil-D-arginil-L-glicil-L-arginina-4-
nitroanilida (N-a-Z-D-Arg-Gly-Arg-pNA.2HCl) em
agua destilada estéril obtendo solugdo 2 mM. Antes do
uso, diluir em Tampdo tris (hidroximetil) aminometano
pH 7,4 de modo a obter a solugdo 0,4 mM. Proceder ao
abrigo de luz direta.

Proceder com as analises estatisticas e calculos indicados
em Atividade antifator Ila.

Criterios de aceitacdo: a poténcia da heparina sddica
suina deve apresentar, no minimo, 180 UI da atividade
antifator Ila por mg. A razo da atividade antifator Xa/
antifator Ila deve ser, no minimo, 0,9, e, no maximo,
L1

B. Meétodo 11
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Atividade antifator Ila

Tampdo tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4:
dissolver 6,10 g de tris (hidroximetil) aminometano,
10,20 g de cloreto de sddio, 2,80 g edetato de sodio e,
se necessario, 0 a 10,0 g de polietilenoglicol 6000 e/ou
2,0 g de albumina sérica bovina ou humana em 800 mL
de agua destilada. Ajustar o pH para 8,4 com solugdo
diluida de acido cloridrico ou hidroxido de sédio e
completar com agua para 1 000 mL.

Solugdo de antitrombina humana: reconstituir o contetido
da ampola de antitrombina conforme recomendado pelo
fabricante. Homogeneizar e diluir com Tampdo tris
(hidroximetil) aminometano pH 8,4, de modo a obter
uma solucdo de antitrombina a 5,0 UI/mL. Diluir com o
mesmo tampao para se obter uma concentragdo de 0,125
Ul/mL.

Solucdo de trombina humana: reconstituir o conteido
da ampola de trombina humana (fator Ila) em agua
destilada para uma concentragdo de 20 Ul/mL e diluir
em Tampado tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4, de
modo a obter uma solugdo de trombina a 5,0 UI/mL.

Solugdo de substrato cromogénico: diluir um substrato
cromogénico de trombina para teste amidolitico em agua
para que se obtenha 1,25 mM.

Solugdo de parada: preparar uma solucdo a 20% (v/v)
de 4cido acético em agua.

Solugdo padrdo: reconstituir o conteiido da ampola de
heparina sodica suina padrao de referéncia primario ou
secundario e misturar levemente até completa dissolugao.
A partir da solugdo reconstituida, preparar diluigdes em
solucdo Tumpado tris (hidroximetil) aminometano pHS,4,
de forma a obter pelo menos quatro solu¢des com
concentragdo variando entre 0,005 ¢ 0,03 Ul/mL.

Solu¢do amostra: dissolver quantidade da amostra em
Tampado tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4 de
modo a obter solugdes com atividades aproximadamente
iguais as da solug@o padrdo.

Procedimento: os volumes descritos podem ser adaptados
para realizacdo do ensaio em tubos ou microplacas,
mantendo as proporgdes entre as preparagdes de padrdo,
amostra em teste e reagentes. O ensaio deve ser realizado
com cada solugdo de heparina e solugdo amostra em
duplicata. Os tubos devem ser identificados de acordo
com o numero de replicatas a serem testadas. Distribuir
os brancos nas colunas de forma que representem o
comportamento dos reagentes durante o ensaio. O branco
¢ o teste realizado na auséncia da adi¢dao de heparina,
utilizando 50-100uL de Tampdo tris (hidroximetil)
aminometano pH 8,4.

Todas as solugdes de reagentes, padrdo e amostra em
teste devem ser pré-aquecidas a 37 °C por 15 minutos
antes de serem adicionadas nos tubos. Transferir
para cada um dos tubos plasticos, separadamente, um
volume fixo (por exemplo, 50-100 pL) de cada uma
das diferentes dilui¢oes de Solugdo padrdo, ou Solugdo

amostra ou Tampdo tris (hidroximetil) aminometano
pH 8,4. Adicionar em cada um dos tubos um volume
dobrado da Solucdo de antitrombina humana (100-200
ml). Homogeneizar todos os tubos, suavemente, sem
produzir bolhas, e incubar a 37 °C por, no minimo, um
minuto. Adicionar em cada tubo 25-50 puL da Solugdo de
trombina humana ¢ incubar a 37 °C por, no minimo, um
minuto. Adicionar 50-100 pL da Solugdo de substrato
cromogénico, homogeneizar.

Dois diferentes tipos de medigdes podem ser realizados,
a Medigdo cinética e a Medi¢do “endpoint”.

Medigdo cinética: registrar a mudanca na absorbancia
para cada solugdo durante 1 minuto, medida em 405
nm. Expressar como mudanga na absor¢do por minuto
(AOD/min) das solugdes e dos brancos, os quais devem
apresentar valores superiores devido a auséncia de
heparina. O desvio padrio relativo entre as leituras
obtidas com o branco deve ser de menos do que 10%.

Medigdo “endpoint”: parar a reagdo apos 1 minuto com
50-100ml de solugdo de parada. Registrar a absorbancia
de cada solugdo a 405nm. O desvio padrao relativo entre
as leituras obtidas com o branco deve ser de menos do
que 10%.

Cdlculos: os modelos estatisticos para analise da relagao
ente inclinagdo das retas ou sobre paralelismo podem ser
usados dependendo do modelo que descreva melhor a
correlagdio entre a concentragdo e a resposta.

Ensaio sobre paralelismo: para cada série, determinar a
regressdo da absorbancia ou mudanga de absorbancia/
minuto contra o logaritmo das concentracdes das
solucdes de amostra e das solugdes de padrdes e calcular
a poténcia da amostra utilizando métodos estatisticos
para ensaios de linhas paralelas. Expressar a poténcia da
heparina sddica suina em Ul/mg, de base seca.

Relagdo entre Inclinagdo das Retas: para cada série,
determinar a regressao do logaritmo da absorbancia ou
o logaritmo das alteragdes na absor¢do/minuto contra as
concentragdes das solugdes de amostra e das solugdes
de padrdes e calcular a poténcia da amostra utilizando
métodos estatisticos para ensaios de relagdo entre
inclinagdo das retas. Expressar a poténcia da heparina
sodica suina em Ul/mg, de base seca

Critérios de aceitag¢do: a poténcia da heparina sodicas
suina deve apresentar, no minimo, 180 UI da atividade
antifator Ila por mg.

Atividade antifator Xa

Tampdo tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4:
dissolver quantidades detris (hidroximetil) aminometano,
acido edético ou edetato de sddio, e cloreto de s6dio em
4gua destilada contendo polietilenoglicol 6000 a 0,1% para
se obter concentracdes de 0,050 M; 0075 M e 0,175 M,
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respectivamente. Se necessario, ajustar o pH para 8,4 com
solucdo diluida de 4cido cloridrico ou hidréxido de sodio.

Solugdo de antitrombina humana: reconstituir o conteudo
da ampola de antitrombina conforme recomendado pelo
fabricante. Homogeneizar e diluir com Tampdo tris
(hidroximetil) aminometano pH 8,4, de modo a obter
uma solu¢do de antitrombina a 1,0 UI/mL.

Solugdo de fator Xa humano: reconstituir o conteudo
do frasco conforme recomendado pelo fabricante.
Diluir a solucdo obtida em Tampdo tris (hidroximetil)
aminometano pH 8,4, de modo a obter uma solugdo que
resulte em 0,65 a 1,25 de absorbancia a 405 nm quando
testada como descrito abaixo, substituindo os 30 puL de
solucdo de amostra por 30 puL de solu¢do tampao pH 8,4.

Solug¢do de substrato cromogénico: diluir em agua
um substrato cromogénico para teste amidolitico,
especifico para o fator Xa, para que se obtenha uma
concentragdo de 1 mM.

Solugdo de parada: preparar uma solucdo a 20% (v/v)
de acido acético em agua.

Solugdo padrdo: reconstituir o conteudo da ampola
de heparina sodica padrdo de referéncia primario ou
secundario e misturar levemente até completa dissolugdo.
A partir da solucdo reconstituida, preparar diluigdes
em solugdo Tampdo tris (hidroximetil) aminometano
pHS8,4, de forma a obter pelo menos cinco solu¢des com
concentragdo variando entre 0,03 e 0,375 Ul/mL de
atividade antifator Xa.

Solu¢do amostra: dissolver quantidade da amostra em
Tampao tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4 de
modo a obter solugdes com atividades aproximadamente
iguais as da solugdo padrdo.

Procedimento: os volumes descritos podem ser adaptados
para realizacdo do ensaio em tubos ou microplacas,
mantendo as propor¢des entre as preparagdes de
padrdo, amostra em teste ¢ reagentes. Transferir 120
puL de Tampdo tris (hidroximetil) aminometano pH 8,4
para tubos plasticos mantidos a 37 °C. Em cada tubo,
separadamente, adicionar 30 puL das diferentes diluigdes
da Solug¢do padrdao ou da Solug¢do amostra. Adicionar
em cada tubo 150 pL da Solugdo de antitrombina pré-
aquecida a 37 °C por 15 minutos, homogeneizar e incubar
por dois minutos. Adicionar 300 pL da Solucdo de fator
Xa pré-aquecida a 37 °C por 15 minutos, homogeneizar e
incubar por dois minutos. Adicionar 300 pL da Solugdo
de substrato cromogénico para fator Xa pré-aquecida a
37 °C por 15 minutos, homogeneizar e, apds incubar por
dois minutos, adicionar em cada tubo 150 pL da Solugdo
de parada e misturar. Para zerar o espectrofotometro,
preparar um branco, adicionando os reagentes em ordem
inversa, a partir da Solucdo de parada até a adigdo final
de 150 pL do Tampdo tris (hidroximetil) aminometano
PpH 8,4, omitindo a Solugdo padrdo e Solugdo amostra.
Registrar a absorbancia medida em 405 nm contra o
branco.

Cdlculos: determinar os valores do logaritmo da
absorbancia contra as concentragdes das solugdes de
amostra e das solu¢des padrdes. Calcular a atividade da
amostra usando os métodos estatisticos para o ensaio de
relagdo entre inclinagdo das retas. Calcular a atividade
antifator Xa segundo a equacao:

P=(S/S,)
em que:

P = poténcia da heparina sodica suina em Ul/mg de base
seca;

S, = inclinagdo da reta para a Solugdo amostra,
S, = inclinagdo da reta para a Solugdo padrdo.

Expressar a atividade antifator Xa da heparina sodica
suina em Ul/mg, de base seca.

Critérios de aceitagdo: calcular a relagdo da atividade do
antifator Xa contra a poténcia do antifator Ila (antifator
Xa / antifator Ila), que deve estar compreendida entre
09el,1.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados.

ROTULAGEM

Observar a legisla¢do vigente.

CLASSE TERAPEUTICA

Anticoagulante.
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INSULINA

Insulinum

H_Gli_lle_Val_Glu_Gin_&is_Gis_Ala_Ser_val_tis_Ser__

a

Leu_Tir Gln_Leu_Glu_Asn_ Tir_ Cis_ Asn_OH

1
H_Fen_Val Asn_GIn_His Leu Cis_Gli_Ser His_Leu Val

10
Glu_Ala_Leu Tir Leu Val Cis Gli Glu Arg Gli Fen
20
Fen Tir_ Thr_ Pro_ Lis_ Ala_ OH
30
INSULINA BOVINA

H Gli_Tle Val Gl GIn_&is Cis Thr Ser 1le Cis Ser
| - Tw . T T
Leu Tir_Gln_Leu Glu Asn_Tir Cis__Asn OH
— =
|
H7Fen7Va17AsniGlniHisiLeuicisiGliiSeriHisiLeu7Vali

10
Glu_Ala_Leu Tir Leu Val Cis_Gli_Glu Arg Gli_Fen
20
Fen Tir Thr Pro Lis Ala_ OH
30

INSULINA PORCINA

C,.H._N_0O.S; 5733,50 (bovina)

254773777 765 775767

C,oHy N0, S

25677381 7676

5777,55 (porcina)
insulina; 04908

Insulina (bovina)

[11070-73-8]

Insulina (porcina)

[12584-58-6]

Insulina é uma proteina que afeta o metabolismo da
glicose. Ela ¢ obtida do pancreas de bovinos e suinos
saudaveis, ou ambos, utilizados como alimento pelos
humanos. A quantidade ndo ¢ menor que 26,5 unidades
de insulina em cada miligrama; insulina rotulada como
purificada contém ndo menos que 27,0 unidades de
insulina em cada miligrama, calculada na base seca. O
teor de pro-insulina ndo ¢ mais que 10 ppm.

Nota: uma unidade de insulina é equivalente a 0,0342
mg da insulina pura derivada de bovinos ou 0,0345 mg
da insulina pura derivada de suinos.

IDENTIFICACAO

A. O tempo de reten¢do do pico principal do
cromatograma da Prepara¢do do ensaio, obtido em
Doseamento, corresponde aquele do pico principal da
Preparacdo de identificagdo.

Nota: pode ser necessario aplicar a mistura
da Preparagdo do ensaio com a Preparagdo de
identificagdo.

B. Determinagdo dos fragmentos peptidicos. Proceder
conforme descrito em Cromatografia a liquido de alta
eficiencia (5.2.17.4). Utilizar cromatografo provido de
detector ultravioleta a 214 nm; coluna de 100 mm de
comprimento e 4,6 mm de diametro interno, empacotada
com silica quimicamente ligada a grupo octadecilsilano
(1,5 a 10 um), mantida a temperatura de 40 °C; fluxo da
Fase movel de 1,0 mL/minuto.

Tampdo sulfato: misturar volumes iguais de sulfato de
amonio 2 M e acido sulfurico 0,5 M e filtrar.

Solugdo enzimatica: preparar uma solucdo de protease
Staphylococcus aureus V-8 em agua, contendo uma
atividade de 500 UI/mL.

Tampdo HEPES: dissolver 2,38 g de HEPES (4cido N-2-
hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfénico) em cerca de
90 mL de agua em um baldo volumétrico de 100 mL.
Ajustar o pH para 7,5 utilizando hidroxido de sodio 5
M. Diluir com agua até completar o volume do baldo e
misturar.

Eluente A: preparar uma mistura filtrada e desgaseificada
de 100 mL de acetonitrila, 700 mL de dgua e 200 mL de
Tampdo sulfato.

Eluente B: preparar uma mistura filtrada e desgaseificada
de 400 mL de acetonitrila, 400 mL de 4gua e 200 mL de
Tampdo sulfato.

Solu¢do padrdao de digestdo: dissolver, conforme a
espécie indicada, 6 mg de insulina SQR em 3 mL de
acido cloridrico 0,01 M e transferir 500 puL da solugdo
resultante para um frasco limpo. Adicionar 2 mL de
Tampdo HEPES ¢ 400 uL de Solugdo enzimdtica e
incubar a 25 °C durante 6 horas. Interromper a digestdo
pela adi¢do de 2,9 mL de Tampdo sulfato.

Solugdo teste de digestdo: para 1 mg de insulina,
adicionar 500 pL de 4cido cloridrico 0,01 M e misturar
para dissolver. Proceder conforme indicado para Solu¢do
padrdo de digestdo, iniciando por “adicionar 2 mL de
Tampdo HEPES”.

Gradiente da Fase movel: adotar o sistema de gradiente
descrito na tabela a seguir.
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Tf:mpo Eluente A Eluente B Eluicdo
(minutos) (%) (%)

0 90 10 Equilibrio
0-60 90 — 30 10 — 70 Gradiente linear
60 — 65 30—-0 70 — 100 Gradiente linear
65-170 0 100 Isocratico
70 -71 0—90 100 — 10 Gradiente linear
71 - 86 90 10 Reequilibrio

Procedimento: injetar, separadamente, volumes iguais
de Solu¢do padrdo de digestdo e Solugdo teste de
digestdo, registrar os cromatogramas ¢ medir a area
sob os picos. O perfil cromatografico da Solugdo teste
de digestdo corresponde aquele da Solugdo padrdo de
digestdo. Realizar ensaio em branco e fazer as corregdes
necessarias. O fator de cauda ndo € maior que 1,5. A
resolucdo entre os picos do fragmento de digestdo Il e
do fragmento de digestdo III ndo é menor que 1,9.

Nota: fragmento I elui ao mesmo tempo na insulina
derivada de suinos e insulina humana; fragmento II elui ao
mesmo tempo em todas as insulinas; e fragmento III elui
ao mesmo tempo na insulina derivada de bovinos e suinos.

Nota: o volume a ser injetado é dependente da resolucdo
do equipamento. Deve ser injetado um volume necessario
para obten¢do da separagdo e resolugdo dos picos.

CARACTERISTICAS

Perda por dessecacio (5.2.9). Determinar em 0,2 g da
amostra. Dessecar em estufa a 105 °C, por 16 horas. No
maximo 10%.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Teor de zinco. Proceder conforme descrito em Titulagcoes
complexométricas (5.3.3.4). Determinar o teor de zinco

de, exatamente, cerca de 10 mg da amostra. No maximo
1,0%, calculado na base seca.

ENSAIOS DE PUREZA

Substincias relacionadas. Proceder conforme descrito
em Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (5.2.17.4).
Utilizar cromatografo provido de detector ultravioleta a
214 nm; coluna de 250 mm de comprimento e 4,6 mm de
diametro interno, empacotada com silica quimicamente
ligada a grupo octadecilsilano (1,5 pm a 10 um), mantida
a temperatura de 40 °C; fluxo da Fase movel de 1,0 mL/
minuto.

Diluente: dissolver 28,4 g de sulfato de s6dio anidro em
1000 mL de agua. Adicionar 2,7 mL de acido fosforico.
Ajustar, se necessario, o pH para 2,3 utilizando
etanolamina e homogeneizar.

Eluente A: preparar uma mistura filtrada e desgaseificada
do Diluente ¢ acetonitrila (82:18).

Eluente B: preparar uma mistura filtrada e desgaseificada
do Diluente e acetonitrila (50:50).

Gradiente da Fase movel: adotar o sistema de gradiente
descrito na tabela a seguir:

T?mpo Eluente A Eluente B Eluicio
(minutos) (%) (%)
0 81 19 Equilibrio
0-60 81 19 Isocratica
60 — 85 81 — 36 19 — 64 Gradiente linear
85-91 36 64 Isocratica
91 -92 36 — 81 64 — 19 Gradiente linear

Solug¢do amostra: transferir cerca de 7,5 mg de insulina
para um frasco que tenha tampa adequada e adicionar 2
mL de 4cido cloridrico 0,01 M. Tampar o frasco e agitar,
gentilmente, para dissolugao.

Nota: a Solu¢do amostra pode ser armazenada em
temperatura ambiente por até 2 horas e em refrigera¢do
por até 12 horas.

Solugdo padrdo A: dissolver uma quantidade exatamente
pesada das espécies apropriadas de insulina SQR em
acido cloridrico 0,01 M para obter uma solugdo com
uma concentragdo conhecida de cerca de 3,75 mg/mL.

Solu¢do padrdo B: pipetar 1 mL da Solugdo padrdo
A, transferir para um baldo volumétrico de 10 mL,
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completar o volume com acido cloridrico 0,01 M e
homogeneizar.

Solugdo padrdo C: pipetar | mL da Solugdo padrdo
B, transferir para um baldo volumétrico de 10 mL,
completar o volume com 4cido cloridrico 0,01 M e
homogeneizar.

Nota: as trés solugoes padrdao podem ser armazenadas
em temperatura ambiente por até 12 horas e em
refrigerador por até 48 horas.

Solugdo de adequagdo do sistema: proceder conforme
descrito para a Solu¢do de adequagdo do sistema no
Meétodo fisico-quimico em Doseamento.

Ajustar a composi¢do da Fase movel e a duragdao da
elui¢do isocratica para obter um tempo de retencdo de
cerca de 31 minutos para a insulina, com a elui¢do da
insulina desamido A-21 pouco antes do inicio da fase
de elui¢do por gradiente linear. Injetar a Solugdo padrao
A, Solucdo padrdo B e Solugdo padrdo C, registrar os
cromatogramas ¢ medir as respostas de pico conforme
indicado no Procedimento. Calcular o fator X, (dez
vezes a razdo entre as areas da Solu¢do padrdo B pela
Solugdo padrdo A) segundo a expressio:

10(%)

r, = area de resposta de pico obtido para a Solugdo

padrdo B;

em que

r, = drea de resposta de pico obtido para a Solugdo

padrdo A.
O valor de X, deve estar entre 0,91 € 1,09.

Calcular o fator X, (cem vezes a razio entre as areas da
Solu¢do padrdo C pela Solu¢do padrdo A) segundo a
expressao:

1oox(%)

r. = area de respostas de pico obtido para a Solugdo
padrdo C;

em que

r, = area de respostas de pico obtido para a Solugdo

padrado A.

O valor de X, deve estar entre 0,7 ¢ 1,3.

Injetar a Solugdo de adequagdo do sistema e registrar as
respostas de pico conforme indicado em Procedimento.
A resolugdo, R, entre insulina e insulina desamido A-21
ndo ¢ menor que 2,0. O fator de cauda para o pico de
insulina ndo é maior que 1,8.

Nota: o volume a ser injetado é dependente da
resolucgdo do equipamento. Deve ser injetado um volume
necessario para obtengdo da separagdo e resolugdo dos
picos.

Procedimento: injetar um volume de cerca de 20 pL da
Solu¢do amostra, registrar o cromatograma e medir as
areas de respostas para o pico de insulina principal, o pico
de insulina desamido A-21 e picos de quaisquer outras
impurezas. Calcular a porcentagem de insulina (%l), na
parcela de insulina utilizada segundo a expresséo:

% :100{%)
S

r, = € aresposta do pico de insulina;

em que

r, = € a soma das respostas de todos os picos.

Calcular a porcentagem de insulina desamido A-21 (%D)
na parcela de insulina utilizada, segundo a expressao:

%D:loox(r%)
S

r, = € aresposta da insulina desamido A-21;

em que

r, = € a soma das respostas de todos os picos.

Calcular a porcentagem de outros compostos
relacionados a insulina na parcela de insulina utilizada,
segundo a expressdo:

100 % (%I +%D)

No méaximo 10,0% de insulina desamido A-21 sdo
encontrados ¢ no maximo 5,0% de outros compostos
relacionados com insulina sdo encontrados. Para
insulina derivada de uma Unica espécie, medir as
respostas de quaisquer picos correspondentes a insulina
bovina ou suina, ¢ calcular respectivas concentragdes
como porcentagem de r.. A quantidade de contaminagao
cruzada € de, no maximo, 1,0%.

Limite de proteinas de alto peso molecular. Proceder
conforme descrito em Cromatografia a liquido de alta
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eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar cromatdgrafo provido de
detector ultravioleta a 276 nm; coluna de 300 mm de
comprimento e 7,8 mm de didmetro interno, empacotada
com silica quimicamente ligada grupo diidroxipropano
(5 pm a 10 um) fluxo da Fase movel de 0,5 mL/ minuto.

Solugdo de arginina: preparar uma solucdo de L-arginina
em agua contendo 1 mg/mL.

Fase movel: preparar uma mistura filtrada e
desgaseificada de Solugdo de arginina, acetonitrila
e acido acético glacial (65:20:15). Fazer ajustes, se
necessario.

Solugdo amostra: transferir cerca de 4 mg de insulina
para um pequeno frasco, adicionar 1 mL de &cido
cloridrico 0,01 M e misturar até dissolver. Armazenar
essa solugdo em um refrigerador e utilizar em sete dias.

Solugdo de resolucdo: dissolver 4 mg de insulina
contendo mais de 0,4% de proteinas de alto peso
molecular em 1 mL de &cido cloridrico 0,01 A.
Armazenar essa solugdo em um refrigerador e utilizar
em sete dias.

Nota: insulina contendo a porcentagem indicada de
proteinas de alto peso molecular pode ser preparada
deixando a insulina em temperatura ambiente durante
5 dias.

Fazer a cromatografia da Solugdo de resolugdo injetando
100 pL e registrar as respostas de pico conforme indicado
para em Procedimento. Os tempos de retengdo estdo
entre 13 e 17 minutos para os complexos poliméricos de
insulina, cerca de 17,5 minutos para o dimero covalente
de insulina e entre 18 e 22 minutos para o0 mondmero
de insulina, com sais eluindo ap6és o mondmero de
insulina. A razdo da altura do pico do dimero covalente
de insulina para a altura do vale entre o pico do dimero
covalente de insulina e o pico do monémero de insulina
ndo ¢ menor que 2,0.

Procedimento: injetar 100 pL da Solug¢do amostra,
registrar o cromatograma e medir as areas de respostas
de pico, sem considerar quaisquer picos que tenham
tempos de retencdo maiores que aquele do mondémero
de insulina. Calcular a porcentagem de proteinas de alto
peso molecular na parcela da insulina utilizada segundo
a expressao:

100X 1,
(Z Iy + rM)
em que
2.1, = somatoria das respostas para todos os picos que

tenham tempos de retengdo menor que o do mondémero
de insulina;

r,, = resposta de pico do monomero de insulina (no

maximo 1,0% ¢ encontrado).

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Contagem do nimero total de micro-organismos
mesofilos aerdbicos (5.5.3.1.2). A contagem bacteriana
total ¢ de, no maximo, 300 UFC/g, sendo o teste
realizado em uma parcela de, exatamente, cerca de 0,2
g da amostra.

Endotoxinas bacterianas (5.5.2.2). No méaximo 10 UE/
mg.

DOSEAMENTO
Método fisico-quimico

Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido
de alta eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar cromatografo
provido de detector ultravioleta a 214 nm; coluna de
150 mm de comprimento e 4,6 mm de didmetro interno,
empacotada com silica quimicamente ligada grupo
octadecilsilano (1,5 pm a 10 pm), mantida a temperatura
de 40 °C; fluxo da Fase movel de 1,0 mL/minuto.

Tampao sulfato de sodio: dissolver 28,4 g de sulfato de
sodio anidro em 1000 mL de agua, adicionar 2,7 mL
de acido fosforico e ajustar o pH para 2,3 utilizando
etanolamina, se necessario.

Fasemovel: prepararumamisturafiltradae desgaseificada
de Tampdo sulfato de sodio com acetonitrila (74:26).
A acetonitrila € aquecida a uma temperatura igual ou
superior a 20 °C para evitar precipitacdo. Fazer ajustes,
se necessario.

Preparagdo padrdo: dissolver uma quantidade pesada
com exatiddo de insulina adequada SQR em é&cido
cloridrico 0,01 M para obter uma solu¢do com uma
concentrag@o conhecida de cerca de 1,5 mg/mL.

Preparacgdo de identificagdo: preparar uma solugdo de
insulina suina SQR e insulina bovina SQR em &cido
cloridrico 0,01 M, contendo cerca de 0,6 mg de cada por
mL.

Preparacdo do ensaio: transferir cerca de 15 mg de
insulina, exatamente pesada, para um baldo volumétrico
de 10 mL, dissolver e diluir com acido cloridrico 0,01 M
para obter uma solucdo contendo uma concentragio de
cerca de 1,5 mg/mL.

Solu¢do de adequacdo do sistema: dissolver cerca de
1,5 mg de insulina em 1 mL de acido cloridrico 0,01 M.
Deixar em temperatura ambiente por ndo menos que 3
dias para obter uma solucdo contendo, no minimo, 5%
de insulina desamido A-21.

Nota: a Preparagdo de identificagdo, a Preparagdo
padrdo e a Preparacio do ensaio podem ser
armazenadas em temperatura ambiente por até 12 horas
ou em refrigeragdo por até 48 horas.

Fazer a cromatografia da Preparagdo padrdo injetando
20 pL e registrar as respostas de pico conforme
indicado em Procedimento. O desvio padrdo relativo
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para as replicatas de injegdes ndo ¢ maior que 1,6%.
Fazer a cromatografia injetando 20 puL da Solucdo de
adequacdo do sistema e registrar as respostas de pico
conforme indicado em Procedimento. A resolugdo, R,
entre insulina e insulina desamido A-21 ndo é menor
que 2,0. O fator de cauda para o pico de insulina ndo ¢é
maior que 1,8.

Procedimento: injetar, separadamente, volumes iguais
(cerca 20 uL) da Preparagdo do ensaio, da Preparagdo
de identificacdo e da Preparagdo padrdo, registrar os
cromatogramas e medir as respostas de pico para insulina
e insulina desamido A-21, utilizando o cromatograma da
Preparacao de identificacdo para identificar os picos de
insulina. Para insulina derivada de uma unica espécie,
calcular a quantidade em base ndo seca, em unidades de
insulina por mg, de insulina na Preparacdo do ensaio
segundo a expressao:

(cs) Y,

E ZrS

em que

CS = concentragdo de insulina SQR na Preparagdo
padrdo (unidades de insulina/mL);

CU = concentracdo de insulina na Preparagdo de ensaio
(mg/mL);

DU e >'rS = somatorio das areas dos picos
de insulina e insulina desamido A-21 obtidas,
respectivamente, dos cromatogramas da Preparagdo de
ensaio e da Preparagdo padrao.

Do valor obtido no teste Perda por dessecagdo, calcular
a quantidade em base seca. Para insulina derivada da
mistura de bovina com suina, calcular a quantidade
total como o somatdrio das quantidades das insulinas
determinadas, separadamente.

Método Biolégico
Ensaios de insulina

A manifestagdo mais proeminente da atividade da
insulina, uma diminuigdo abrupta da glicose sanguinea,
foi a base para ensaios biologicos do tempo da
primeira utilizag@o clinica. O procedimento, ainda que
relativamente trabalhoso, tem o grande mérito de refletir
o efeito em um paciente diabético. O advento de métodos
fisico-quimicos sofisticados e ainda praticos (por
exemplo, cromatografia a liquido de alta eficiéncia) para
medir, quantitativamente, a poténcia da insulina resultou
em um teste resumido mais exato e preciso para insulina
e produtos relacionados. Contudo, a bioidentidade
da insulina e de seus produtos ndo pode ser acessada
por esses métodos. Assim, um teste quantitativo em
coelhos esta incluido nessa monografia e sua utilizagéo
¢ solicitada em monografias apropriadas.

O Método quantitativo de glicemia de coelhos ¢ utilizado
para determinar a poténcia dos padroes de referéncia
de insulina, para a validagdo da estabilidade das novas
preparagdes de insulina e para determinar as atividades
especificas dos andlogos de insulina.

Método quantitativo de glicemia de coelhos

Padrées de referéncia: glicose SQR, insulina SQR,
insulina bovina SQR, insulina humana SQR, insulina
suina SQR.

Diluente: preparar uma solugdo aquosa contendo 0,1%
a 0,25% (p/v) de cresol ou fenol, 1,4% a 1,8% (p/v) de
glicerina e acido cloridrico suficiente para produzir um
pH entre 2,5 e 3,5, a menos que indicado de outra forma
em uma monografia individual.

Solug¢do estoque padrdo: dissolver uma quantidade
adequada ¢ pesada com exatiddo de insulina (Padrdo
de referéncia) ou um frasco de insulina (Padrdo de
referéncia) liofilizada de espécies apropriadas no
Diluente para fazer a Solugdo estoque padrdao contendo
40 unidades de insulina por mL e possuindo um pH
entre 2,5 e 3,5, a ndo ser que indicado de outra maneira
em monografia individual. Armazenar em local fresco,
protegida de congelamento; deve ser utilizada em 6
meses.

Solugoes padrdo: diluir parcelas de Solugdo estoque
padrdo com Diluente para obter duas solugdes, uma
contendo 1 unidade de insulina por mL (Solugdo padrdo
1) e a outra contendo 2 unidades de insulina por mL
(Solugdo padrao 2).

Solugdo estoque do ensaio: proceder como indicado
para Solugdo estoque padrdo, exceto para utilizagdo de
quantidade adequada da preparagdo em analise no lugar
da insulina SQR. A Solugdo estoque do ensaio contém
cerca de 40 unidades de insulina por mL.

Solu¢des de ensaio: diluir parcelas da Solugdo estoque
do ensaio com Diluente para obter duas diluigdes
da preparacdo do teste, uma das quais se espera que
contenha 1 unidade de insulina por mL (Solu¢do de
ensaio 1), baseando-se na suposta poténcia, ¢ a outra
que contenha 2 unidades de insulina por mL (Solugdo
de ensaio 2). No caso de uma inje¢do de insulina neutra,
ajustar para um pH de 2,5 a 3,5, antes de realizar as
diluicdes.

Doses das solugoes a serem injetadas: selecionar,
baseando-se em testes ou experiéncias anteriores, a dose
das diluigdes a serem injetadas, cujo volume geralmente
estara entre 0,30 mL ¢ 0,50 mL. Para cada animal, o
volume da Solu¢do padrdo ¢ o mesmo que o da Solugdo
de ensaio.

Preparacdo do animal: selecionar coelhos adequados
e saudaveis, cada um pesando, no minimo, 1,8 kg.
Manter os coelhos no laboratdrio por ndo menos que
uma semana antes da utilizagdo no ensaio, mantendo-
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os em uma alimentagdo uniforme adequada, com agua
disponivel em todos os momentos.

Procedimento: separar os coelhos em quatro grupos
iguais, preferencialmente ndo menores que seis coelhos
cada. No dia anterior, cerca de 20 horas antes do ensaio,
fornecer a cada coelho uma quantidade de alimentos
a ser consumida no prazo de 6 horas. Seguir o mesmo
esquema de alimentacdo antes de cada dia de teste.
Durante o ensaio, retirar todos os alimentos até depois
da amostra de sangue final ser coletada. Manipular os
coelhos com cuidado para evitar a excitagdo excessiva e
injetar, por via subcutanea, as doses indicadas na Tabela
1. A segunda injecdo deve ser feita no dia seguinte a
primeira inje¢do ou, no maximo, uma semana depois. O
tempo entre a primeira e a segunda injecdo ¢ 0 mesmo
para todos os coelhos.

Tabela 1 — Doses a serem injetadas nos coelhos
por via subcutinea de acordo com o Método
quantitativo de glicemia de coelhos.

Grupo | Primeira inje¢do Segunda injecdo
1 Solugdo padrio 2 Solucao de ensaio 1
2 Solu¢do padrao 1 Solugdo de ensaio 2
3 Solugdo de ensaio 2 Solugdo padrio 1
4 Solu¢do de ensaio I~ Solugdo padrio 2

Amostras de sangue: 1 hora = 5 minutos e 2 horas e meia
+ 5 minutos apos a inje¢do, coletar de cada coelho uma
amostra adequada de sangue de uma veia marginal da
orelha. O sangue também pode ser colhido de forma
eficaz a partir da artéria central auricular.

Determinagdo do teor de glicose: determinar o teor
de glicose das amostras de sangue por meio de um
procedimento adequado que seja adaptado a andlise
automatizada. O procedimento a seguir pode ser usado.

Solugdo anticoagulante: dissolver 1 g de edetato
dissodico e 200 mg de fluoreto de sodio em 1000 mL de
agua e misturar.

Preparagoes padrdo de glicose: transferir concentragoes
conhecidas de glicose SQR a recipientes adequados ¢
diluir, quantitativamente e por etapas, com solugdo
anticoagulante (1:9) para obter uma série de Preparagoes
padrdo de glicose que contenham entre 20 ¢ 100 mg por

100 mL, com concentragdes conhecidas semelhantes as
concentragdes das amostras de sangue dos coelhos.

Preparacgoes de teste: pipetar e transferir para recipientes
separados ¢ adequados 0,1 mL de cada amostra de
sangue ¢ 0,9 mL da Solu¢do anticoagulante.

Procedimento: submeter as Preparacées de teste a
dialise através de uma membrana semipermeéavel por
um tempo suficiente para que a glicose atravesse a
membrana em uma solugdo de cloreto de sodio a 0,9%
(p/v) contendo glicose oxidase, peroxidase de rabanete
(enzima peroxidase HPR), cloridrato de 3-metil-2-
benzotiazolinona hidrazona SR ¢ N, N-dimetilanilina. As
absorvancias das Preparagoes de teste sdo determinadas
a 600 nm em um colorimetro. As absorvancias das
Preparacées padrdo de glicose sdo igualmente
determinadas, no inicio e no final de cada execucdo.

Calcular a resposta de cada coelho para cada injecdo,
a partir da soma dos dois valores glicémicos. Calcular
as diferengas individuais, y, subtraindo as respostas
conforme indicado na Tabela 2, ndo considerando a
ordem cronoldgica.

Quando os dados para um ou mais coelhos estio faltando
em um ensaio, ndo usar o intervalo de confianga de
formulas descritas na monografia, mas procurar ajuda
estatistica. Os dados podem, ainda, ser analisados com
analise adequada da variancia.

Quando o niimero de coelhos, f, utilizado no ensaio é o
mesmo em cada grupo, determinar a soma de y para cada
grupo e calcular T =-T +T,+T,-T,e T, =T +T,+T,
+T,. O logaritmo da poténcia relativa das diluigdes teste
¢ M’ = 0,301 T/T,. A poténcia da inje¢do em unidades
por mg equivale a antilog (log R + M’), em que R =
V/V, Vg € 0 namero de unidades por mL de Solugdo
padrdo € V; € o nimero de mg de insulina por mL da
Solugdo de ensaio correspondente.

Determinar o intervalo de confianga de 95% para o log-
poténcia relativa utilizando o Teorema de Fieller (veja
o apéndice no final da monografia e Procedimentos
estatisticos aplicaveis aos ensaios biologicos descritos
no capitulo 8.). Se o intervalo de confianca ¢ maior
do que 0,082, o que corresponde a P = 0,95, para
limites de confianca de cerca de + 10,0% da poténcia
computada, repetir o teste até que os dados combinados
de dois ou mais ensaios, redeterminados como descrito
em Procedimentos estatisticos aplicdveis aos ensaios
biologicos, cumprirem esse limite aceitavel.

Tabela 2 — Registro dos cilculos das respostas dos coelhos no Método quantitativo de glicemia de coelhos.

Grupo Diferencas {?es'p?sta Resposta Qesvios padrdo das
individual (y) total (T) diferencas (S)

1 Solugdo padrdo 2 — Solugdo de ensaio 1 |y, T, S,

2 Solugdo de ensaio 2 — Solugdo padrdo 1 |y, T, S,

3 Solugdo de ensaio 2 — Solugdo padrdo 1 |y, T, S,

4 Solugdo padrao 2 — Solugdo de ensaio 1 |y, T, S,
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Bioidentidade

Cumprir as exigéncias do teste de bioidentidade sob
ensaios de insulina. Proceder como indicado pelo
Meétodo quantitativo de glicemia de coelhos com as
alteragdes a seguir.

Procedimento: separar os coelhos em quatro grupos
iguais de dois coelhos cada.

Proceder com os célculos conforme indicado no
Meétodo quantitativo de glicemia de coelhos, mas sem
necessidade de determinar o intervalo de confianga do
log-poténcia relativa, M’.

Se o valor da poténcia obtido ndo é menor que 15
unidades/mg, a exigéncia do teste de bioidentidade esta
atendida. Se o valor da poténcia ¢ inferior a 15 unidades/
mg, repetir o teste utilizando mais oito coelhos. Se
a poténcia média dos dois conjuntos de testes ndo for
inferior a 15 unidades por mg, a exigéncia do teste foi
atendida.

Apéndice - Teorema de Fieller para determinacio do
intervalo de confian¢a para uma raziao

Essa versdo do Teorema de Fieller aplica-se ao
caso em que o numerador ¢ o denominador nio sdo
correlacionados. No uso dessa equagdo assume-se
que o numerador ¢ o denominador sdo normalmente
distribuidos e os grupos de coelhos sdo de tamanho
igual.

Logo, o intervalo de confianga de 95% para a relagéo é:

Ml J1-g)st + (M) s?
(L,U)= .

l-g

em que f (graus de liberdade do erro padrdo) =4 (k - 1),
k é a quantidade de coelhos em um grupo, ¢ é o percentil
97,5 superior da distribui¢do ¢ com graus f'de liberdade,
e:

Se g > 1, o denominador ndo ¢ significativamente
diferente de 0 e a formula ndo funciona.

Sy =0301k/S? +852 +52 +.52

Sy =k\[S?+82+82+8:

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Observar a legislacdo vigente.

ROTULAGEM

Observar a legislacao vigente.

INSULINA HUMANA

C, H, . N_.O_S; 580758

257773837 765 77767

insulina humana; 04918
[11061-68-0]

Insulina humana ¢ uma proteina correspondente a um
principio ativo elaborada no pancreas humano que
afeta o metabolismo dos carboidratos (particularmente
glicose), lipides e proteinas. E derivada por modificagio
enzimatica da insulina do péncreas suino de modo a
alterar a sequéncia de aminoacidos apropriadamente ou
produzida por sintese microbiana via processo de DNA
recombinante. A quantidade, calculada na base seca, ndo
¢ menor que 27,5 unidades de insulina humana em cada
miligrama. O teor de pro-insulina de insulina humana
derivada de suinos ¢ no maximo de 10 ppm. O teor de
proteinas advindas de célula hospedeira de insulina
humana derivada de um processo de DNA recombinante,
determinado por um método apropriado e validado, é no
maximo de 10 ppm. O teor de DNA derivado da célula
hospedeira ou do vetor e o limite de insulina humana
derivada de um processo de DNA recombinante que
utiliza células eucariontes sdo determinados por um
método validado.

Nota: uma unidade de insulina humana equivale a
0,0347 mg de insulina humana pura.

IDENTIFICACAO

A. O tempo de retencdo do pico principal do
cromatograma da Preparag¢do do ensaio, obtido em
Doseamento, corresponde aquele do pico principal da
Preparagdo padrao.

B. Determinar os fragmentos peptidicos, utilizando o
seguinte procedimento de mapeamento de peptideos.
Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido
de alta eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar cromatografo
provido de detector ultravioleta a 214 nm; coluna de
100 mm de comprimento e 4,6 mm de didmetro interno,
empacotada com silica quimicamente ligada a grupo
octadecilsilano (1,5 a 10 um), mantida a temperatura de
40 °C; fluxo da Fase movel de 1,0 mL/minuto.
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Tampdo sulfato: misturar volumes iguais de sulfato de
amonio 2 M e acido sulfarico 0,5 M e filtrar.

Solugdo enzimatica: preparar uma solugdo de protease
Staphylococcus aureus V-8 em agua, contendo uma
atividade de 500 unidades por mililitro.

Tampdo HEPES: dissolver 2,38 g de HEPES (4cido N-2-
hidroxietilpiperazina-N’-2-etanossulfonico) em cerca de
90 mL de 4gua em um baldo volumétrico de 100 mL.
Ajustar o pH para 7,5 utilizando hidréxido de sodio 5
M. Diluir com agua até completar o volume do baldo e
misturar.

FEluente A: preparar uma mistura filtrada e desgaseificada
de 100 mL de acetonitrila, 700 mL de agua e 200 mL de
Tampdo sulfato.

Eluente B: preparar uma mistura filtrada e desgaseificada
de 400 mL de acetonitrila, 400 mL de agua e 200 mL de
Tampdo sulfato.

Solu¢do padrdo de digestdo: dissolver cerca de 6 mg
de insulina humana SQR em 3 mL de acido cloridrico
0,01 M e transferir 500 pL da solugdo resultante para um
frasco limpo. Adicionar 2 mL de Tampdo HEPES e 400
pL de Solugdo enzimatica e incubar a 25 °C durante 6
horas. Interromper a digestdo pela adigdo de 2,9 mL de
Tampao sulfato.

Solugdo teste de digestdo: para 1 mg de insulina humana,
adicionar 500 pL de acido cloridrico 0,01 M e misturar
para dissolver. Proceder conforme indicado para Solu¢do
padrdo de digestdo, iniciando por “adicionar 2 mL de
Tampdo HEPES™.

Gradiente da Fase movel: adotar o sistema de gradiente
descrito na tabela a seguir.

Tempo | Eluente A | Eluente B Elui¢do
(min) (%) (%)

0 90 10 Equilibrio
0-60 | 90— 30 10 — 70 | Gradiente linear
60 — 65 30—-0 70 — 100 | Gradiente linear
65-70 0 100 Isocratico
70-71 0—90 100 — 10 | Gradiente linear
71 - 86 90 10 Reequilibrio

Procedimento: injetar, separadamente, volumes iguais
de Solu¢do padrdao de digestdo e Solugdo teste de
digestdo, registrar os cromatogramas e medir a area
sob os picos. O perfil cromatografico da Solugdo teste
de digestdo corresponde aquele da Solucdo padrdo de
digestdo. Realizar ensaio em branco e fazer as corregdes
necessarias. O fator de cauda ndo ¢ maior que 1,5. A
resolucdo entre os picos do fragmento de digestdo II e
do fragmento de digestdo III ndo ¢ menor que 3,4.

Nota: fragmento I elui ao mesmo tempo na insulina
derivada de suinos e insulina humana, fragmento II elui
ao mesmo tempo em todas as insulinas, e fragmento 111

elui ao mesmo tempo na insulina derivada de bovinos e
SUInos.

CARACTERISTICAS FISICAS

Perda por dessecacio (5.2.9). Pesar, exatamente, cerca
de 200 mg e secar a 105 °C por 16 horas. No maximo
10,0%.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Teor de zinco. Proceder conforme descrito em Titulacoes
complexométricas (5.3.3.4). Determinar o teor de zinco
em, exatamente, cerca de 10 mg da amostra. No maximo
1,0% para insulina humana anidra.

ENSAIOS DE PUREZA

Substincias relacionadas. Proceder conforme descrito
em Substancias relacionadas na monografia de Insulina,
com excegao para a utilizacdo do seguinte Gradiente da
Fase Movel: o programa requer inicialmente eluigdo
isocratica, por cerca de 36 minutos com a Fase movel
consistindo de uma mistura de 78% de Eluente A e 22%
de Eluente B, seguida da eluigdo por gradiente linear.
Posteriormente, o sistema retorna para as condigdes
iniciais de 78% de Eluente A e 22% de Eluente B. Ajustar
a composi¢do da Fase movel de modo que o tempo de
reteng@o do pico principal de insulina humana seja entre
15 e 25 minutos. O teor de insulina desamido A-21 e de
outros compostos relacionados a insulina é no maximo
2% para cada uma das quantidades totais de insulina e de
compostos relacionados.

Limite de proteinas de alto peso molecular. Proceder
conforme descrito em Limite de proteinas de alto peso
molecular na monografia de Insulina. No maximo 1,0%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Contagem do nimero total de micro-organismos
mesofilos (5.5.3.1.2). No maximo 300 UFC/g, sendo o
teste feito em, exatamente, cerca de 0,2 g da amostra.

Endotoxinas bacterianas (5.5.2.2). No maximo 10 UE/
mg de insulina humana.

DOSEAMENTO
Método fisico-quimico

Proceder conforme descrito em Doseamento da
monografia de Insulina. Utilizar a mesma Fase movel,
Preparacdo padrdo, Preparagdo de ensaio, Solugdo de
resolugdo, o sistema cromatografico e o Procedimento
descritos na monografia de Insulina, com excecao
para utilizar insulina humana (SQR) e qualquer outro
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substituto de insulina humana para insulina do comego
ao fim.

*Fragmento I consiste de aminodcidos A5 a Al7e Bl a
B13; fragmento II consiste de aminoéacidos A18 a A21 e
B14 a B21; fragmento III consiste de aminoacidos B22
a B30; fragmento IV consiste de aminoacidos Al a A4.
A refere-se a cadeia-A da insulina humana e B refere-se
a cadeia B da insulina humana.

Bioidentidade

Cumpre o teste de Bioidentidade da monografia de
Insulina.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Observar a legislagdo vigente.

ROTULAGEM

Observar a legislagdo vigente.

INSULINA HUMANA INJETAVEL

Insulina humana injetavel ¢ uma solugdo isotonica e
estéril de insulina humana. Contém, no minimo, 95,0%
e, no maximo, 105,0% da quantidade rotulada, expressa
em unidades de insulina em cada mL.

IDENTIFICACAO

O tempo de retengdo do pico principal no cromatograma
da Preparagdo de ensaio, obtido em Doseamento,
corresponde aquele do pico principal no cromatograma
da Preparagdo padrdo.

Nota: pode ser necessario injetar a mistura da
Preparagdo de ensaio e Preparacgdo de identificagdo.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Teor de zinco. Proceder conforme descrito em Titulagées
complexométricas (5.3.3.4) ou Espectrometria de
absorg¢do atomica (5.2.13.1). Entre 10 pug e 40 pg para
cada 100 UI de insulina para espécies apropriadas.

ENSAIOS DE PUREZA

Contaminacdo por particulas (5.1.7). Cumpre as
exigéncias para inje¢des de pequeno volume para ambos
os métodos.

pH (5.2.19).7,0a7,8. Determinar potenciometricamente.

Limite de proteinas de alto peso molecular. Preparar
a Solu¢do de arginina, Fase movel, Solugdo de
adequagdo de sistema e o sistema cromatografico
conforme descrito em Limite de proteinas de alto peso
molecular na monografia de Insulina e utilizar o mesmo
Procedimento. Preparar a Solugdo teste como descrito a
seguir. No maximo 2%.

Solugdo de teste: quantitativamente adicionar 4 pL de
acido cloridrico 6 M por mililitro de um volume de
injecdo medido com exatiddo e misturar.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA
Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

Endotoxinas bacterianas (5.5.2.2). Contém, no

maéaximo, 80 UE /100 UI de insulina.

DOSEAMENTO

Proceder conforme descrito em Cromatografia a
liquido de alta eficiéncia (5.2.17.4). Preparar a Fase
movel, Preparacdo de identificagdo, Preparagdo
padrdo, Solugdo de adequagdo do sistema e sistema
cromatografico conforme descrito em Doseamento da
monografia de Insulina. Preparar a Preparagdo de ensaio
conforme descrito em Doseamento da monografia de
Insulina Injetavel.

Procedimento: injetar, separadamente, volumes
iguais (cerca de 20 pL) da Preparagdo de ensaio, da
Preparacdo de identificagdo, ¢ da Preparagdo padrdo
no cromatografo, registrar os cromatogramas ¢ medir
as areas sob os picos da insulina e insulina desamido
A-21, utilizando o cromatograma da Preparagdo de
identificag¢do para identificar os picos de insulina. Para
inje¢do de insulina preparada de uma tnica espécie,
calcular a quantidade, em unidades de insulina por mL,
da inje¢@o tomada, segundo a expressdo:

cw{%r:sj}

em que

C = concentrac¢do, em unidades de insulina por mL, de
insulina SQR na Preparagdo padrao;

D = fator de diluigao;
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DU e XS = somatério das éreas sob os
picos de insulina e insulina desamido A-21 obtidas
respectivamente dos cromatogramas da Preparagdo de

ensaio e da Preparagdo padrao.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes fechados, protegidos da luz e em
refrigerador. Evitar o congelamento.

ROTULAGEM

Observar a legislagdo vigente.

INSULINA HUMANA ISOFANA
SUSPENSAO

Insulina humana isofana suspensdo ¢ uma suspensao
estéril de cristais de insulina humana zinco combinada
com sulfato protamina em &gua tamponada para
a injecdo, combinados de uma maneira tal que a
fase solida da suspensdo ¢ composta por cristais de
insulina humana, protamina e zinco. O sulfato de
protamina é preparado a partir do esperma ou a partir
dos testiculos em maturagdo de peixes pertencentes ao
género Oncorhynchus Suckley ou Salmo Linné (familia
Salmonidae). Contém, calculado com base na soma de
seus componentes de insulina e insulina desamido, no
minimo, 95,0% e, no maximo, 105,0% da quantidade
declarada no rétulo, expressa em unidades de insulina
humana em cada mililitro.

IDENTIFICACAO

Centrifugar 10 mL da suspensdo a 1500 g por 10 minutos.
Determinar o teor de insulina no sobrenadante conforme
descrito em Doseamento na monografia de Insulina. A
concentragdo de insulina ndo € superior a 1,0 Ul/mL.

CARACTERISTICAS

Proceder conforme descrito em Caracteristicas na
monografia de /nsulina.

ENSAIOS FISICO-QUIMICOS

Teor de zinco (5.3.3.4). Proceder conforme descrito
em Titulagoes complexométricas (5.3.3.4) ou

Espectrometria de absor¢do atomica (5.2.13.1). Entre
21 ug e 40 pg para cada 100 Ul de insulina humana.

Zinco em solugdo. Centrifugar uma porgao de suspensao
suficiente para o teste e determinar o teor de zinco no
sobrenadante limpido. Entre 20% e 65% do teor de zinco
total.

ENSAIOS DE PUREZA
pH (5.2.19). Entre 7,0 € 7.5.

Limite de proteinas de alto peso molecular. Proceder
conforme descrito em Limite de proteinas de alto peso
molecular na monografia de Insulina injetavel. No
maéaximo 3,0%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre as exigéncias, quando
testado como indicado para Filtragdo por membranas
em Teste de esterilidade do produto a ser examinado,
e a suspensdo a ser filtrada imediatamente depois de ter
sido reduzido a uma solucdo clara pela adi¢do de um
recém preparado 1 em 100 solucdo de acido ascorbico
em Fluido A.

Endotoxinas bacterianas (5.5.2.2). Nao contém mais
de 80 UE/100 UI de insulina humana.

DOSEAMENTO

Proceder conforme descrito em Doseamento na
monografia de /nsulina.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Observar a legislacao vigente.

ROTULAGEM

Observar a legislagdo vigente.

INSULINA HUMANA ISOFANA
SUSPENSAO E INSULINA HUMANA
INJETAVEL

Insulina humana isofana suspensdo ¢ insulina humana
injetavel ¢ uma suspensao estéril tamponada de insulina
humana, complexada com sulfato de protamina, em uma
solu¢do de insulina humana.
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IDENTIFICACAO

O tempo de retengdo do pico principal do cromatograma
da Preparagdo do ensaio, obtido em Doseamento,
corresponde aquele do pico principal da Preparagdo
padrdo.

ENSAIOS FISICO-QUIMICOS

Teor de zinco. Proceder conforme descrito em Titulacoes
complexométricas (5.3.3.4) ou Espectrometria de
absorg¢do atomica (5.2.13.1). Entre 0,02 mg ¢ 0,04 mg
para cada 100 UI de insulina humana.

ENSAIOS DE PUREZA

pH (5.2.19). Entre 7,0 e 7,8, determinado

potenciometricamente.

Limite de proteinas de alto peso molecular. Preparar
a Solucdo de arginina, Fase movel, Solugdo de
adequagdo de sistema e o sistema cromatografico
conforme descrito em Limite de proteinas de alto peso
molecular na monografia de Insulina e utilizar o mesmo
Procedimento. Preparar a Solugdo teste como descrito a
seguir. No maximo 3,0%.

Solugdo teste: quantitativamente adicionar 4 pL de acido
cloridrico 6 M por mililitro de um volume de injegdo
medido com exatidao e misturar.

Contetido de insulina humana solavel.
Empregar um dos métodos descritos a seguir.

A. Proceder conforme descrito em Cromatografia a
liquido de alta eficiéncia (5.2.17.4). Preparar a Fase
movel, a Solugdo de adequagdo de sistema e o sistema
cromatografico conforme descrito em Doseamento na
monografia de /nsulina. Preparar as solugdes descritas
a seguir.

Solugdo teste de insulina soluvel: manter a temperatura a
(25+1) °C durante todo o procedimento. Transferir 5 mL
da insulina humana injetavel para um tubo de centrifuga.
Adicionar 20 pL de hidréxido de sédio M e ajustar com
acido cloridrico 0,05 M ou hidroxido de sédio 0,05 M
para um pH de (8,20 + 0,02) se a concentracdo total de
zinco for aproximadamente 20 pg/mL, ou ajustar para
um pH de (8,35 £ 0,02) se a concentragdo total de zinco
for 30 pg/mL. Registrar o volume, em pL, de acido
ou base requerido para ajustar o pH. Misturar e deixar
em repouso durante uma hora. Centrifugar, transferir
o sobrenadante para outro tubo de centrifuga e repetir
a centrifugacdo. Transferir 2 mL do sobrenadante para
outro tubo, adicionar 5 pL de 4cido cloridrico 9,6 M e
misturar.

Solugdo teste de insulina total: transferir 2 mL da
insulina humana injetavel para recipiente apropriado,
adicionar 5 puL de acido cloridrico 9,6 M ¢ deixar a
suspensdo clarificar. Diluir a solugdo resultante com

acido cloridrico 0,01 M para a mesma concentragdo
teorica de insulina da Solugdo teste de insulina soluvel
(por exemplo, se a insulina humana injetavel for rotulada
por conter 20% de insulina soluvel, o fator de diluigao
¢ 100/20 = 5).

Procedimento: injetar, separadamente, volumes iguais
(cerca de 20 pL) da Solugdo teste de insulina soluvel
e da Solugdo teste de insulina total no cromatdgrafo,
registrar os cromatogramas. Medir as respostas de
pico para insulina e insulina desamido A-21. Calcular
a quantidade de insulina humana soluvel como uma
porcentagem de teor de insulina total da insulina humana
injetavel segundo a expressdo:

(100)){(5020+VA)}{§)
D 5000 T

em que

D = fator de diluicdo para a Solugdo teste de insulina
total,

VA = numero de pL adicionado para ajustar o pH da
Solucgdo teste de insulina soluvel,

1S e r'T = respostas respectivamente da Solugdo teste de
insulina soluvel e a Solugdo teste de insulina total.

A porcentagem de insulina humana soluvel estd no
intervalo (L £+ 5), no qual L é a porcentagem de insulina
humana soltvel especificada no rétulo do produto.

B. Preparar a Fase movel, a Solugdo de adequagdo de
sistema € o sistema cromatografico conforme descrito
em Doseamento da monografia de Insulina.

Preparar as solugdes descritas a seguir.

Tampdo Tris 0,1 M: dissolver (3,54 +0,01) g de cloridrato
de trometamina e (3,34 £ 0,01) g de trometamina em
500 mL de dgua. O pH do Tampdo Tris 0,1 M deve estar
entre 8,15 e 8,35.

Solucdo teste de insulina soluvel: diluir um volume
adequado da insulina humana injetavel em Tampdo
Tris 0,1 M para obter uma solugdo contendo cerca de
6 unidades de insulina humana solivel por mililitros
de insulina (por exemplo, 2 mL de 70/30 suspensdo de
insulina humana isofana e insulina humana injetavel
contendo 100 unidades de insulina humana por mililitro
seria diluida com 8 mL de Tampdo Tris 0,1 M para
obter um filtrado que contenha 6 unidades de insulina
humana de insulina solavel por mililitro). Imergir o
recipiente em banho-maria a (25 + 1) °C durante (30 £
2) minutos. Imediatamente, passar essa solu¢do por um
filtro de diametro de poro de 0,2 um utilizando seringa
descartavel. Transferir duas partes do filtrado para um
recipiente adequado, adicionar uma parte de &acido
cloridrico 0,2 M (por exemplo, o fator de diluigdo para a
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Solugdo teste de insulina soluvel que contenha 30% de
insulina soliivel ¢ 5 x 3/2 =17.5).

Solugdo teste de insulina total: para cada mililitro da
insulina humana injetdvel, adicionar 3 pL de 4cido
cloridrico 9,6 M, misturar e deixar a suspensao clarificar.
Diluir a solugdo resultante com acido cloridrico 0,01 M
para 4 unidades de insulina humana por mililitro (por
exemplo, se o produto esta rotulado como contendo um
total de 100 unidades de insulina humana por mililitro, o
fator de diluigdo ¢ 25). Calcular a quantidade de insulina
humana soluvel como uma porcentagem de teor de
insulina total da insulina humana injetdvel segundo a

expressao:
100DS y s
DT rT

DS e DT = fatores de dilui¢do para Solugdo teste de
insulina soluvel e Solucdo teste de insulina total,
respectivamente;

em que

rS e 1T = respostas de pico obtidas respectivamente da
Solugdo teste de insulina soluvel e da Solucgdo teste de
insulina total.

A porcentagem de insulina humana soluvel estd no
intervalo (L £+ 5), no qual L é a porcentagem de insulina
humana soluvel especificada no rétulo do produto.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Endotoxinas bacterianas (5.5.2.2). No maximo

80 UE/100 UI de insulina humana.

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

DOSEAMENTO

A determinacdo da quantidade é baseada na somatoria
da prépria insulina e componentes da insulina desamido,
conforme determinada em Doseamento na monografia
de Insulina Humana Injetavel. No minimo, 95,0% e, no
maximo, 105,0% da quantidade especificada no rétulo,
expressa em unidades de insulina humana em cada mL.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Manter em recipiente fechado de dose multipla,
fornecido pelo fabricante. Conservar em refrigerador, ao
abrigo da luz solar e evitar o congelamento.

ROTULAGEM

Observar a legislagdo vigente.

INSULINA HUMANA ZINCO
SUSPENSAO

Insulina humana zinco suspenso € uma suspenséo estéril
de insulina humana em agua tamponada para a injecao,
modificada pela adigdo de um sal de zinco adequado
de modo que a fase solida da suspensdo € constituida
por uma mistura de insulina cristalina ¢ amorfa em uma
razdo de cerca de 7 partes de cristais e de 3 partes de
material amorfo. Contém, calculado com base na soma
dos seus componentes de insulina e insulina desamido,
no minimo, 95,0% e, no maximo, 105,0% da quantidade
declarada no rétulo, expressa em unidade de insulina
humana por mililitro.

IDENTIFICACAO

A. A insulina no sobrenadante cumpre o teste de
Identifica¢do da monografia Insulina humana isofana
Suspensdo.

B. Centrifugar uma quantidade de suspensdo
representando 1000 unidades de insulina e descartar o
sobrenadante. Suspender o residuo em 8,4 mL de agua,
rapidamente acrescentar 16,6 mL de acetona tamponada
SR, agitar vigorosamente e centrifugar dentro de 3
minutos ap6s a adi¢do da acetona tamponada. Desprezar
o sobrenadante, repetir o tratamento com agua e acetona
tamponada SR, centrifugar e descartar o sobrenadante.
Dissolver o residuo cristalino em 5 mL de é&cido
cloridrico diluido (1 em 100). A insulina ndo extraida
por acetona tamponada SR, determinada por um método
adequado, esta entre 63% e 77% do teor total de insulina
de uma quantidade igual de suspensao.

CARACTERISTICAS

pH (5.2.19). Entre 7,0 e 7,8
potenciometricamente.

Determinar

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Teor de zinco. Proceder conforme descrito em Titulagcoes
complexométricas (5.3.3.4) ou Espectrometria de
absor¢do atomica (5.2.13.1). A quantidade de zinco total
¢ entre 0,12 mg e 0,25 mg para cada 100 UI de insulina.

Zinco em solucdo. Centrifugar uma porgao de suspensao
suficiente para o teste e determinar o teor de zinco no
sobrenadante limpido. Entre 20% e 65% do teor de zinco
total.

ENSAIO DE PUREZA

Limite de proteinas de alto peso molecular. Proceder
conforme descrito em Limite de proteinas de alto peso
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molecular na monografia de Insulina injetavel. No
maximo 1,5%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Endotoxinas bacterianas (5.5.2.2). No maximo 80
UE/100 UI de insulina humana.

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.
DOSEAMENTO

Proceder conforme descrito em Doseamento na
monografia de Insulina.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Manter em recipiente fechado de dose multipla,
fornecido pelo fabricante. Conservar em refrigerador, ao
abrigo da luz solar e evitar o congelamento.

ROTULAGEM

Observar a legislagdo vigente.

INSULINA HUMANA ZINCO
SUSPENSAO ESTENDIDA

Insulina humana zinco suspensdo estendida ¢ uma
suspensdo estéril de insulina humana em agua
tamponada para a inje¢do, modificada pela adicdo de
um sal de zinco adequado de modo que a fase so6lida
da suspensdo ¢ predominantemente cristalina. Contém,
calculado com base na soma dos seus componentes de
insulina e insulina desamido, no minimo, 95,0% e, no
maximo, 105,0% da quantidade declarada no rétulo,
expressa em unidades de insulina humana por mililitro.

IDENTIFICACAO

A. A insulina no sobrenadante cumpre o teste de
Identificagdo da monografia Insulina humana isofana
suspensdo.

B. Proceder conforme descrito no teste B. de Identificagcdo
da monografia de Insulina humana zinco suspensdo.

C. A concentra¢do de insulina, determinada por um
método descrito na monografia de Insulina, ndo ¢
inferior a 90% do contetido total de insulina.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Teor de zinco. Proceder conforme descrito em Titulagdes
complexométricas (5.3.3.4) ou Espectrometria de

absorg¢do atomica (5.2.13.1). Entre 0,12 mg ¢ 0,25 mg
para cada 100 UI de insulina.

Zinco em solugao. Centrifugar uma porgao de suspensao
suficiente para o teste ¢ determinar o teor de zinco no
sobrenadante limpido. Entre 20% e 65% do teor de zinco
total.

ENSAIO DE PUREZA
pH (5.2.19). Entre 7,0 ¢ 7,8.

Limite de proteinas de alto peso molecular. Proceder
conforme descrito em Limite de proteinas de alto peso
molecular na monografia de Insulina injetavel. No
maéaximo 1,5%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA
Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

Endotoxinas bacterianas (5.5.2.2). No maximo 80
UE/100 UI de insulina humana.

DOSEAMENTO

Proceder conforme descrito em Doseamento na
monografia de /nsulina injetavel.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Observar a legisla¢do vigente.

ROTULAGEM

Observar a legislagao vigente.

INSULINA INJETAVEL

Insulina injetavel ¢ uma solugdo isotonica e estéril de
insulina. Contém, no minimo, 95,0% e, no maximo,
105,0% da quantidade declarada no rétulo, expressa em
unidades de insulina.

IDENTIFICACAO

O tempo de retengdo do pico principal do cromatograma
da Preparag¢do de ensaio, obtido em Doseamento,
corresponde aquele do pico principal da Preparagdo de
identificag¢do
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Nota: pode ser necessario injetar a mistura da
Preparacgdo de ensaio e Preparagdo de identificagdo.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Teor de zinco. Proceder conforme descrito em Titulagées
complexométricas (5.3.3.4) ou Espectrometria de
absor¢do atomica (5.2.13.1). Entre 10 pg e 40 pg para
cada 100 UI de insulina para espécies apropriadas.

ENSAIO DE PUREZA

Contaminacdo por particulas (5.1.7). Cumpre as
exigéncias para inje¢des de pequeno volume. Aplicar
ambos os métodos.

pH (5.2.19).7,0a7,8. Determinar potenciometricamente.

Limite de proteinas de alto peso molecular. Preparar
a Solucdo de arginina, Fase movel, Solugdo de
adequagdo de sistema e o sistema cromatografico
conforme descrito em Limite de proteinas de alto peso
molecular na monografia de Insulina e utilizar o mesmo
Procedimento. Preparar a Solugdo teste como descrito a
seguir. No maximo 2%.

Solugdo teste: quantitativamente adicionar 4 pL de acido
cloridrico 6 M por mililitro de um volume de injegdo
medido com exatiddo e misturar.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Endotoxinas bacterianas (5.5.2.2). No maximo, 80
UE/100 UI de insulina.

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

DOSEAMENTO

Proceder conforme descrito em Cromatografia a
liquido de alta eficiéncia (5.2.17.4). Preparar a Fase
movel, Preparacdo de identificagdo, Preparagdo
padrdo, Solugdo de adequacgdo de sistema e o sistema
cromatografico conforme descrito em Doseamento da
monografia de /nsulina.

Nota: a Preparacdo de identificagdo, Preparagdo
padrdo e Preparacgdo de ensaio podem ser armazenadas
em temperatura ambiente por até 12 horas ou em
refrigeragdo por até 48 horas.

Preparacdo de ensaio I: (para inje¢do rotulada como
contendo 40 Ul/mL) adicionar 2,5 pL de 4cido cloridrico
9,6 M por mL de um volume medido com exatidao da
inje¢do. Deixar a suspensdo, se presente, clarificar e
misturar.

Preparacdo de ensaio 2: (para injegdo rotulada como
contendo 100 UI/mL) adicionar 2,5 pL de é&cido
cloridrico 9,6 M por mL de um volume medido com
exatiddo da inje¢do. Deixar a suspensdo, se presente,
clarificar e misturar. Pipetar 2 mL dessa solugdo e
transferir para um baldo volumétrico de 5 mL, completar
o volume com acido cloridrico 0,01 M e misturar.

Nota: coleta de diversos pacotes de unidades pode ser
necessaria para obter volume suficiente do material de
teste para a Preparagdo de ensaio 2.

Procedimento:  injetar, separadamente, volumes
iguais (cerca de 20 pL) da Preparacdo de ensaio, da
Preparacdo de identificagdo e da Preparacdo padrdo
no cromatografo, registrar os cromatogramas ¢ medir
as areas sob os picos da insulina e insulina desamido
A-21, utilizando o cromatograma da Preparagdo de
identificacdo para identificar os picos de insulina. Para
injecdo de insulina preparada de uma Unica espécie,
calcular a quantidade, em unidades de insulina por mL,
da inje¢@o tomada segundo a expressdo:

CxDx ZrU

ZrS

em que

C = concentrac¢do, em unidades de insulina por mL, de
insulina SQR na Preparagdo padrao;

D = fator de dilui¢do;

>rU e »rs = somatério das areas sob os
picos de insulina e insulina desamido A-21 obtidas
respectivamente dos cromatogramas da Preparagdo de

ensaio e da Preparagdo padrdo.

Nota: para insulina derivada da mistura de bovina e
suina, calcular a quantidade total como o somatorio
das quantidades das insulinas derivadas de bovinos e
suinos, determinadas como indicado acima.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Manter em recipiente fechado de dose multipla,
fornecido pelo fabricante. Conservar em refrigerador, ao
abrigo da luz solar e evitar o congelamento.

ROTULAGEM

Observar a legislagao vigente.
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INSULINA LISPRO

H_Gli_lle_Val_Glu_Gln_&is_Cis_Thr_Ser Tle &is Ser

10
Leu Tir Gln_Leu Glu Asn—Fi i
B D ASH _| — =
H_Fen_Val_Asn_GIn_ His_Leu s i_Ser_His_Leu Val

10
Glu_Ala_Leu_Tir_Leu_Val_Cis_Gli_Glu_Arg_Gli_F en__
20
Fen_Tir Thr_Lis Pro_Thr_OH
3

C. H N _O_S

257773837 765 7767

5807,58
insulina lispro; 04920
28B-L-lisina-29B-L-prolina
[133107-64-9]

Insulina lispro ¢é idéntica em estrutura a insulina humana,
exceto pelo fato de conter lisina e prolina nas posi¢des
28 e 29, respectivamente, da cadeia B, enquanto esta
sequéncia ¢ invertida em insulina humana. Insulina
lispro ¢ produzida por sintese microbiana através de
um processo de DNA recombinante. A quantidade,
calculada na base seca, ¢ igual ou superior a 27 unidades
de insulina lispro por miligrama. O teor de pro-insulina
lispro, determinado por um método adequado, € no
maximo de 10 ppm. O teor de proteina derivado da célula
hospedeira, determinado por um método adequado e
validado, € no maximo de 10 ppm.

Nota: uma unidade de insulina lispro equivale a 0,0347
mg de insulina lispro pura.

IDENTIFICACAO

A. O tempo de retencdo do pico principal do
cromatograma da Preparac¢do de ensaio, obtido no
método de Doseamento, corresponde aquele do pico
principal da Preparagdo padrdo.

B. Determinar os fragmentos de peptideos, utilizando
o seguinte procedimento de mapeamento peptidico.
Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido
de alta eficiéncia (5.2.17.4). Preparar o Tumpdo sulfato,
Tampdo HEPES e Solugdo teste de digestdo, conforme
descrito no teste B. de Identificagdo da monografia
Insulina humana. Utilizar o procedimento descrito
na mesma monografia. Preparar a Solugcdo padrdo de
digestdo como descrito a seguir.

Solugdo padrdo de digestdo: proceder conforme descrito
no teste B. de Identificacio da monografia Insulina
humana, exceto para o uso insulina lispro SQR, ao invés
da insulina humana SQR.

Gradiente da Fase movel: adotar o sistema de gradiente
descrito na tabela a seguir. Preparar Eluente A e Eluente
B, conforme descrito no teste B. de Identificacdo da

monografia Insulina humana; fluxo da Fase movel de
0,8 mL/minuto.

Tempo | Eluente A | Eluente B
Eluicao
(min) (%) (%)
0-3 95 5 Isocratica
3-30 | 95— 41 5—59 Gradiente linear
30-35| 41 —20 | 59—80 Gradiente linear
35-40 | 20 - 95 80— 5 Retorno ao inicial
40 - 50 95 5 Reequilibrio
CARACTERISTICAS

Perda por dessecacdo (5.2.9). Pesar, exatamente, cerca
de 300 mg da amostra e secar a 105 °C por 16 horas. No
maximo, 10,0%.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Teor de zinco. Proceder conforme descrito em Titula¢oes
complexométricas (5.3.3.4). Determinar o teor de zinco
em cerca de 20 mg da amostra. Entre 0,30% e 0,60%, em
relagdo a base seca.

ENSAIOS DE PUREZA

Limite de proteinas de alto peso molecular. Proceder
conforme descrito em Limite de proteinas de alto peso
molecular da monografia Insulina. No maximo 0,25%.

Substincias relacionadas. Proceder conforme descrito
em Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (5.2.17.4).
Utilizar cromatografo provido de detector ultravioleta a
214 nm; coluna de 250 mm de comprimento e 4,6 mm de
diametro interno, empacotada com silica quimicamente
ligada a grupo octadecilsilano (1,5 pm a 10 um), mantida
a temperatura de 40 °C; fluxo da Fase movel de 1,0 mL/
minuto.

Diluente: proceder conforme descrito em Doseamento.

Eluente A: preparar uma mistura filtrada e desgaseificada
de Diluente e acetonitrila (82:18).

Eluente B: preparar uma mistura filtrada e desgaseificada
de Diluente e acetonitrila (50:50).

Gradiente da Fase movel: adotar o sistema de gradiente
descrito na tabela a seguir.
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Tempo | Eluente A Elu}gnte
. Eluicao

(min) | (%) -

0-3 95 5 Isocratica
3-30 | 95541 | 5559 Gradiente linear
30-35]| 41 —-20 | 59— 80 Gradiente linear
5o | ess | s | S
40 - 50 95 5 Re-equilibrio

Solu¢do de adequagdo do sistema: dissolver quantidade
exatamente pesada da insulina lispro em acido cloridrico
0,01 M para obter uma solugdo contendo cerca de 3,5
mg por mL. Deixar em repouso & temperatura ambiente
para obter uma solugdo contendo entre 0,8% e 11% de
insulina lispro desamido A-21.

Solugdo teste: dissolver cerca de 3,5 mg de insulina
lispro em 1 mL de 4cido cloridrico 0,01 M. Guardar a
solucdo por, no maximo, 56 horas no refrigerador.

Procedimento: proceder conforme descrito no
Procedimento do teste de Substdncias relacionadas
da monografia Insulina. No maximo 1,0% da insulina
lispro desamido A-21; no maximo 0,5% de qualquer
outra substincia relacionada a insulina lispro; no
maximo 2,0% de impurezas totais, exceto insulina lispro
desamido A-21.

Ajustar a composicdo da Fase movel e a duragdo da
eluicdo isocratica para obter um tempo de retencdo de
cerca de 41 minutos para a insulina lispro, com insulina
lispro desamido A-21 eluindo perto do inicio da fase
de gradiente linear. Injetar a Solu¢do de adequagdo
do sistema e registrar as respostas de pico conforme
indicado no Procedimento. A resolugdo entre a insulina
lispro e insulina lispro desamido A-21 ndo ¢ inferior a
2,5; e o fator de cauda para o pico de insulina lispro ndo
¢ superior a 2,0.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Contagem do nimero total de micro-organismos
mesofilos (5.5.3.1.2). No maximo 100 UFC/g, sendo o
teste feito em, exatamente, cerca de 0,3 g da amostra.

Endotoxinas bacterianas (5.5.2.2). No maximo 10 UE/
mg, utilizar a técnica cromogénica descrita em Técnicas
fotométricas.

DOSEAMENTO

Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido
de alta eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar cromatografo
provido de detector ultravioleta a 214 nm; coluna de
100 mm de comprimento e 4,6 mm de didmetro interno,
empacotada com silica quimicamente ligada a grupo

octadecilsilano (1,5 pm a 10 pm), mantida a temperatura
de 40 °C; fluxo da Fase movel de 0,8 mL/minuto.

Diluente: dissolver 28,4 g de sulfato de sodio anidro em
1000 mL de agua, misturar ¢ ajustar com acido fosforico
para um pH de 2,3.

Fase movel: misturar 745 mL de Diluente ¢ 255 mL de
acetonitrila. Fazer ajustes, se necessario, de acordo com
Adequabilidade do sistema descrito em Cromatografia a
liquido de alta eficiéncia (5.2.17.4).

Solu¢do do sistema de adequagdo: dissolver uma
quantidade exatamente pesada da insulina lispro em
acido cloridrico 0,01 M para obter uma solugdo com
uma concentragdo de cerca de 1,0 mg/mL. Deixar em
repouso a temperatura ambiente para obter uma solugao
contendo entre 0,8% e 11% de insulina lispro desamido
A-21.

Preparacdo  padrdo: dissolver uma quantidade
exatamente pesada da insulina lispro SQR em &cido
cloridrico 0,01 M para obter uma solugdo com
concentragdo de cerca de 0,7 mg/mL.

Preparagdo de ensaio: dissolver uma parcela exatamente
pesada da insulina lispro em acido cloridrico 0,01 M
para obter uma solugdo com concentragdo de cerca de
0,8 mg/mL.

Procedimento: injetar, separadamente, volumes iguais
(cercade 20 uL) da Preparagdo padrdo e da Preparagdo
de ensaio, registrar os cromatogramas e medir as areas
sob os picos principais. Calcular a quantidade, na
unidade de insulina lispro por miligrama, segundo a

expressao:
CS (rUj
—_— X —_—
CU 1S

em que

CS = concentragdo, em unidades de insulina lispro por
mL, da insulina lispro SQR na Preparagdo padrao;

CU = concentragdo, em mg/mL, da insulina lispro na
Preparagdo de ensaio;

rU e rS = 4reas sob os picos da insulina lispro obtidas a
partir da Preparacdo de ensaio e Preparagdo padrdo,
respectivamente. A partir do valor obtido no teste de
Perda por dessecagdo, calcular a quantidade em relagao
a base seca.

Ajustar a composi¢do da Fase movel para fornecer um
tempo de retengdo de cerca de 24 minutos para o pico
principal de insulina lispro. Injetar em triplicata a Solu¢do
de adequacgdo do sistema e registrar as respostas de pico
conforme indicado no Procedimento. A resolugdo entre
a insulina lispro e a insulina lispro desamido A-21 ndo
¢ inferior a 3; o fator de cauda para o pico de insulina
lispro ndo ¢é superior a 1,5; e o desvio padrdo relativo
para replicar as inje¢des nao € superior a 1,1%.
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Bioidentidade

Proceder conforme descrito no teste Bioidentidade em
Doseamento da monografia Insulina. Realizar a coleta
de sangue conforme descrito a seguir. Cumpre o teste.

Amostras de sangue: 45 + 5 minutos e 2 horas e 30
minutos + 5 minutos apdés a injegdo, coletar de cada
coelho uma amostra adequada de sangue de uma veia
marginal da orelha. O sangue também pode ser colhido
de forma eficaz a partir da artéria central auricular.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados, ao abrigo da luz e em
refrigerador.

ROTULAGEM

Observar a legislagao vigente.

METILCELULOSE

Methylcellulosum

metilcelulose; 05793
Celulose, metil éter
[9004-67-5]

Metilcelulose é parcialmente uma celulose O-metilada.
Quando seco a 105 °C durante duas horas, contém, no
minimo 27,5% e, no maximo 31,5% de grupo metoxi
(OCH,).

DESCRICAO

Caracteristicas fisicas. P6 ou granulado branco, branco
amarelado ou branco esverdeado, higroscopico depois
de seco.

Solubilidade. Praticamente insolivel em agua quente,
acetona, éter etilico e em tolueno. Dissolve em agua fria
obtendo uma solugdo coloidal.

Constantes fisico-quimicas.

Viscosidade (5.2.7): a uma quantidade da amostra
equivalente a 6 g da substancia seca, adicionar 150 g de
agua aquecida a 90 °C, em constante agitagdo. Agitar
durante 10 minutos, colocar em banho de gelo, continuar
agitando por 40 minutos até completa dissolugdo. Ajustar
a massa da solugdo para 300 g ¢ centrifugar a solugdo.
Ajustar a temperatura da solugdo a (20 = 0,1) °C. A

viscosidade ndo é, no minimo 75% e, no maximo, 140
% do valor estabelecido no rétulo, a 20 °C na velocidade
de 100 cP.

IDENTIFICACAO

A. Aquecer 10 mL da solugdo obtida em Aspecto da
solu¢do em banho-maria com agitagdo. Em temperatura
acima de 50 °C a solugdo torna-se ou forma-se um
precipitado floculento. A solugdo torna-se clara com
resfriamento.

B. A 10 mL da solugdo obtida do Aspecto da solugdo
adicionar 0,3 mL de acido acético 2 M e 2,5 mL de uma
solugdo de tanino a 10% (p/v). Um precipitado floculento
branco amarelado é formado, o mesmo dissolve com
amonia 6 M.

C. Em um tubo de aproximadamente 160 mm de
comprimento, misturar 1 g da amostra com 2 g de
um po6 fino de sulfato de manganés. Introduzir a uma
profundidade de 20 mm da parte superior do tubo, uma
tira de papel de filtro impregnada com uma mistura
recentemente preparada de um volume de solugdo de
dietanolamina a 20% (v/v) e 11 volumes de uma solug@o
de nitroprusseto de sodio a 5% (p/v) com o pH ajustado
para 9,8 com acido cloridrico M. Inserir o tubo cerca de
80 mm em um banho de silicone a temperatura entre 190
°C e 200 °C. O papel de filtro ndo se torna azul em 10
minutos. Fazer teste em branco.

D. Evaporar 1 mL da solugdo obtida em Aspecto da
solugdo. Apds evaporacdo da dgua ¢ formado um fino
filme.

E. Transferir 0,2 g da amostra para um tubo de ensaio.
Niéo dissolve em 10 mL de tolueno € nem em 10 mL de
etanol.

ENSAIOS DE PUREZA

Aspecto da solucdo. Adicionar, sobre constante
agitagdo, uma quantidade de substancia equivalente a 1
g da substancia seca em 50 g de agua livre de dioxido de
carbono aquecida a 90 °C. Resfriar e ajustar a massa da
solugdo para 100 g com agua livre de diéxido de carbono
e agitar até completa dissolug@o. Deixar em repouso
entre 2 °C e 8 °C durante 1 hora. A solu¢do obtida ndo é
mais opalescente que a Suspensdo referéncia I1I (5.2.25)
e ndo mais corada que a Solugdo padrdo de cor SC F
(5.2.12).

pH (5.2.19). O pH da solug@o obtida em Aspecto da
solugdo é entre 5,5 e 8,0.

Cloretos (5.3.2.1). Diluir 1 mL da solugdo obtida em
Aspecto da solugdo para 15 mL utilizando agua. No
maximo 0,5 % (5000 ppm).

Metais pesados (5.3.2.3). Determinar em 1 g da amostra.
Utilizar o Método III. Preparar o padrdo utilizando
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Solu¢do padrdo de chumbo (10 ppm Pb). No maximo
0,002% (20 ppm).

Perda por dessecagdo (5.2.9). Determinar em 1 g
da amostra. Dessecar em estufa a 105 °C, até peso
constante. No maximo 10,0%.

Cinzas sulfatadas (5.2.10). Determinar em 1g da
amostra. No maximo 1,0%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA.

Contagem do nimero total de micro-organismos
mesdfilos (5.5.3.1.2). Cumpre o teste.

Pesquisa de micro-organismos patogénicos (5.5.3.1.3).
Cumpre o teste.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados.

ROTULAGEM

Observar a legislag@o vigente.

CATEGORIA

Agente de suspensao.

NADROPARINA CALCICA

Nadroparinum calcicum

A nadroparina calcica é uma preparagdo de heparina
de baixo peso molecular que contém o sal calcio. Esta
heparina de baixo peso molecular ¢ obtida através da
despolimerizagdo com 4acido nitroso da heparina da
mucosa intestinal suina, seguida de fracionamento para
eliminar seletivamente a maior parte das cadeias com
peso molecular inferior a 2000 Da. A maioria das cadeias
possui um acido 2-O-sulfo-a-L-idopiranosurdénico na
extremidade ndo redutora e uma estrutura de 6-O-sulfo-
2,5-anidro-D-manitol na extremidade redutora da sua
cadeia.

A nadroparina calcica deve estar em conformidade com
a monografia Heparina baixa peso molecular com as
modificagdes e exigéncias adicionais descritas a seguir.

A massa molecular média relativa deve variar de 3600
Da a 5000 Da, com um valor caracteristico de cerca
de 4300 Da. O grau de sulfatagdo deve estar em torno
de dois sulfatos por unidade dissacaridica. A poténcia

ndo deve ser inferior a 95 Ul nem superior a 130 UI de
atividade antifator Xa por miligrama, calculada com
referéncia a substancia dessecada. A razdo da atividade
antifator Xa para atividade antifator Ila deve ser de 2,5
a4,0.

IDENTIFICACAO

A. Proceder conforme descrito no teste A. de
Identifica¢do da monografia Heparina de baixo peso
molecular. Calcular a poténcia em relagdo a atividade
antifator Xa por miligrama e a atividade antifator Ila.

B. Proceder conforme descrito no teste B. de
Identificagdo da monografia Heparina de baixo peso
molecular. O espectro obtido deve ser similar ao da
nadroparina padrao.

C. Proceder conforme descrito no teste C. de
Identificagdo da monografia Heparina de baixo peso
molecular. Os seguintes requisitos se aplicam: a massa
molecular média relativa deve variar entre 3600 Da e
5000 Da; a porcentagem de cadeias com peso molecular
inferior a 2000 Da nfo deve ser maior do que 15%; a
porcentagem de cadeias com peso molecular entre 2000
Da e 8000 Da varia entre 75% e 95%; a porcentagem de
cadeias com peso molecular entre 2000 Da e 4000 Da
varia entre 35% e 55%.

ENSAIOS DE PUREZA

Etanol. No maximo 1% (m/m). Proceder conforme
descrito em Cromatografia a gas em espago confinado
(headspace) (5.2.17.5.1), utilizando 2-propanol SR como
padrdo interno. Utilizar cromatdgrafo a gas provido de
detector de ionizacdo de chamas, utilizando coluna de
niquel com 1,5 m de comprimento ¢ 2 mm de didmetro
interno empacotada com copolimero etilvinilbenzeno
e divinilbenzeno com espessura de filme de 150 pum a
180 um; temperatura da coluna de 150 °C e temperatura
da porta de injecdo e do detector a 250 °C; utilizar gas
hélio ou nitrogénio como gas de arraste; fluxo de 30 mL/
minuto.

Solugdo de padrao interno: diluir 1 mL de 2-propanol
SR em 100 mL de agua purificada. Diluir 1 mL desta
solu¢do em 50 mL de agua purificada.

Solugdo de referéncia: diluir 1 mL de etanol SR em 100
mL de agua purificada. Diluir 0,5 mL desta solugdo em
20 mL de agua purificada.

Frascos de enchimento: colocar as solugdes descritas a
seguir em quatro frascos separados compativeis com o
sistema de injecao.

Frasco branco: 1 mL de agua purificada.

Frasco referéncia: 0,5 mL da Solugdo de referéncia e
0,5 mL da Solugdo de padrao interno.



Farmacopeia Brasileira, 52 edi¢do - Primeiro Suplemento 103

Frasco de teste A: a 10 mg da amostra adicionar 1 mL
de agua purificada.

Frasco de teste B: a 10 mg da amostra adicionar 0,5
mL de agua purificada e 0,5 mL da Solucdo de padrdo
interno.

Procedimento: equilibrar cada frasco no sistema
headspace a 90 °C durante 15 minutos. O tempo
de pressurizagdo da pré-injegdo ¢ de 1 minuto. O
cromatograma obtido a partir do Frasco referéncia
apresenta dois picos que correspondem ao etanol e ao
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2-propanol no sentido em que o tempo de retengdo
aumenta (com tempos de reteng¢do de aproximadamente
2,5 minutos e 4 minutos). Calcular o teor de etanol
(m/m) levando em consideragdo sua densidade a 20°C,
que deve ser de 0,792 g/mL.

Grupos N-NO. No méximo 0,25 ppm, determinado
por clivagem da ligacdo N-NO, com &acido bromidrico
em acetato de etila sob um condensador de refluxo e
posterior deteccdo do NO (6xido nitrico) liberado por
quimioluminescéncia. Utilizar o aparelho ilustrado na
Figura 1.
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Figura 1 — Esquema do aparelho a ser utilizado na determinagdo de N-NO.

Descri¢ao do aparelho (Figura 1). Utilizar um baldo com
trés juntas de 500 mL de vidro borossilicato com fundo
redondo, acima do qual esta ligado um condensador que
¢ equipado com:

- de um lado, uma junta torion através da qual pode ser
introduzida uma corrente de argdnio, por uma canula;

- do outro lado, um conjunto de parafuso com um pistdo
equipado com um septo através do qual a Solugdo de
referéncia e uma Solug¢do amostra serdo injetadas.

O baldo de fundo redondo ¢ ligado em série a trés
armadilhas de bolhas que sdo eles proprios ligados a
duas armadilhas frias, que sdo por sua vez ligadas a um
detector de quimioluminescéncia. Tubulagdo adequada
garante que as junc¢des sdo estanques.

Preparagdo do detector de quimioluminescéncia: ligar
o detector de quimioluminescéncia 48 horas antes da
utiliza¢do e ligar a bomba de vacuo. O vacuo deve ser
inferior a 0,5 mmHg. 1 hora antes da utilizagdo, abrir a
valvula de oxigénio a uma pressdo de 0,2 MPa e uma
velocidade de fluxo de 9,4 mL/minuto.

Preparacdo do borbulhador: em cada borbulhador,
colocar 30 mL de uma solucdo de 300 g/L de hidréxido
de sédio SR em agua purificada.

- Armadilha em -120°C: lentamente, adicionar
nitrogénio liquido em um baldo isotérmico contendo
250 mL de etanol, utilizado uma espatula de madeira
para manter a agitacdo até que uma pasta seja obtida.
Colocar a armadilha fria no baldo isotérmico preparado
como descrito.
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- Armadilha em -160°C: lentamente, adicionar nitrogénio
liquido para um baldo isotérmico contendo 250 mL de
2-metilbutano utilizando uma espatula de madeira para
manter a agitagdo até que uma pasta seja obtida. Colocar
a armadilha fria no baldo isotérmico preparado como
descrito.

Secagem em baldo de vidro de 500 mL borosilicato de
fundo redondo e condensador: ferver 50 mL de acetato de
etila sob refluxo durante 1 hora sob atmosfera de argonio
sem ligar o sistema detector de quimioluminescéncia.

Solu¢do amostra: secar a substincia a ser examinada
durante 12 horas em pentoxido de difosforo a 60°C sob
vacuo. Dissolver 0,10 g da substancia tratada de modo a
ser examinada em 1 mL de formamida. Agitar a solugdo
obtida durante 30 minutos.

Solu¢do de referéncia: diluir 0,1 mL de solugdo
nitrosodipropilamina em 6 mL de etanol. Diluir 0,1 mL
da solug@o obtida em 1,0 mL de formamida (esta solugdo
¢ equivalente a 0,05 ppm de grupos N-NO).

Introduzir 50 mL de acetato de etila em baldo de vidro
borossilicato de 500 mL de fundo redondo seco e
equipado com um septo. Ligar o baldo de fundo redondo
para o condensador, que foi previamente resfriado a -15
°C durante duas horas.

Ligar a canula de argbnio e ajustar a taxa de fluxo
para 0,1 litros/minuto. Verificar se o sistema ¢ livre
de vazamentos. Apenas o conector para o detector de
quimioluminescéncia permanece aberto, a fim de evitar
excesso de pressdo. Aquecer o acetato de etila até a
ebuligdo.

Evacuar o sistema rodando lentamente a valvula do
detector de quimioluminescéncia. Ao mesmo tempo,
apertar a entrada do detector de quimioluminescéncia.
Quando o sistema ¢ equilibrado, o vacuo atinge 4 mmHg.
O sinal do ajuste zero no detector de quimiluminescéncia
¢ definido como 10% da escala completa do gravador.
Através do septo do baldo de vidro borossilicato de
500 mL de fundo redondo, injetar sequencialmente
0,5 mL de 4gua purificada, 2 mL de 4cido bromidrico
diluido e, em seguida, 2 mL de uma outra amostra de
acido bromidrico diluido, certificando-se que a caneta
do gravador tenha voltado a linha de base entre cada
injecdo. Injetar 50 pL da Solugdo de referéncia e, em
seguida, 50 pL da Solu¢do amostra ap6s a caneta do
gravador voltar a linha de base. Calcular a concentragdo
dos grupos N-NO da substancia a ser examinada.

Sulfatos livres. No maximo 0,5% (m/v). Proceder
conforme descrito em Cromatografia a liquido de
alta eficiéncia (5.2.17.4), utilizando um instrumento
equipado a um detector de condutividade. Utilizar um
detector com uma sensibilidade de 30 mS. Utilizar coluna
de separagdo anionica com 50 mm de comprimento e
4,6 mm de didmetro interno; utilizar como sistema
de neutralizagdo quimica uma micromembrana de
neutralizagdo de acordo com a fase moével para a
detecgdo de anion.

Solu¢do amostra: dissolver 30 mg da amostra em
agua purificada e diluir at¢ 10 mL utilizando o mesmo
solvente.

Solugdo de referéncia: dissolver 1,4787 g de sulfato de
sodio anidro em 4gua e diluir at¢ 1000 mL utilizando o
mesmo solvente. Diluir 1 mL desta solug@o para 200 mL
com agua destilada (5 ppm de ions sulfato).

Procedimento: eluir com uma solugdo de 1,91 g de
tetraborato dissdédico em 1000 mL de agua purificada
como fase mével durante 15 minutos, mudar para 100%
de hidroxido de sodio 0,1 M durante um periodo de 0,5
minutos; eluir com esta solugdo durante 10 minutos;
voltar as condi¢des iniciais por um periodo de 0,5
minutos; a taxa de fluxo é 1 mL/minuto.

Bombear continuamente o sistema de neutralizacdo
quimica em contrafluxo com uma solugdo de &cido
sulfurico a 2,45 g/L, a uma taxa de fluxo de 4 mL/minuto.
Injetar 50 puL de cada solugdo. O cromatograma obtido
com a solucdo de referéncia apresenta um pico principal
que corresponde ao ion sulfato (tempo de retengdo de
aproximadamente 7,5 minutos). Alterar a composi¢do
da fase movel, se necessario, para obter o tempo de
retengdo fixo. Calcular o teor de sulfato da substancia a
ser examinada.

SALICILATO DE METILA

Methylis salicylas

OCH

OH

CH,0,; 152,15
salicilato de metila; 00344
2-Hidroxibenzoato de metila

[119-36-8]

Contém, no minimo, 98,0% e, no maximo, 100,5% de
CH,O,.

DESCRICAO

Caracteristicas fisicas. Liquido incolor levemente
amarelado, de odor caracteristico.
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Solubilidade. Pouco soluvel em agua, miscivel com
etanol, cloroférmio, acido acético glacial, acidos graxos
e dleos volateis.

Constantes fisico-quimicas.
Densidade relativa (5.2.5): 1,180 a 1,186.
Indice de refracio (5.2.6): 1,535 a 1,538.

Faixa de ebulicdo (5.2.3): 221 °C a 225 °C.

IDENTIFICACAO

A. Aquecer durante 5 minutos em banho-maria mistura
de 0,25 mL da amostra e 2 mL de hidréxido de sodio SR.
Adicionar 3 mL de acido sulftrico a 5,5% (v/v). Produz-
se precipitado branco cristalino. Filtrar, lavar o residuo
com 4gua e dessecar a 105 °C. O residuo obtido funde
entre 156 °C e 161 °C (5.2.2).

B. Misturar uma gota da amostra com 5 mL de agua.
Adicionar uma gota de cloreto férrico SR. Desenvolve-
se coloragdo violeta.

C. Aquecer algumas gotas da amostra com 5 mL de
sulfato cuprico SR. Desenvolve-se coloragdo verde.

ENSAIOS DE PUREZA

Aspecto da solucio. Adicionar 10 mL de etanol a 2
mL da amostra. A solugdo ¢ limpida (5.2.25) e ndo mais
corada do que a Solugdo de referéncia (5.2.12) descrita
a seguir.

Solugdo de referéncia: misturar 2,5 mL da Solucdo base
de cloreto férrico, 0,6 mL da Solugdo base de cloreto de
cobalto Il e 7 mL de 4cido cloridrico a 1% (v/v). Diluir
2,5 mL dessa solucdo para 100 mL utilizando &cido
cloridrico a 1% (v/v).

Acidez. Dissolver 5 g da amostra em 50 mL de etanol
previamente neutralizado com hidroxido de sodio 0,1
M SV, utilizando verde de bromocresol SI até coloragao
azul. No maximo 0,4 mL de hidréxido de so6dio 0,1 M
SV sdo gastos para restaurar a coloragdo azul.

Metais pesados (5.3.2.3). Utilizar o Método III. No
maximo 0,002% (20 ppm).

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA.

Contagem do nimero total de micro-organismos
mesofilos (5.5.3.1.2). Cumpre o teste.

Pesquisa de micro-organismos patogénicos (5.5.3.1.3).
Cumpre o teste.

DOSEAMENTO

Pesar, exatamente, cerca de 0,5 g da amostra e dissolver
em 25 mL de etanol. Adicionar 0,05 mL de vermelho de
fenol SI e neutralizar com hidréxido de sédio 0,1 M SV.
A solugdo neutralizada adicionar 50 mL de hidroxido
de sédio 0,1 M SV. Aquecer sob refluxo em banho-
maria durante 30 minutos e resfriar. Titular com acido
cloridrico 0,1 M SV. Calcular o volume de hidroxido de
sodio 0,1 M SV gasto na saponificagdo. Realizar ensaio
em branco. A diferenca entre as titulacdes representa
a quantidade de hidréxido de sdédio consumida na
saponificacdo. Cada mL de hidréxido de sédio 0,1 M SV
equivale a 15,215 mg de C.H,O,.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Conservar ao abrigo da luz, hermeticamente fechado ao
abrigo do calor.

ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente.

CLASSE TERAPEUTICA

Analgésico e antirreumatico.

SOLUCAO DE ALBUMINA HUMANA

Albumini Humani Solutio

Solugdo de albumina humana é uma solugdo proteica,
estéril e apirogénica obtida do plasma humano que esta
de acordo com as exigéncias da monografia Plasma
Humano para Fracionamento.

A obtencdo da albumina ¢é realizada sob condigdes
controladas particularmente no que tange ao pH, a forga
i0nica ¢ a temperatura, de modo que a concentragdo em
albumina no produto final ndo seja inferior a 96% do
teor total de proteinas.

A solugdo de albumina humana ¢ preparada como
uma solugdo concentrada contendo 150 g/L a 250
g/L de proteina total ou como uma solugdo isotonica
contendo 35 g/L a 50 g/L de proteina total. Pode ser
acrescentado contra os efeitos do calor um estabilizador
como o caprilato de soédio (octanoato de sodio) ou
N-acetiltriptofano ou uma combinagdo desses dois, a
uma concentracdo adequada. Se forem acrescentadas
substancias para inativagdo viral na etapa de produgao,
um procedimento de purificacdio deve ser validado
de modo a demonstrar que as concentracdes dessas
substancias foram reduzidas a um nivel aceitavel, e
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que tais residuos ndo comprometem a seguranca da
preparacao.

Nenhum conservante antimicrobiano ¢ adicionado
em qualquer fase da preparacdo. A solucdo final ¢
submetida a uma filtragdo esterilizante e ¢ distribuida
assepticamente em recipientes estéreis que sdo, entdo,
fechados de modo a evitar a contaminagao. A solu¢io no
seu recipiente final ¢ aquecida a 60,0 + 1,0 °C e mantida
a essa temperatura por tempo nao inferior a 10 horas. Os
recipientes sdo entdo incubados a temperatura entre 30
°C e 32 °C durante pelo menos 14 dias ou entre 20 °C e
25 °C durante pelo menos quatro semanas e analisados
visualmente para evidenciar uma possivel contaminacao
microbiana.

IDENTIFICACAO

A. Fazer ensaios de precipitagdo utilizando soros
antialbumina de diferentes espécies. Recomenda-se
que o ensaio seja efetuado com soros especificos para
albumina humana de cada espécie de animal doméstico
habitualmente utilizado no pais para a preparacao
de produtos de origem bioldgica. A solucdo contém
proteinas humanas e da resultados negativos com os
soros antialbumina de outras espécies.

B. Fazer um ensaio utilizando um dos Meétodos
Imunoquimicos (5.6), segundo técnica apropriada. Com
o0 auxilio de um soro humano normal, comparar um soro
normal com a amostra, apos dilui¢do prévia de ambos,
de modo a conterem 10 g/L de proteinas. O componente
principal da amostra corresponde ao componente
principal do soro humano normal, podendo existir outras
proteinas plasmaticas em pequenas quantidades.

CARACTERISTICAS

Aspecto. Liquido limpido ligeiramente viscoso,
geralmente incolor, amarelo acastanhado ou esverdeado.

Determinacio de volume (5.1.2). Cumpre o teste.

pH (5.2.19). 6,7 a 7,3. Diluir a preparagdo a ser
examinada com uma solu¢do de cloreto de sodio a
0,9% (p/v) para obter uma solucdo contendo 10 g/L de
proteina.

Composicio de proteinas. Proceder conforme descrito
em Eletroforese (5.2.22), utilizando, como suporte, tiras
de gel de acetato de celulose ou gel de agarose e, como
solugdo de eletrolito, o tampao de barbital pH 8,6.

Nota: se a tira de acetato de celulose for a escolhida para
a corrida, o método descrito abaixo pode ser utilizado.
Se géis de agarose sdo utilizados, é porque eles fazem
parte de um sistema automatizado de eletroforese e as
instrugoes do fabricante deverdo ser seguidas em seu
lugar.

Solug¢do amostra: diluir a amostra em uma solucdo de
cloreto de sodio a 0,9% (p/v) de modo a obter uma
concentragdo de 20 g/L em proteinas.

Solu¢do padrdo: diluir um padrdo de albumina humana
para eletroforese com uma solugdo de cloreto de sddio
a 0,9% (p/v) até obter uma concentracdo de 20 g/L em
proteinas.

Aplicar, em uma tira, 2,5 pL da Solu¢do amostra em
tragos de 10 mm, ou depositar 0,25 pL por milimetro se
for utilizada uma tira mais estreita. Aplicar nas mesmas
condi¢des um volume igual da Solugcdo padrdo em uma
outra tira. Aplicar um campo elétrico apropriado de
modo que o composto que se desloca mais rapidamente
migre pelo menos 30 mm. Tratar as tiras com negro de
amido 10B SR durante 5 minutos ¢ em seguida com
uma mistura de 10 volumes de acido acético glacial e
90 volumes de metanol durante o tempo estritamente
necessario para obter a descoloragdo do suporte.
Provocar a transparéncia do suporte com uma mistura
de 19 volumes de acido acético glacial e 81 volumes de
metanol. Determinar a absorvancia das bandas em 600
nm com auxilio de um aparelho que, neste comprimento
de onda, dé uma resposta linear no intervalo de medida.
Realizar trés determinagdes sobre cada tira e calcular a
média das leituras para cada tira. No eletroforetograma
da solugdo amostra, 5% das proteinas, quando muito,
podem ter uma mobilidade diferente da banda principal.
O ensaio s6 ¢ valido se, no eletroforetograma obtido
com a solugdo de referéncia, a propor¢ao de proteinas
contidas na banda principal estiver compreendida entre
os limites estabelecidos pelo fabricante que acompanha
a preparagdo de referéncia.

Distribuicio do tamanho molecular. Proceder
conforme descrito em Cromatografia a liquido de alta
eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar cromatdgrafo provido
de detector ultravioleta a 280 nm; coluna de 600 mm
de comprimento e 7,5 mm de didmetro interno ou 300
mm de comprimento ¢ 7,8 mm de didmetro interno,
empacotada com silica-gel hidrofilica (adequada ao
fracionamento de proteinas globulares com relagdo
massa moleculares na faixa de 10 000 a 500 000); fluxo
da Fase mével de 0,5 mL/minuto.

Fase movel: solucdo contendo 4,873 g de fosfato de
sodio dibasico di-hidratado, 1,741 g de fosfato de sodio
monobasico monoidratado, 11,688 g de cloreto de sédio
e 50 mg de azida sddica, por litro de 4gua ultrapurificada.

Solugcdo amostra: diluir a amostra em uma solugdo de
cloreto de soédio a 0,9% (p/v) até uma concentragao
apropriada ao sistema cromatografico utilizado. Uma
concentragdo compreendida entre 4 g/l ¢ 12 g/l e a
inje¢do de 50 ug a 600 pug de proteinas sdo geralmente
adequadas.

O tempo de retencao serd definido pelo equipamento e o
tamanho da coluna utilizada, devendo ser desconsiderado
o pico de estabilizac@o. O pico produzido pela albumina
deve ser simétrico e ser igual ou superior a 95% da
area total do cromatograma. Apdés um breve espago
vazio, deverdo surgir os picos produzidos pela presenca
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de polimeros e agregados. A area deste pico dividida
por dois ndo deve ser maior que 5% da area total do
cromatograma.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Aluminio.  Proceder  conforme  descrito em
Espectrometria de absor¢do atomica (5.2.13.1).
Empregar as seguintes condi¢des: utilizar um forno de
grafite como gerador de atomos, chama entre leituras,
comprimento de onda de 309,3 nm ou outro adequado,
largura da fenda de 0,5 nm, tubo piroliticamente
revestido, com plataforma integrada e prioridade de
corregdo desligado. Preparar as solugdes como descrito
a seguir.

Nota: utilizar recipientes de matéria pldstica para a
preparagdo das solu¢des e equipamentos pldsticos,
sempre que possivel. Lavar a aparelhagem com dcido
nitrico a 200 g/L antes da utilizagdo.

Solucdo amostra: utilizar a amostra a ser analisada,
diluida se necessario.

Solugdo de validagdo: utilizar um padrdo internacional
de albumina para validagdo do ensaio de aluminio.

Solu¢des de referéncia: preparar pelo menos trés
solugdes de referéncia em uma escala que mede a
concentragdo de aluminio esperada na preparagdo a ser
examinada, por exemplo, diluindo a Solugdo padrdo
de aluminio (10 ppm de aluminio Al) com solugdo de
octoxinol 10 a 1,0 g/L.

Solugdo de monitoramento: adicionar Solucdo padrdo
de aluminio (10 ppm aluminio Al) ou um material de
referéncia certificado para a adequada solugdo em uma
quantidade suficiente para aumentar a concentragdo de
aluminio para 20 pg/L.

Solugdo branco: solugdo de octoxinol 10 a 1,0 g/L.

As condi¢des de funcionamento encontradas na Tabela
1 sdo citadas como um exemplo de condi¢des adequadas
encontradas para determinado aparelho e podem ser
modificadas para obter melhores resultados.

Tabela 1 — Condi¢cdes adequadas de funcionamento encontradas, citadas como exemplo.

Passo ;Z’Zf (e:'gt)ura Z:;f :a‘rlneento ©) Tempo decorrido (s) Gas

1 120 10 80 Argo6nio

2 200 5 20 Argo6nio

3 650 5 10 Argonio

4 1300 5 10 Argbnio

5 1300 | 10 Nenhum gés
6 2500 0,7 Nenhum gas
7 2600 0,5 Argo6nio

8 20 12,9 Nenhum géas

Procedimento: injetar trés vezes a Solugdo branco,
as Solugoes de referéncia, a Solu¢do amostra e a
Solu¢do de monitoramento. A recuperagdo do aluminio
adicionado na preparacdo da Solu¢do de monitoramento
esta dentro do intervalo de 80% a 120%. Determinar as
absorbancias. Construir uma curva analitica a partir da
média das leituras obtidas com as Solugées de referéncia
e determinar o teor de aluminio na preparagdo a ser
analisada através da curva analitica. No maximo 200

ng/L.

Ativador da pré-calicreina. Proceder conforme
descrito em Determinagdo do titulo do ativador da pré-
calicreina (5.5.1.11). A amostra ndo contém mais de 35
UI de ativador da pré-calicreina por mililitro.

Hemoglobina. Diluir a amostra com solucédo de cloreto
de sodio a 0,9% (p/v) até uma concentra¢do de 10 g/L
em proteinas. Determinar a absorvancia (5.2.14) em 403

nm, utilizando 4gua como branco. A absorvancia ndo ¢é
superior a 0,15.

Potassio. Proceder conforme descrito em Espectrometria
de emissdo atomica (5.2.13.2). Determinar a intensidade
emitida em 766,5 nm. A amostra ndo contém mais de
0,05 milimol de K*! por grama de proteinas.

Sédio. Proceder conforme descrito em Espectrometria
de emissdo atémica (5.2.13.2). Determinar a intensidade
emitida em 589 nm. A amostra contém, no minimo, 95%
e, no maximo, 105% do teor de sodio indicado no rétulo
e, no maximo, 160 milimol de Na*! por litro.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA
Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

Pirogénios (5.5.2.1). Cumpre o teste.



108 Farmacopeia Brasileira, 52 edigdo - Primeiro Suplemento

Nota: no caso de uma solugdo contendo 35 g/L a 50 g/L
de proteinas, injetar em cada coelho, por quilograma de
massa corporal, 10 mL da preparagdo a ser examinada.
No caso de uma solugdo contendo 150 g/L a 250 g/L de
proteinas, injetar em cada coelho, por quilograma de
massa corporal, 5 mL da preparacdo a ser examinada.

DOSEAMENTO
Proteinas totais

Diluir a preparag@o com uma solugdo de cloreto de sodio
a0,9% (p/v) para obter uma solucdo que se espera conter
aproximadamente 15 mg de proteina em 2 mL. Em um
tubo de centrifugagdo de fundo arredondado introduzir
2 mL dessa solu¢do. Adicionar 2 mL de solugdo de
molibdato de sddio a 75 g/ ¢ 2 mL de uma mistura
de acido sulfurico livre de nitrogénio e agua (1:30).
Agitar, centrifugar durante 5 minutos, decantar o liquido
sobrenadante e inverter o tubo, permitindo que o seu
conteudo escorra sobre papel de filtro. Determinar o teor
de nitrogénio presente no residuo apds mineralizagao de
acordo com Determinagdo de nitrogénio pelo método
de Kjeldahl (5.3.3.2) ¢ calcular o teor de proteinas
multiplicando a quantidade de nitrogénio por 6,25. A
preparagdo contém, no minimo, 96% e, no maximo,
105% da quantidade de proteina declarada no rétulo.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Ao abrigo da luz.

ROTULAGEM

Observar legislagdo vigente. O rdtulo deve conter o
nome da preparagdo, volume da preparacdo, conteudo
em proteinas expresso em gramas por litro, contetudo
de soédio expresso em milimol por litro, nome e
concentragdo de qualquer substancia adicionada a
preparacao (exemplo: estabilizante) e que o produto nao
devera ser usado se houver turvagdo ou depdsito.

SORO REAGENTE DE TIPAGEM
SANGUINEA ANTI-A PARA USO
HUMANO

Immunoserum adversus A

DEFINICAO

Sao preparacgdes liquidas, estéreis, de cor azul artificial,
limpidas, sem a presenga de particulas em suspensao,
contendo aglutininas especificas para o grupo sanguineo

“A” ou “A,B” (incluindo os subgrupos Al, A2, A1B e
A2B), obtidas do plasma ou soro humano ou de cultura
de célula (hibridoma). Devem possuir conservante
antimicrobiano. Quando apresentadas em forma
liofilizada, apos a sua reconstitui¢do, devem possuir as
mesmas carateristicas fisicas descritas para preparagoes
liquidas. Nao devem possuir contaminagdo por outros
anticorpos reativos contra outros antigenos eritrocitarios
humanos, como o Mé#: % ¢ outros cuja frequéncia
seja superior a 1% da populagdo. Quando obtidas do
fracionamento do plasma humano, este deve apresentar
altos titulos para este anticorpo. Devem ser testadas com
eritrocitos dos grupos “O” e “B” comprovando a sua ndo
especificidade para estes grupos sanguineos. Realizar
teste de poténcia comparando o reagente com um soro
de referéncia anti-A reconhecido apresentando resultado
equivalente ou superior, quando testado numa mesma
amostra de suspenso de hemacias do grupo sanguineo A.

CARACTERISTICAS

Aspecto. Inspecionar  visualmente durante o
armazenamento ¢ imediatamente antes do uso. Se a cor
ou a aparéncia fisica for anormal ou se houver qualquer
indicio ou suspeita de contaminacdo microbiana, a
unidade é imprépria para uso.

DOSEAMENTO

Testes laboratoriais. Testes laboratoriais devidamente
validados sdo realizados de modo a garantir os
parametros de qualidade descriminados na Tabela 1.

Tabela 1 — Parametros de qualidade para o soro
reagente de tipagem sanguinea anti-A para uso humano.

Painel de Intensn.d ad? Teste de ;
. . de aglutinacio . Titulo
hemacias . avidez
(minima)
A, 3+ At 15 256
segundos
A, 2+ A€ 30 128
segundos
AB 3+ A€ 30 128
segundos
AB 2+ AL 45 64
segundos
EMBALAGEM

Frasco contendo 10 mL do soro reagente de tipagem
sanguinea anti-A para uso humano, acompanhado de
conta-gotas. Cada gota equivale a aproximadamente 50 pL.
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ROTULAGEM

Observar legislagdo vigente. O rétulo das embalagens
deve ter o fundo branco com letras de cor azul. Deve
constar na bula que o soro foi testado para os virus
da hepatite B, hepatite C e HIV, porém nenhuma
metodologia conhecida oferece segurangca para os
produtos derivados do sangue humano e que os cuidados
de biosseguranca devem ser respeitados. Quando obtido
do plasma/soro humano, deve satisfazer as exigéncias da
monografia Plasma humano para fracionamento. Além
disso, o rétulo ou a bula devem conter, no minimo, as
seguintes recomendacdes: que a tipagem sanguinea
deve ser realizada em tubo ou placa em Uj; que o prazo
de validade depende da forma de apresentacdo do soro
(forma liquida: até um ano se conservado a4 +2 °Ce até
dois anos se conservado a temperatura < -20 °C; forma
liofilizada: até cinco anos e, depois de reconstituido, até
um ano se conservado a 4 £ 2 °C).

indicio ou suspeita de contaminagdo microbiana, a
unidade é imprépria para uso.

DOSEAMENTO

Testes laboratoriais. Testes laboratoriais devidamente
validados sdo realizados de modo a garantir os
parametros de qualidade descriminados na Tabela 1.

Tabela 1 — Pardmetros de qualidade para soro reagente
de tipagem sanguinea anti-A,B para uso humano.

SORO REAGENTE DE TIPAGEM
SANGUINEA ANTI-A,B PARA USO
HUMANO

Immunoserum adversus A,B

DEFINICAO

Sao preparacdes liquidas, estéreis, incolores, limpidas,
sem a presenca de particulas em suspensdo, capazes
de aglutinar eritrocitos humanos do grupo sanguineo
“A”, “B” ou “A,B” (incluindo os subgrupos “A B” e
“A_B”), obtidas do plasma ou soro humano ou de cultura
de célula (hibridoma). Devem possuir conservante
antimicrobiano. Quando apresentadas em forma
liofilizada, apds a sua reconstituicdo, devem possuir as
mesmas caracteristicas fisicas descritas para preparagoes

liquidas. Nao devem possuir contaminagdo por outros
anticorpos reativos contra outros antigenos eritrocitarios
humanos, como o M¢: %" ¢ outros cuja frequéncia
seja superior a 1% da populacdo. Quando obtidas do
fracionamento do plasma humano, este deve apresentar
altos titulos para este anticorpo. Devem ser testadas
com eritrocitos do grupo “O” comprovando a sua ndo
especificidade para este grupo sanguineo. Realizar teste
de poténcia comparando o reagente com um soro de
referéncia anti-A,B reconhecido apresentando resultado
equivalente ou superior, quando testado numa mesma
amostra de suspensdo de hemacias do grupo sanguineo A,B.

CARACTERISTICAS

Aspecto. Inspecionar  visualmente durante o
armazenamento e imediatamente antes do uso. Se a cor
ou a aparéncia fisica for anormal ou se houver qualquer

Painel de Inten51.d adf Teste de .
.- de aglutinacio . Titulo
hemacias . avidez
(minima)
A, 3+ ARIS ) )sg
segundos
AB 3+ AIS 556
segundos
B 3+ A 15 256
segundos
A 3+ Ate 30 128
2 segundos
EMBALAGEM

Frasco contendo 10 mL do soro reagente de tipagem
sanguinea anti-A,B para uso humano, acompanhado de
conta-gotas. Cada gota equivale a aproximadamente 50
pL.

ROTULAGEM

Observar legislagdo vigente. O rotulo das embalagens
deve ter o fundo branco com letras de cor laranja.
Deve constar na bula que o soro foi testado para os
virus da hepatite B, hepatite C e HIV, porém nenhuma
metodologia conhecida oferece seguranca para os
produtos derivados do sangue humano e que os cuidados
de biosseguranca devem ser respeitados. Quando obtido
do plasma/soro humano deve satisfazer as exigéncias da
monografia Plasma humano para fracionamento. Além
disso, o rotulo ou a bula devem conter, no minimo, as
seguintes recomendacdes: que a tipagem sanguinea
deve ser realizada em tubo ou placa em U; que o prazo
de validade depende da forma de apresentacao do soro
(forma liquida: até um ano se conservado a4 +2 °C e até
dois anos se conservado a temperatura < -20 °C; forma
liofilizada: até cinco anos e, depois de reconstituido, até
um ano se conservado a 4 £ 2 °C).
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SORO REAGENTE DE TIPAGEM
SANGUINEA ANTI-B PARA USO
HUMANO

Immunoserum adversus B

DEFINICAO

Sao preparacdes liquidas, estéreis, de cor amarelo
artificial, limpidas, sem a presenca de particulas em
suspensdo, capazes de aglutinar eritrdcitos humanos do
grupo sanguineo “B” ou “A,B” (incluindo os subgrupos
“A1B” e “A2B”), obtidas do plasma ou soro humano
ou de cultura de célula (hibridoma). Devem possuir
conservante antimicrobiano. Quando apresentadas em
forma liofilizada, apds a sua reconstituicdo, devem
possuir as mesmas carateristicas fisicas descritas para
preparacdes liquidas. Nao devem possuir contaminacao
por outros anticorpos reativos contra outros antigenos
eritrocitarios humanos, como o Mg %“ ¢ outros cuja
frequéncia seja superior a 1% da populagdo. Quando
obtidas do fracionamento do plasma humano, este deve
apresentar altos titulos para este anticorpo. Devem
ser testadas com eritrocitos dos grupos “A” e “O”
comprovando a sua ndo especificidade para estes grupos
sanguineos. Realizar teste de poténcia comparando o
reagente com um soro de referéncia anti-B reconhecido
apresentando resultado equivalente ou superior, quando
testado numa mesma amostra de suspensao de hemacias
do grupo sanguineo B.

CARACTERISTICAS

Aspecto. Inspecionar  visualmente durante o
armazenamento e imediatamente antes do uso. Se a cor
ou a aparéncia fisica for anormal ou se houver qualquer
indicio ou suspeita de contamina¢do microbiana, a
unidade é impropria para uso.

DOSEAMENTO

Testes laboratoriais. Testes laboratoriais devidamente
validados sdo realizados de modo a garantir os
parametros de qualidade descriminados na Tabela 1.

Tabela 1 — Parametros de qualidade para o soro
reagente de tipagem sanguinea anti-B para uso humano.

Painel de Intensidade
- . . | Teste de ,
hemacias | de aglutinacio . Titulo
. avidez
(minima)
B 3+ Até 15 256
segundos
AB 3+ Até 15 256
segundos

EMBALAGEM

Frasco contendo 10 mL do soro reagente de tipagem
sanguinea anti-B para uso humano, acompanhado de
conta-gotas. Cada gota equivale a aproximadamente 50
pL.

ROTULAGEM

Observar legislagdo vigente. O rétulo das embalagens
deve ter o fundo branco com letras de cor amarela.
Deve constar na bula que o soro foi testado para os
virus da hepatite B, hepatite C ¢ HIV, porém nenhuma
metodologia conhecida oferece seguranca para os
produtos derivados do sangue humano e que os cuidados
de biosseguranca devem ser respeitados. Quando obtido
do plasma/soro humano deve satisfazer as exigéncias da
monografia Plasma humano para fracionamento. Além
disso, o rétulo ou a bula devem conter, no minimo, as
seguintes recomendacgdes: que a tipagem sanguinea
deve ser realizada em tubo ou placa em U; que o prazo
de validade depende da forma de apresentagao do soro
(forma liquida: até um ano se conservado a4 +2 °C e até
dois anos se conservado a temperatura < -20 °C; forma
liofilizada: até cinco anos e, depois de reconstituido, até
um ano se conservado a 4 £ 2 °C).

SORO REAGENTE DE TIPAGEM
SANGUINEA ANTI-RH (ANTI-D,
ANTI-C, ANTI-E, ANTI-c, ANTI-e E
ANTI-C%) PARA USO HUMANO

Immunoserum adversus Rh

DEFINICAO

Sao preparacdes liquidas, estéreis, incolores, limpidas,
sem a presenca de particulas em suspensdo, aglutininas
para antigenos do sistema ABO e aloanticorpos, obtidas
do plasma ou soro humano ou a partir de cultura
de célula (hibridoma). Devem possuir conservante
antimicrobiano. Quando apresentadas em forma
liofilizada, apds a sua reconstitui¢do, devem possuir
as mesmas caracteristicas fisicas observadas nas
preparagdes liquidas. Ndo devem ser adicionados
corantes artificiais. Podem ser apresentadas na forma
de imunoglobulina IgM em solug@o salina com baixa
concentragdo proteica, na forma de IgG em solugdo com
alta concentragdo proteica, na forma de misturas das
imunoglobulinas IgG e IgM ou ainda a IgG modificada
quimicamente.
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ARACTERISTICAS

Aspecto. Inspecionar  visualmente durante o
armazenamento e imediatamente antes do uso. Se a cor
ou a aparéncia fisica for anormal ou se houver qualquer
indicio ou suspeita de contamina¢do microbiana, a
unidade ¢ imprépria para uso.

DOSEAMENTO

Testes laboratoriais. Testes laboratoriais devidamente
validados sdo realizados de modo a garantir os
parametros de qualidade relacionados na Tabela 1 e na
Tabela 2.

Os principais soros para tipagem do sistema Rh estdo
listados na Tabela 1, cada um reagindo com o(s)
antigeno(s) designado(s) pela letra correspondente
(terminologia de Fisher-Race) e a nomenclatura
alternativa (Weiner).

Tabela 1 — Terminologia segundo Fisher-Race ¢ Weiner.

Tabela 2 - Relagdo entre anticorpos
e fenotipos das células.

Podem ser utilizadas hemacias do grupo A, B, AB ou O.

Soro Fenétipo da célula
Anti-D cDe
Anti-C Ccde
Anti-E cdEe
Anti-CD cDe, Ccde
Anti-DE cDe, cdEe
Anti-CDE cdEe, cDe, Ccde
Anti-c CcDEe
Anti-e cdEe
Anti-CV rh™!

. Antigeno
Anti-soro - -
Fisher-Race Weiner
Anti-D D Rh,
Anti-C C rh’
Anti-E E rh”’
Anti-CD DeC Rh erh’
Anti-DE DeE Rh erh”
Anti-CDE D,CeE Rh ,th"erh”
Anti-c c hr’
Anti-e e hr”’
Anti-C¥ cv rh’w

Cada soro deve atender aos requisitos do teste para
poténcia. No caso de soros salinos para teste em tubos
de ensaio sdo feitos em paralelo com o soro padrao de
referéncia anti-D, anti-C ou anti-E, ndo podendo os
resultados ser inferiores ao padrdao. Nao ha padrdo de
referéncia para o anti-c e anti-e em meio salino, devendo
o teste de reatividade utilizar suspensdo de hemacias de
3% a 5% com fenotipos conforme a Tabela 2.

No caso de soros para uso em placa ou em tubo para
teste rapido sdo feitos em paralelo com o soro padrdo
de referéncia anti-D, anti-C, anti-E, anti-c ou anti-e, ndo
podendo os resultados ser inferiores ao padrao, devendo
o teste de reatividade utilizar suspensdo de hemacias de
3% a 5% com fenotipos conforme a Tabela 2.

O teste de avidez para os soros reagentes para uso em
placa e tubo atendem os mesmos requisitos do teste
de poténcia descrito nas monografias Soro reagente
de tipagem sanguinea anti-A para uso humano, Soro
reagente de tipagem sanguinea anti-B para uso humano
e Soro reagente de tipagem sanguinea anti-A,B para uso
humano.

O soro anti-D (anti-Rh(D) ou anti-Rho) deve apresentar
reatividade de 3+, no minimo com hemacias “O” ROr,
“0” Rlr e “O” R2r; avidez de até 30 segundos e no
maximo titulo 32. O soro anti-D em meio salino deve
apresentar reatividade de 1+, no minimo com hemacias
“O” ROr, “O” R1r e “O” R2r; maximo titulo 8.

O soro anti-D ndo pode reagir com hemacias Rh
negativas (rr), em temperatura ambiente e a 37 °C ou no
teste indireto da antiglobulina humana (teste de Coombs
indireto), sem potencializador. O soro tem que detectar
D fraco. O soro controle deve possuir nas mesmas
concentragdes as substancias utilizadas, inclusive as
proteinas e conservantes, ¢ ndo deve apresentar reagio
de aglutinagcdo com as hemacias “O” ROr, R1r, R2r.

Cada soro deve atender aos requisitos dos ensaios
de especificidade para o método mais sensivel,
recomendado pelo fabricante, em que devem ser
testados com pelo menos quatro fendtipos positivos e
quatro fenotipos negativos conforme Tabela 3. Deve ser
demonstrada a auséncia de contaminag@o de anticorpos
reativos para os antigenos M¢ e Wr?, assim como outros
antigenos que possuem incidéncia de 1% ou mais na
populagdo em geral.



112 Farmacopeia Brasileira, 52 edi¢do - Primeiro Suplemento

Tabela 3 — Relagao dos fenotipos a serem testados.

Soro Células

Anti-D CcDe, cDe, Ccede, cdEe, A cde, B cde, O cde, o teste deve ser realizado pela
técnica de antiglobulina indireta, utilizando-se células de trés diferentes doadores

Anti-C cDe, Ccde, cdEe, C + rh, neg. células, A cde, B cde, O cde

Anti-E cDe, Ccde, cdEe, A, cde, B cde, O cde

Anti-CD cDe, Ccde, cdEe, A cde, B cde, O cde, e onde recomendado para a detecgdo do
antigeno G, r°r

Anti-DE cDe, Ccde, cdEe, A, cde, B cde, O cde

Anti-CDE cDe, Ccde, cdEe, A, cde, B cde, O cde, e onde recomendado para a detecgdo do
antigeno G, r°r

Anti-c Ccde, A, CDeg, B CDe, O CDe, e CDEe ou CDE ou CdE

Anti-e cdEe, A, ¢cDE, B ¢DE, O ¢DE, e CcDE ou CDE ou CdE

Anti-CV th*!, A th"', B th*' e O CDe, e CDEe

Todos os globulos vermelhos em suspensdo usados
para estes procedimentos devem ser validados e seus
registros mantidos.

Antigenos com maior incidéncia na populacdo
brasileira sdo os seguintes: A,B ,H, Le?, Le° I, K,
k, Kp*, Kp®, Ic, P1, D, C E, c,e, CY, M, N, S, s, U,
Lu?, Lu®, Jk*, Jkb, Fy?, Fy®, Di* e DiB.

Sdo também conhecidos
Ga, Do?, Do®, Yt?, YtB, Lan, Co?, Co®, Me, Wr? e Sd*.

EMBALAGEM

Frasco contendo 10 mL do soro reagente de tipagem
sanguinea para uso humano especifico acompanhado de
conta-gotas. Cada gota equivale a aproximadamente 50
pL.

ROTULAGEM

Observar a legislagdo vigente. O rotulo ou a bula devem
conter, no minimo, as seguintes recomendagdes:

que a tipagem sanguinea deve ser realizada em tubo ou
placa em U;

que o prazo de validade depende da forma de
apresentagdo do soro (forma liquida: até um ano se
conservado a 4 + 2 °C e até dois anos se conservado a
temperatura < -20 °C; forma liofilizada: até cinco anos
e, depois de reconstituido, até um ano se conservado a
4+2°C).

SULFAMETOXAZOL E
TRIMETOPRIMA SUSPENSAO ORAL

Contém, no minimo, 90,0% e, no maximo, 110,0% da
quantidade declarada de sulfametoxazol (C, ;H, N,O,S)
e trimetoprima (C ,H ;N,O,).

147718

IDENTIFICACAO

O teste A. refere-se a identificagdo da trimetoprima e
o teste B. refere-se a identificagdo do sulfametoxazol.
O teste de identificagdo D. pode ser omitido se for
realizado o teste C.

A. A um volume da suspensdo oral equivalente a 40 mg
de trimetoprima, adicionar 30 mL de hidréxido de sodio
0,1 M e agitar. Proceder conforme descrito no teste B.
de Identificacdo na monografia de Sulfametoxazol e
trimetoprima comprimidos.

B. Utilizar a camada aquosa obtida no teste A. de
Identificagdo e proceder conforme descrito no teste A.
de Identificacdo na monografia de Sulfametoxazol e
trimetoprima comprimidos.

C. Proceder conforme descrito em Cromatografia em
camada delgada (5.2.17.1), utilizando silica-gel G,
como suporte, ¢ mistura de cloroférmio, metanol e
dimetilformamida (100:10:5), como fase mével. Aplicar,
separadamente, a placa, 5 pL de cada uma das solugdes,
recentemente preparadas, descritas a seguir.

Solugao (1): adicionar 20 mL de metanol a quantidade
de suspensao oral equivalente a 0,4 g de sulfametoxazol
e 80 mg de trimetoprima. Adicionar 10 g de sulfato de
sodio anidro e homogeneizar. Centrifugar e utilizar o
sobrenadante.

Solugdo (2): preparar solugdo de sulfametoxazol SQR a
2% (p/v) em metanol.
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Solugdo (3): preparar solugdo de trimetoprima SQR a
0,4% (p/v) em metanol.

Desenvolver o cromatograma. Remover a placa, deixar
secar ao ar. Nebulizar com iodobismutado de potassio
diluido. As manchas referentes ao sulfametoxazol e
trimetoprima com a Solugdo (1) correspondem em
posicao, cor e intensidade aquelas obtidas com a Solu¢do
(2) e a Solugdo (3).

D. Os tempos de retencdo dos picos principais do
cromatograma da Solu¢do amostra, obtida no método
B. de Doseamento, correspondem aqueles dos picos
principais da Solugdo padrdo.

CARACTERISTICAS

Determinacio de volume (5.1.2). Cumpre o teste.
pH (5.2.19). 5,0 2 6,5.

ENSAIOS DE PUREZA

Limite de produto de degradacio da trimetoprima.
Proceder conforme descrito em Cromatografia em
camada delgada (5.2.17.1), utilizando silica-gel GF
como suporte, ¢ mistura de cloroférmio, metanol e
hidroxido de aménio (80:20:2), como fase movel.
Aplicar, separadamente, a placa, 5 uLL de cada uma das
solugdes, recentemente preparadas, descritas a seguir.

Solu¢do (1): transferir volume de suspensdo oral
equivalente a 40 mg de trimetoprima para funil de
separacdo. Extrair com trés por¢des de 25 mL de mistura
de cloroformio ¢ metanol (8:2). Reunir os extratos
cloroférmicos em béquer ¢ evapora-los em banho-maria
até secura. Dissolver o residuo em 2 mL do mesmo
solvente.

Solugdo (2): preparar solugdo a 20 mg/mL de
trimetoprima SQR em mistura de cloroférmio e metanol
(8:2).

Solugdo (3): diluir volume da Solugdo (2) em mistura de
cloroférmio e metanol (8:2) de modo a obter solugdo a
0,1 mg/mL.

Desenvolver cromatograma. Remover a placa,
deixar secar ao ar. Examinar sob luz ultravioleta (254
nm). A trimetoprima apresenta mancha com Rf de
aproximadamente 0,7 e seu produto de degradagdo
apresenta mancha com Rf entre 0,3 e 0,5. Qualquer
mancha obtida no cromatograma com a Solugdo (1),
com Rf de aproximadamente 0,3 e 0,5, ndo ¢ maior em
tamanho e intensidade que aquela obtida com a Solugdo
(3) (0,5%).

Limite de sulfanilamida, acido sulfanilico e
sulfametoxazol N, -glucosideo. Proceder conforme
descrito em Cromatografia em camada delgada
(5.2.17.1), utilizando silica-gel G, como suporte, ¢
mistura de etanol e metanol (95:5), heptano, cloroférmio
e acido acético glacial (25:25:25:7), como fase movel.

Aplicar, separadamente, a placa, 50 pL de cada uma das
solugdes, recentemente preparadas, descritas a seguir.

Solugdo (1): transferir volume de suspensdo oral
equivalente a 0,2 g de sulfametaxazol para baldo
volumétrico de 100 mL, contendo 10 mL de hidréxido
de amonio. Adicionar 50 mL de metanol. Agitar durante
3 minutos e completar volume com o mesmo solvente.
Filtrar.

Solugdo (2): transferir 20 mg de sulfametoxazol SQR
para baldo volumétrico de 10 mL. Dissolver em 1 mL de
hidroxido de amonio e completar volume com metanol.

Solugdo (3): transferir 10 mg de sulfanilamida SQR
para baldo volumétrico de 50 mL. Dissolver em 5 mL de
hidréxido de amoénio e completar volume com metanol.
Transferir 5 mL dessa solugdo para baldo volumétrico
de 100 mL. Adicionar 10 mL de hidroxido de aménio e
completar volume com metanol.

Solugdo (4): transferir 10 mg de 4cido sulfanilico SQR
para baldo volumétrico de 50 mL, dissolver em 5 mL de
hidréxido de amonio e completar o volume com metanol.
Transferir 3 mL dessa solug@o para baldo volumétrico
de 100 mL. Adicionar 10 mL de hidroxido de aménio e
completar o volume com metanol.

Solugdo (5): transferir 3 mg de sulfametoxazol N,-
glucosideo SQR para baldo volumétrico de 50 mL.
Dissolver em 5 mL de hidréxido de amdnio e completar
volume com metanol.

Desenvolver cromatograma. Remover a placa,
deixar secar ao ar. Nebulizar com reagente de Erlich
modificado e deixar em repouso durante 15 minutos.
O sulfametoxazol apresenta manchas com Rf de cerca
de 0,7. Quaisquer manchas obtidas no cromatograma
com a Solugdo (1), com Rf de aproximadamente 0,5,
0,1 e 0,3, ndo sdo maiores em tamanho e intensidade
que as manchas obtidas nos cromatogramas com as
Solugoes (3), (4) e (5), respectivamente, correspondendo
a ndo mais que 0,5% de sulfanilamida, 0,3% de acido
sulfanilico e 3,0 % de sulfametoxazol N,-glucosideo.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Contagem de micro-organismos vidveis totais
(5.5.3.1.2). Bactérias totais: no maximo 1000 UFC/mL.
Fungos e leveduras: no maximo 100 UFC/mL.

Pesquisa de micro-organismos patogénicos (5.5.3.1.3).
Cumpre o teste.

DOSEAMENTO
Empregar um dos métodos descritos a seguir.

A. Proceder conforme descrito em Espectrofotometria
de absor¢do no ultravioleta e visivel (5.2.14). Proteger
as solugdes da luz.
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Procedimento para o sulfametoxazol: transferir para
funil de separagdo volume da suspensdo oral equivalente
a0,2 g de sulfametoxazol. Adicionar 10 mL de hidréxido
de sodio 0,1 M. Extrair com seis por¢des de 25 mL
de cloroférmio. Reunir os extratos cloroférmicos e
reserva-los para o Procedimento para a trimetoprima.
Transferir a solu¢do aquosa para baldo volumétrico de
200 mL e completar o volume com agua. Transferir 5
mL da solugdo resultante para baldo volumétrico de
100 mL e completar o volume com agua. Transferir 2
mL dessa solugdo para baldo volumétrico de 50 mL,
adicionar 4 mL de acido cloridrico 0,5 M e 1 mL de
nitrito de sédio a 0,1% (p/v). Deixar em repouso, em
banho de gelo, durantel0 minutos. Adicionar 2 mL de
sulfamato de amoénio a 0,5% (p/v) e deixar em repouso
durante 10 minutos. Adicionar 1 mL de dicloridrato
de N-(1-naftil)etileno-diamina a 0,1% (p/v), deixar
em repouso durante 10 minutos e completar o volume
com agua. Para o preparo da solugdo padrio, transferir
50 mg de sulfametoxazol SQR para baldo volumétrico
de 50 mL, contendo 2,5 mL de hidréxido de sodio 0,1
M, e completar o volume com agua. Transferir 5 mL
dessa solug@o para baldo volumétrico de 100 mL e
completar o volume com agua. Repetir o procedimento
a partir de “Transferir 2 mL dessa solu¢do para baldo
volumétrico de 50 mL...”. Medir as absorvancias das
solugdes resultantes em 538 nm, utilizando agua para
ajuste do zero. Calcular a quantidade de sulfametoxazol
(C,,H,,N,O,S) na suspensdo oral a partir das leituras
obtidas.

Procedimento para a trimetoprima: extrair a solucdo
cloroférmica reservada no Procedimento para
sulfametoxazol com quatro por¢cdes de 20 mL de
acido acético 1 M. Reunir os extratos aquosos, lava-
los com 5 mL de cloroférmio e dilui-los para 100 mL
com acido acético 1 M. Transferir 2 mL da solugdo
para baldo volumétrico de 50 mL, adicionar 5 mL de
acido acético 1 M e completar o volume com 4gua,
de modo a obter solucdo a 0,0016% (p/v). Preparar
solucdo de trimetoprima SQR na mesma concentragao,
utilizando o mesmo solvente. Medir as absorvancias
das solugdes resultantes em 271 nm, utilizando acido
acético | M para ajuste do zero. Calcular a quantidade de
trimetoprima (C ,H N ,O,) na suspenséo oral a partir das
leituras obtidas. Alternativamente, realizar os calculos
considerando A (1%, 1 cm) = 204, em 271 nm.

B. Proceder conforme descrito no método C. de
Doseamento na monografia de Sulfametoxazol e
trimetoprima comprimidos. Preparar a Solugdo amostra
como descrito a seguir.

Solu¢do amostra: transferir volume da suspensdo
oral equivalente a 0,16 g de sulfametoxazol ¢ 32 mg
de trimetoprima para baldo volumétrico de 100 mL.
Adicionar 70 mL de metanol. Deixar em ultrassom
durante 10 minutos, agitando ocasionalmente. Completar
o volume com o mesmo solvente, homogeneizar e filtrar.
Transferir 5 mL do filtrado para baldo volumétrico
de 50 mL e completar o volume com Fase movel.
Homogeneizar.

Procedimento: injetar, separadamente, 20 pL da
Solu¢do padrdo e da Solu¢do amostra, registrar os
cromatogramas e medir as areas dos picos. Calcular
a quantidade de sulfametoxazol (C H, N,OS) e

trimetoprima (C,,H,,N,O,) na suspensdo oral a partir

das respostas obtidas com a Solu¢do padrdo e a Solugdo
amostra.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados, protegidos da luz.

ROTULAGEM

Observar a legislacao vigente.

SULFATO DE POTASSIO

Kalli sulfas

K,SO,; 174,26

sulfato de potassio; 08171

Sal de potéssio do &cido sulfurico (2:1)
[7778-80-5]

Contém, no minimo, 99,0% de K SO,, em relacdo a
substancia dessecada.

DESCRICAO

Caracteristicas fisicas. Cristais incolores ou brancos ou
po cristalino, de sabor levemente salino.

Solubilidade. Soluvel em agua, praticamente insolavel
em etanol.

IDENTIFICACAO

A solugdo obtida em Aspecto da solugdo responde as
reagdes do ion potassio e do ion sulfato (5.3.1.1).

ENSAIOS DE PUREZA

Aspecto da solucao. Dissolver 1 g da amostra em 20 mL
de agua. A solugdo obtida ¢ limpida (5.2.25) e incolor
(5.2.12).

pH (5.2.19). 5,5 a 8,5. Determinar em solugdo a 5%
(p/v).
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Substincias insoliveis em agua. Dissolver 10 g da
amostra em 100 mL de dgua, em um béquer. Aquecer
o0 béquer coberto em banho-maria até ebuli¢do, durante
1 hora. Filtrar a solu¢do em funil tarado de média
porosidade (10 um a 15 pm) e lavar com agua quente.
Dessecar a 105 °C, resfriar em dessecador e pesar. No
maximo 0,01% (100 ppm).

Cloretos (5.3.2.1). Determinar em 1 g da amostra.
Utilizar 1 mL de solugdo contendo 0,01 mg de cloreto
(Cl), equivalente a 0,28 mL de 4cido cloridrico padrdo
(HC10,01 M SV). No maximo 0,001% (10 ppm).

Metais pesados (5.3.2.3). No maximo 0,001% (10
ppm).

Perda por dessecacio (5.2.9). Determinar em 1 g da
amostra. Dessecar em estufa a 110 °C, durante 4 horas.
No maximo 1,0%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA.

Contagem do numero total de micro-organismos
mesofilos (5.5.3.1.2). Cumpre o teste.

Pesquisa de micro-organismos patogénicos (5.5.3.1.3).
Cumpre o teste.

DOSEAMENTO

Pesar, exatamente, cercade 0,5 g da amostra, previamente
dessecada, aquecer com 200 mL de 4gua e 1 mL de 4cido
cloridrico. Adicionar, gradualmente, 8 mL de cloreto de
bario SR aquecido a ebuli¢do. Aquecer a mistura em
banho-maria por 1 hora. Recolher o precipitado e lavar
com agua até que a ultima lavagem ndo se turve pela
adi¢do de nitrato de prata SR. Aquecer o precipitado entre
500 °C e 600 °C, aumentando a temperatura lentamente
até obter sulfato de bario. Secar até peso constante. Cada
g do residuo equivale a 0,7466 g de K,SO,.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados.

ROTULAGEM

Observar a legislagdo vigente.

CLASSE TERAPEUTICA

Catartico.

SULFATO DE SALBUTAMOL
COMPRIMIDOS

Contém sulfato de salbutamol equivalente a, no minimo,
90,0% e, no maximo, 110,0% da quantidade declarada
de salbutamol (C ,H, NO,).

IDENTIFICACAO

A. O tempo de reteng¢do do pico principal do
cromatograma da Solugdo amostra, obtido em
Doseamento, corresponde aquele do pico principal da
Solugdo padrao.

B. Pesar e pulverizar os comprimidos. Agitar quantidade
do po equivalente a 2,5 mg de salbutamol com 50 mL
de tetraborato sodico a 2% (p/v). Adicionar 1 mL de
4-aminoantipirina a 3% (p/v), 10 mL de ferricianeto
de potéssio a 2% (p/v) e 10 mL de cloroférmio. Agitar
e deixar separar as camadas. A camada cloroférmica
desenvolve coloragdo vermelho alaranjada.

C. Pesar e pulverizar os comprimidos. Utilizar
quantidade do p6 equivalente a 4 mg de salbutamol.
Dissolver em 10 mL de agua e filtrar. O filtrado responde
as reacgdes do ion sulfato (5.3.1.1).

CARACTERISTICAS

Determinacio de peso (5.1.1). Cumpre o teste.
Teste de dureza (5.1.3.1). Cumpre o teste.

Teste de friabilidade (5.1.3.2). Cumpre o teste.
Teste de desintegracao (5.1.4.1). Cumpre o teste.

Uniformidade de doses unitarias (5.1.6). Cumpre o
teste.

TESTE DE DISSOLUCAO (5.1.5)
Meio de dissolugdo: agua, 500 mL
Aparelhagem: pas, 50 rpm

Tempo: 30 minutos

Procedimento: apos o teste, retirar aliquota do meio
de dissolugdo, acidificar com algumas gotas de acido
acético a 1% (v/v) e proceder conforme descrito em
Doseamento. Preparar a Solu¢do padrdo como descrito
a seguir.

Solugdo padrdo: transferir quantidade de sulfato de
salbutamol SQR, equivalente a 20 mg de salbutamol,
para baldo volumétrico de 250 mL, adicionar 150 mL de
acido acético a 1% (v/v). Deixar em ultrassom durante
15 minutos e completar o volume com agua. Transferir
5 mL dessa solugdo para balao volumétrico de 100 mL e
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completar o volume com agua, obtendo solugdo a 4 ug
de salbutamol por mililitro.

Injetar, separadamente, 100 uL da Solu¢do padrdo e da
Solugdo amostra, registrar os cromatogramas e medir as
areas sob os picos. Calcular a quantidade de salbutamol
(C,;H,,NO,) dissolvida no meio, a partir das respostas
obtidas para a Solu¢cdo padrdo e a Solu¢do amostra.

Tolerdancia: ndo menos que 80% (Q) da quantidade
declarada de salbutamol (C,H, NO,) se dissolvem em
30 minutos.

ENSAIOS DE PUREZA

Substincias relacionadas. Proceder conforme descrito
em Cromatografia em camada delgada (5.2.17.1),
utilizando silica-gel GF,,,, como suporte, € mistura de
metilisobutilcetona, alcool isopropilico, acetato de etila,
agua e hidréxido de amoénio (50:45:35:18:3), como fase
movel. Aplicar separadamente, a placa, 10 pL de cada
uma das solugdes, recentemente preparadas, descritas a
seguir.

Solugdo (1): pesar e pulverizar os comprimidos.
Transferir quantidade do pd equivalente a 48 mg de
salbutamol para recipiente apropriado. Adicionar 60 mL
de mistura de etanol e agua (1:2) e, agitar mecanicamente
por 30 minutos. Filtrar. Evaporar o filtrado até secura
sob pressdo reduzida em temperatura abaixo de 40 °C.
Dissolver completamente o residuo em 2 mL de agua.

Solugdo (2): dissolver quantidade de sulfato de
salbutamol SQR em agua, para obter solugdo a 0,580
mg/mL, equivalente a 0,483 mg de salbutamol por
mililitro.

Solugdo (3): dissolver quantidade de sulfato de
salbutamol SQR em agua, para obter solugdo a 0,218
mg/mL, equivalente a 0,183 mg de salbutamol por
mililitro.

Solugdo (4): dissolver quantidade de sulfato de
salbutamol SQR em 4gua, para obter solucdo a 73 ng/
mL, equivalente a 61 pg de salbutamol por mililitro.

Desenvolver o cromatograma. Remover a placa, deixar
secar ao ar. Nebulizar com solucdo de cloridrato de
3-metil-2-benzotiazolinona hidrazona a 0,1% (p/v) em
mistura de metanol e agua (9:1). Em seguida nebulizar
com ferricianeto de potassioamoniacal e,novamente,com
a solug¢do de cloridrato de 3-metil-2-benzotiazolinona
hidrazona. Qualquer mancha secundaria obtida com a
Solu¢do (1) ndo é maior em tamanho ou intensidade que
amancha obtida com a Solugdo (2) (2%). Qualquer outra
mancha secundaria obtida com a Solugdo (1) ndo é maior
em tamanho e intensidade que a mancha principal obtida
com a Solugdo (3) (0,75%). Nao mais que duas manchas
secundarias sdo iguais em tamanho e intensidade que as
manchas obtidas com a Solugdo (4) (0,50%) A soma das
intensidades de todas manchas secundarias obtidas na
Solugdo (1) ndo deve ultrapassar 3,5%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Contagem do numero total de micro-organismos
mesofilos (5.5.3.1.2). Cumpre o teste.

Pesquisa de micro-organismos patogénicos (5.5.3.1.3).
Cumpre o teste.

DOSEAMENTO

Proceder conforme descrito em Cromatografia a liquido
de alta eficiéncia (5.2.17.4), utilizando cromatdgrafo
provido de detector ultravioleta a 276 nm; coluna de
150 mm de comprimento e 4,6 mm de didmetro interno,
empacotada com silica quimicamente ligada a grupo
octadecilsilano (5 pm), mantida a temperatura ambiente;
fluxo da Fase movel de 1,5 mL/minuto.

Solugdo de hexanossulfonato de sodio: dissolver 0,95 g
de 1-hexanossulfonato de sdédio em 1000 mL de agua.
Adicionar 10 mL de 4cido acético e homogeneizar.

Fase movel: mistura de Solugdo de hexanossulfonato de
sodio e metanol (60:40).

Diluente: mistura de acido acético a 1% (v/v) e metanol
(60:40).

Solugdo amostra: pesar e pulverizar 20 comprimidos.
Transferir quantidade do pd equivalente a 6 mg de
salbutamol para baldo volumétrico de 200 mL. Adicionar
150 mL de Diluente. Deixar em ultrassom durante
15 minutos. Agitar mecanicamente por 45 minutos.
Completar o volume com o mesmo solvente, obtendo
solucdo a 30 pg/mL. Homogeneizar e filtrar.

Solu¢do padrdo: transferir quantidade de sulfato de
salbutamol SQR, equivalente a 12 mg de salbutamol,
para baldo volumétrico de 100 mL, adicionar 60 mL
de Diluente e deixar em ultrassom durante 15 minutos.
Completar o volume com o mesmo solvente. Transferir
25 mL dessa solugdo para baldao volumétrico de 100
mL e completar o volume com o mesmo solvente
obtendo solucdo a 30 pg de salbutamol por mililitro.
Homogeneizar.

Injetar replicatas de 20 pL das solugdes. A eficiéncia
da coluna ndo deve ser menor que 800 pratos teoricos.
O fator de cauda ndo ¢ maior que 2,5. O desvio padrdo
relativo das areas de replicatas dos picos registrados ndo
deve ser maior que 2,0%.

Procedimento: injetar, separadamente, 20 pL da
Solu¢do padrdo e da Solu¢do amostra, registrar os
cromatogramas e medir as areas sob os picos. Calcular a
quantidade de salbutamol (C ,H, NO,) nos comprimidos
a partir das respostas obtidas para a Solugdo padrdo e a
Solu¢do amostra.
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EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados, ao abrigo da luz.

ROTULAGEM

Observar a legislagdo vigente.

SULFATO DE SODIO DECAIDRATADO

Natrii sulfas

Na,SO,.10H,0; 322,19

sulfato de sddio decaidratado; 09841

Sal de so6dio do acido sulfurico decaidratado (2:1:10)
[7727-73-3]

Contém, no minimo 98,5% e, no maximo, 101,0% de
Na,SO,, em relagdo a substancia dessecada.

DESCRICAO

Caracteristicas fisicas. P6 cristalino branco ou cristais
transparentes incolores; sabor salino levemente amargo.
Higroscopico.

Solubilidade. Facilmente soluvel em 4gua e praticamente
insoluvel em etanol.

IDENTIFICACAO

A. A solugdo da amostra a 5% (p/v) em agua responde
aos testes para o ion sulfato (5.3.1.1).

B. A solucdo da amostra a 5% (p/v) em agua responde
aos testes para o ion sédio (5.3.1.1).

ENSAIOS DE PUREZA

Acidez ou alcalinidade. A 10 mL de uma solucdo
contendo 1 g em 20 mL de 4gua, adicionar uma gota de
azul de bromotimol SI. Sdo necessarios, no maximo, 0,5
mL de acido cloridrico 0,01 M ou 0,5 mL de hidréxido
de sodio 0,01 M para mudar a cor da solugao.

Cloretos (5.3.2.1). O equivalente a 1 g da amostra ndo
apresenta mais cloretos do que o correspondente a 0,6
mL de acido cloridrico 0,01 A SV. No maximo 0,02%
(200 ppm).

Metais pesados (5.3.2.3). Dissolver quantidade
da amostra equivalente a 2 g de sulfato de sodio

decaidratado em 10 mL de 4gua. Adicionar 2 mL de
acido cloridrico 0,1 M e completar o volume para 25
mL. A solucdo satisfaz ao Ensaio limite para metais
pesados. No maximo 0,001% (10 ppm).

Perda por dessecacio (5.2.9). Secar durante quatro
horas a 105 °C. A perda ¢é de 51% a 57% do peso.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA.

Contagem do niumero total de micro-organismos
mesofilos (5.5.3.1.2). Cumpre o teste.

Pesquisa de micro-organismos patogénicos (5.5.3.1.3).
Cumpre o teste.

DOSEAMENTO

Pesar o equivalente a 0,4 g da amostra dessecada e
dissolver em 200 mL de agua. Adicionar 1 mL de acido
cloridrico. Aquecer até a ebulicdo e gradualmente,
adicionar em pequenas porgdes, com agitagdo constante,
excesso (cerca de 8 mL) de uma solugdo de cloreto de
bario a 12% (p/v). Aquecer a mistura em banho-maria
durante uma hora. Deixar decantar, filtrar o precipitado
¢ lavar com agua até que as aguas de lavagem estejam
livres de cloretos. Secar, calcinar e pesar. A massa
de sulfato de bario obtida multiplicado por 0,6086
representa o equivalente de Na SO,.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes herméticos, com temperatura nao
superior a 30 °C.

ROTULAGEM

Observar legislagdo vigente.

CLASSE TERAPEUTICA

Laxante.
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TIAMAZOL

Thiamazolum

CHNS; 114,17

47760 2

tiamazol; 08504
1,3-Diidro-1-metil-2 H-imidazol-2-tiona
[60-56-0]

Contém, no minimo, 98,0% e, no maximo 101,0% de

C,H,N,S, em relagdo a substancia dessecada.

DESCRICAO

Caracteristicas fisicas. PO cristalino branco ou

levemente amarelado.

Solubilidade. Facilmente soluvel em agua, cloreto de
metileno e etanol.

Constantes fisico-quimicas.

Faixa de fusao (5.2.2): 143 °C a 146 °C.

IDENTIFICACAO

A. O espectro de absor¢dao no infravermelho (5.2.14)
da amostra dessecada a 105 °C por 2 horas, e dispersa
em brometo de potassio, apresenta maximo de absorgdo
somente nos mesmos comprimentos de onda e com as
mesmas intensidades relativas daqueles observados
no espectro de tiamazol SQR, preparado de maneira
idéntica.

B. O espectro de absor¢do no ultravioleta (5.2.14), na
faixa de 200 nm a 300 nm, de solucdo a 0,0005% (p/v)
em solucdo de acido sulfurico a 0,28% (v/v), exibe
maximos de absor¢do em 211 nm ¢ em 251 nm. A razdo
entre os valores de absorvancia medidos em 251 nm ¢
211 nm esta compreendida entre 2,5 ¢ 2,7.

C. Proceder conforme descrito em Cromatografia em
camada delgada (5.2.17.1), utilizando silica-gel GF
como suporte, e mistura de hidroxido de amoénio, alcool
isopropilico e tolueno (1:24:75) como fase movel.
Aplicar, separadamente, a placa 10 uL de cada uma das
solugdes recentemente preparadas descritas a seguir.

Solugdo (1): solugdo a 1 mg/mL da amostra em metanol.

Solugdo (2): solugdao a 1 mg/mL de tiamazol SQR em
metanol.

Desenvolver o cromatograma. Remover a placa, deixar
secar ao ar. Examinar sob luz ultravioleta (254 nm). A
mancha no cromatograma obtido com a Solugdo (1),
corresponde em posi¢do, cor e intensidade aquela do
cromatograma obtido com a Solugdo (2). Expor a placa
ao vapor de iodo durante 30 minutos, o cromatograma
apresenta dois pontos claramente separados.

ENSAIOS DE PUREZA

Substincias  relacionadas. Proceder conforme
descrito em Cromatografia a gas (5.2.17.5). Utilizar
cromatografo a gas provido de detector de ionizacdo
de chamas, coluna capilar de 30 m de comprimento
e 0,25 mm de didmetro interno, preenchida com
polidifenildimetilsiloxano com especial desativagao
para compostos basicos, com espessura do filme de 0,5
mm; temperatura da coluna de 100 °C a 250 °C (100 °C
mantida durante 2 minutos ap6s a inje¢do, aumentada a
250 °C de 2 a 7 minutos e mantida a 250 °C durante o
periodo de 7 a 22 minutos), temperatura do injetor a 150
°C e temperatura do detector a 250 °C; utilizando hélio
como gas de arraste e auxiliar a chama do detector; fluxo
de 1,5 mL/minuto.

Solug¢do amostra: solugdo a 10 mg/mL da amostra em
cloroférmio.

Solugdo de referéncia (a): solugdo a 0,01 mg/mL da
amostra em cloroférmio.

Solu¢do de referéncia (b): dissolver 5 mg de
2,2-dimetoxi-N-metiletanamina SQR (Impureza A), 5
mg de 1-metil-1H-imidazol SQR (Impureza B) ¢ 5 mg de
1-metil-2-(metilsulfanil)-1H-imidazol SQR (Impureza
C) em cloroformio até completar 50 mL. Transferir 1
mL dessa solugdo para um baldo de 10 mL e completar o
volume com cloroférmio.

Tendo como referéncia o tempo de retengao do tiamazol
(6,5 minutos), o da Impureza A € 0,3; o da Impureza B é
de 0,4 e 0 da Impureza C ¢é de 0,7. Com fator de resolucao
minimo de 1,5 entre os picos das Impurezas A e B.

Procedimento: injetar, separadamente, 1 pL da Solucdo
dereferéncia (a) e daSolugdo de referéncia (b), utilizando
divisdo de fluxo de 3:20. Registrar os cromatogramas
e medir as areas sob os picos correspondentes ao
tiamazol. As areas obtidas com as Impurezas A, B e C
no cromatograma da Solu¢do de referéncia (a) ndo sdo
maiores do que as areas correspondentes obtidas com a
Solugdo de referéncia (b). Nenhuma area de qualquer
outra impureza ¢ maior do que a area do pico principal
obtido com a Solucgdo de referéncia (a) (0,1%). A soma
das areas sob todos os picos, exceto a do pico principal,
obtidos no cromatograma da Solugdo de referéncia (a),
ndo ¢ maior que 5 vezes a area sob o pico principal
(0,5%). Desconsiderar picos com area até 0,2 vezes a
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area do pico principal no cromatograma obtido com a
Solugdo de referéncia (a) (0,02%).

Selénio. Proceder conforme descrito em
Espectrofotometria de absor¢do no visivel (5.2.14).
Preparar as solu¢des como descrito a seguir.

Solu¢do de 2,3-diaminonaftaleno: dissolver 0,1 g
de 2,3-diaminonaftaleno e¢ 0,5 g de cloridrato de
hidroxilamina em &cido cloridrico 0,1 M e completar o
volume para 100 mL com o mesmo solvente. Preparar a
solu¢do no dia do ensaio.

Solu¢do padrdo: pesar, exatamente, cerca de 40 mg de
selénio, dissolver em 100 mL de acido nitrico diluido
(1:2), se necessario aquecer em banho-maria para
dissolver, transferir para baldo volumétrico de 1000 mL
com auxilio de agua, completar o volume com agua e
homogeneizar. Transferir 5 mL dessa solugdo para baldo
volumétrico de 200 mL e completar o volume com
agua. Transferir 3 mL dessa solugdo para béquer de 150
mL, adicionar 25 mL de agua ¢ 25 mL de 4cido nitrico
diluido (1: 30).

Solu¢do amostra: com 0,1 g da amostra proceder
conforme descrito em Méertodo de combustdao (5.3.3.3),
Meétodo do frasco de combustdo em pressdo atmosférica,
utilizando 25 mL de acido nitrico diluido (1:30) como
solugdo absorvedora. Concluida a combustao completa
da amostra, lavar a tampa com pequena por¢do de dgua
e transferir a solucdo para béquer, lavar o equipamento
com 25 mL de agua e junta-la a solugdo anterior. Ferver
suavemente por 10 minutos e esfriar até a temperatura
ambiente.

Solugdo branco: misturar 25 mL de agua e 25 mL de
acido nitrico diluido (1:30).

Procedimento: transferir a Soluc¢do amostra, a Solu¢do
padrdo e a Solucdo branco para béqueres separados,
ajustar o pH em 2,0 + 0,2 com soluc¢do de hidroxido de
amonio (1:2) e completar a volume para 60 mL com
agua. Transferir cada solucdo para funil de separagdo
ambar. Lavar cada béquer com 10 mL de dgua e juntar
a cada funil de separacdo respectivamente. Acrescentar
0,2 g de cloridrato de hidroxilamina, agitar suavemente
para solubilizar. Adicionar imediatamente 5 mL de
Solugdo de 2,3-diaminonaftaleno, agitar e deixar em
repouso por 100 minutos. Adicionar 5 mL de cicloexano
em cada funil de separacdo, agitar durante 2 minutos e
separar as fases. Centrifugar os extratos de cicloexano
para remover qualquer agua remanescente. Determinar
as absorvancias dos extratos de cicloexano da Soluc¢do
padrdo e da Solugcdo amostra em 378 nm. Utilizar
extrato de cicloexano da Solu¢do branco como branco.
A absorvancia da Solugdo amostra ndo € maior que a da
Solugdo padrao.

Metais pesados (5.3.2.3). Utilizar o Método 1. Realizar
o teste com 12 mL da solucdo obtida em Aspecto da
solugdo. Preparar solu¢do padrido utilizando Solugdo
padrdo de chumbo diluida (I ppm Pb). No maximo
0,001% (10 ppm).

Perda por dessecacido (5.2.9). Determinar em 1 g da
amostra, em estufa a 105 °C por 2 horas. No méaximo
0,5%.

Cinzas Sulfatadas (5.2.10). Determinar em 1 g de
amostra. No maximo 0,1%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA.

Contagem do numero total de micro-organismos
mesdfilos (5.5.3.1.2). Cumpre o teste.

Pesquisa de micro-organismos patogénicos (5.5.3.1.3).
Cumpre o teste.

DOSEAMENTO

Pesar, exatamente, cerca de 0,25 g da amostra, dissolver
em 75 mL de agua. Adicionar 15 mL de hidréxido de
sodio 0,1 M SV e misturar. Adicionar sob agitagdo
30 mL de nitrato de prata 0,1 M e 1 mL de azul de
bromotimol SI. Titular com hidréxido de sodio 0,1 M
SV até coloragdo azul esverdeado permanente. Cada mL
de hidréxido de sodio 0,1 M SV equivale a 11,417 mg
de C,HN,S.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes protegidos da luz.

ROTULAGEM

Observar a legislacao vigente.

CLASSE TERAPEUTICA

Inibidor da sintese de hormonios tireoidianos.

TINZAPARINA SODICA

Tinzaparinum natricum

A tinzaparina sodica é um sal sodico de heparina de
baixo peso molecular obtida por despolimerizagdo
enzimatica controlada da heparina de mucosa intestinal
suina, utilizando-se a heparinase de Flavobacterium
heparinum. A maioria dos componentes possuem uma
estrutura do acido 2-O-sulfo-4-enepiranosuronico
na regido da extremidade ndo redutora e uma 2N,6-
O-disulfo-D-glucosamina na regido da extremidade
redutora da cadeia.
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A tinzaparina sodica deve estar em conformidade com a
monografia Heparina de baixo peso molecular com as
modificagdes e exigéncias adicionais descritas a seguir.

A massa molecular média relativa varia de 5500 Da a
7500 Da, com um valor caracteristico proximo de 6500
Da. O grau de sulfatagdo ¢ de 1,8 a 2,5 por unidade
dissacaridica. A poténcia ndo deve ser inferior a 70 Ul
nem superior a 120 UI de atividade antifator Xa por
miligrama, calculado em relag@o a substancia dessecada.
A razdo da atividade antifator Xa pela a atividade
antifator Ila é entre 1,5 € 2,5.

IDENTIFICACAO

A. Proceder conforme descrito no teste A. de
Identificagdo da monografia Heparina de baixo peso
molecular, utilizar tinzaparina sédica padrio.

B. Proceder conforme descrito no teste B. de
Identificagdo da monografia Heparina de baixo peso
molecular. O espectro obtido deve ser similar ao da
tinzaparina padrao.

C. Proceder conforme descrito no teste C. de
Identificagdo da monografia Heparina de baixo peso
molecular. Os seguintes requisitos se aplicam: a massa
molecular média relativa varia de 5500 Da a 7500 Da; a
porcentagem em massa das cadeias inferiores a 2000 Da
ndo ¢ maior do que 10%; a porcentagem de cadeias com
peso molecular entre 2000 Da e 8000 Da pode variar
no maximo entre 60% e 72%; a porcentagem de cadeias
com peso molecular acima de 8000 Da pode variar de
22% a 36%.

CARACTERISTICAS

Aspecto da solucdo. Dissolver 1 g da amostraem 10 mL
de agua. A solugdo ¢ limpida (5.2.25).

ENSAIOS DE PUREZA

Absorvancia especifica. 8,0 a 12,5 em relagdo a
substincia dessecada, determinada a 231 nm. Dissolver
50 mg da amostra em 100 mL de acido cloridrico 0,01
M.

TRETINOINA

Tretinoinum

C, H.O

207728 722

300,44
tretinoina; 08848
Acido retindico
[302-79-4]

Contém, no minimo, 97,0% e, no maximo, 103,0% de

C,,H,,0,,em relagdo a substancia dessecada.

DESCRICAO

Caracteristicas fisicas. Po cristalino, amarelo ou laranja
claro.

Solubilidade. Praticamente insolivel em agua, solavel
em cloroféormio e metanol, pouco soluvel em éter etilico,
muito pouco soluvel em etanol.

Constantes fisico-quimicas.

Temperatura de fusdo (5.2.2): funde a 182 °C, com
decomposigao.

IDENTIFICACAO

Nota: proceder as andlises ao abrigo da luz direta e
empregar vidraria dmbar.

A. O espectro de absor¢do no infravermelho (5.2.14) da
amostra dispersa em brometo de potassio, previamente
dessecada, apresenta maximos de absor¢do somente
nos mesmos comprimentos de onda ¢ com as mesmas
intensidades relativas daqueles observados no espectro
de tretinoina SQR, preparado de maneira idéntica.

B. O tempo de retengdo do pico principal do
cromatograma da Solu¢do amostra, obtida no método B.
de Doseamento, corresponde aquele do pico principal da
Solugdo padrdo.

ENSAIOS DE PUREZA

Substincias relacionadas e Limite de Isotretinoina.
Proceder conforme descrito no método B. de
Doseamento. Preparar as Solugées (1), (2), (3), (4), e (5)
como descrito a seguir.

Solugdo (1): transferir 0,1 g da amostra, exatamente
pesados, para baldo volumétrico de 50 mL, dissolver
com metanol e completar o volume com o mesmo
solvente.
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Solugdo (2): transferir 10 mg de isotretinoina SQR,
exatamente pesados, para baldo volumétrico de 10 mL,
dissolver com metanol e completar o volume com o
mesmo solvente.

Solugdo (3): transferir 1 mL da Solugdo (2) para baldao
volumétrico de 25 mL e completar o volume com
metanol.

Solugdo (4): transferir 1 mL da Solugdo (2) ¢ 0,5 mL da
Solugdo (1) para baldo volumétrico de 25 mL, misturar e
completar o volume com metanol.

Solugdo (5): transferir 0,5 mL da Solugdo (1) para baldo
volumétrico de 100 mL e completar o volume com
metanol.

Procedimento: injetar separadamente 10 pL de cada uma
das Solugoes (1), (2), (3), (4) e (5). O desvio padrao da
area do pico principal ndo deve ser maior que 2% em
duas injecdes sucessivas. Na Solucdo (4) a resolugdo
entre tretinoina e isotretinoina nao pode ser menor que 2.

No cromatograma obtido com a Solugdo (1) a area do
pico exato da isotretinoina ndo pode ser maior que a area
do pico principal obtido no cromatograma da Solu¢do
(3) (2%) e a area resultante da soma das areas de todos
os picos obtidos na Solugdo (1), com excegdo dos picos
da tretinoina, do solvente e do pico da isotretinoina, ndo
pode ser maior que a area do pico principal obtido com a
Solugdo (5) (correspondente ao limite maximo de 0,5%
permitido de impurezas).

Metais pesados (5.3.2.3). Utilizar Método I. No maximo
0,002% (20 ppm).

Perda por dessecac¢io (5.2.9). Determinar em 1 g de
amostra, a temperatura ambiente, sob pressdo reduzida,
por 16 horas até peso constante. No maximo 0,5%.

Cinzas sulfatadas (5.2.10). Determinar em 1 g de
amostra. No maximo 0,1%.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA.

Contagem do nimero total de micro-organismos
mesdfilos (5.5.3.1.2). Cumpre o teste.

Pesquisa de micro-organismos patogénicos (5.5.3.1.3).
Cumpre o teste.

DOSEAMENTO
Empregar um dos métodos descritos a seguir.

A. Pesar, exatamente, cerca de 0,2 g da amostra e
dissolver em 70 mL de acetona. Titular com hidréxido
de tetrabutilamoénio 0,1 M SV. Determinar o ponto
final potenciometricamente. Cada mL de hidréxido de
tetrabutilamonio 0,1 M SV equivale a 30,044 mg de
C,H, O

207728 72"

B. Proceder conforme descrito em Cromatografia
a liguido de alta eficiéncia (5.2.17.4). Utilizar

cromatografo provido de detector ultravioleta a 353
nm; coluna de 150 mm de comprimento ¢ 4,6 mm de
diametro interno, empacotada com silica quimicamente
ligada a grupo octadecilsilano (10 um), mantida a
temperatura ambiente; fluxo da Fase movel de 1,0 mL/
minuto. Realizar a analise ao abrigo da luz direta.

Fase movel: metanol e agua (77:23), com 0,5% (v/v) de
acido acético glacial; se necessario, ajustar para obter
um tempo de reteng@o para a tretinoina em torno de 18
minutos.

Solug¢do amostra: dissolver quantidade exatamente
pesada da amostra em metanol para obter solucdo a
0,4 mg/mL. Transferir 5 mL dessa solugdo para baldo
volumétrico &mbar de 50 mL e completar o volume com
metanol, obtendo solugdo a 40 pg/mL.

Solu¢do padrdo: dissolver quantidade exatamente
pesada de tretinoina SQR em metanol para obter solugdo
a 0,4 mg/mL. Transferir 5 mL dessa solugdo para baldo
volumétrico ambar de 50 mL e completar o volume com
metanol, obtendo solugdo a 40 pg/mL.

Procedimento: injetar separadamente 20 uL da Solu¢do
padrdo e daSolugdo amostra, registrar os cromatogramas

e medir as areas dos picos. Calcular o teor de C, H, O,

na amostra a partir das respostas obtidas com a Solugdo
padrdo e com a Solugcdo amostra.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes herméticos, protegidos da luz,
temperatura ndo excedendo 25 °C.

ROTULAGEM

Observar a legislacao vigente.

CLASSE TERAPEUTICA

Queratolitico.

VACINA ADSORVIDA DIFTERIA,
TETANO, PERTUSSIS E
HAEMOPHILUS INFLUENZAE b
(CONJUGADA)

Vaccinum diphtheriae, tetani, pertussis
adsorbatum et haemophili stirpe b
conjugatum

A vacina adsorvida difteria, tétano, pertussis e
Haemophilus influenzae b (conjugada) ¢ uma vacina
combinada composta de anatoxinas diftérica e tetanica
e suspensdo de células inteiras mortas de Bordetella
pertussis e poliribosil-ribitol fosfato (PRP) purificado
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de Haemophilus influenzae b covalentemente ligado
a uma proteina carreadora, diluidas em solugdo salina
tamponada e adsorvidas pelo hidroxido de aluminio ou
fosfato de aluminio, podendo conter um conservante.
O produto pode ser apresentado como uma preparagao
liquida tetravalente no mesmo frasco ou com o
componente Haemophilus influenzae b liofilizado em
frasco-ampola, o qual é reconstituido, imediatamente
antes do uso, pela vacina adsorvida difteria, tétano e
pertussis.

Componente diftérico: a anatoxina diftérica purificada
cumpre com as especificacdes de produgdo e controles,
descritos na monografia de Vacina adsorvida difteria e
tétano infantil.

Componente tetdnico: a anatoxina tetanica purificada
cumpre com as especificagdes de produgio e controles,
descritos na monografia de Toxoide tetdanico adsorvido.

Componente pertussis: a vacina pertussis cumpre com
as especificacdes de producdo e controles, descritos
na monografia de Vacina adsorvida difteria, tétano e
pertussis.

Componente  polissacarideo: ~ cumpre com  as
especificacdes de producdo e controles, descritos
na monografia de Vacina Haemophilus influenzae b
(conjugada).

Nos ensaios de poténcia na vacina combinada, pode ser
utilizada, como referéncia, uma vacina combinada ou
cada um dos seus antigenos em separado. Caso isso ndo
seja possivel devido a interagdo entre os componentes
da vacina combinada ou diferenga na composicgao entre
a vacina de referéncia monocomponente ¢ a vacina
sob teste, um lote de vacina combinada que tenha
mostrado efetividade em estudo clinico ou entdo um lote
representativo ¢ usado como vacina de referéncia. Na
producdo de um lote representativo é necessario seguir
rigorosamente o processo de producdo utilizado para o
lote testado em estudo clinico. A vacina de referéncia
pode ser estabelecida por um método adequado que ndo
interfere no procedimento do ensaio.

As vacinas produto acabado a granel sdo preparadas
separadamente, sendo uma delas pela adsor¢do, em
compostos de aluminio, de quantidades determinadas de
anatoxinas diftérica e tetanica, células inteiras mortas de
B. pertussis e a outra com o componente Haemophilus
influenzae b. O produto também pode ser formulado pela
adsor¢do, em compostos de aluminio, de quantidades
determinadas de anatoxinas diftérica e tetanica, células
inteiras mortas de B. pertussis ¢ PRP conjugado. Um
conservante adequado pode ser adicionado no produto.
Antes do envase, amostras do produto sdo submetidas
aos controles de esterilidade, pH, toxicidade especifica
para pertussis, formaldeido residual, preservativo
antimicrobiano, aluminio, determinagdo de atividade
imunogénica para os componentes diftérico, tetdnico,
pertussis e polissacarideo residual.

Os produtos sdo envasados em recipientes adequados,
rotulados e submetidos aos controles requeridos.

As vacinas preparadas como produto acabado a granel,
assim como envasadas, separadamente, uma delas
contendo os componentes diftérico, tetanico e pertussis
e a outra o componente Haemophilus influenzae b,
devem estar de acordo com as respectivas monografias
de Vacina adsorvida difteria, tétano e pertussis ¢ Vacina
Haemophilus influenzae b (conjugada).

IDENTIFICACAO

Dissolver a amostra da vacina adsorvida com citrato de
sodio a pH 9,0 para obter solugdo a 10% (p/v). Manter a
37 °C durante aproximadamente 16 horas e centrifugar.
Utilizar o liquido sobrenadante para identificar cada um
dos componentes, diftérico ou tetdnico. Ressuspender
o precipitado para identificar o componente pertussis.
Outros métodos adequados podem ser utilizados para
separacdo do adjuvante.

Componente diftérico. Cumpre os testes de
Identificagdo para Componente diftérico descritos
na monografia de Vacina adsorvida difteria e tétano
infantil.

Componente tetanico. Cumpre os testes de Identificagdo
descritos na monografia de Toxoide tetanico adsorvido.

Componente pertussis. Cumpre os testes de
Identificagdo para Componente pertussis descritos
na monografia de Vacina adsorvida difteria, tétano e
pertussis.

Componente Haemophilus influenzae b. Cumpre
os testes de Identificagdo descritos na monografia de
Vacina Haemophilus influenzae b (conjugada).

CARACTERISTICAS

pH (5.2.19). Determinar o pH na amostra da vacina
liquida tetravalente ou, no caso do componente
haemophilus liofilizado, o pH deve ser determinado ap6s
a reconstitui¢do com o diluente adequado. Os limites
devem ser determinados pelo histérico no registro do
produto.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Cumpre os testes descritos em Ensaios fisico-quimicos
das monografias Vacina Haemophilus influenzae b
(conjugada) e Vacina adsorvida difteria, tétano e
pertussis.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Cumpre os testes descritos em Testes de seguranga
biologica das monografias Vacina Haemophilus
influenzae b (conjugada) ¢ Vacina adsorvida difteria,
tétano e pertussis.
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DOSEAMENTO
Componente diftérico

Cumpre o Doseamento descrito na monografia de
Vacina adsorvida difteria e tétano infantil. E facultada
ao produtor a utilizagdo do resultado obtido no produto
antes do envase.

Componente tetinico

Cumpre o Doseamento descrito na monografia de
Toxoide tetdnico adsorvido. E facultada ao produtor
a utilizagdo do resultado obtido no produto antes do
envase.

Componente pertussis

Cumpre o Doseamento descrito na monografia de
Vacina adsorvida difteria, tétano e pertussis. E facultada
ao produtor a utilizagdo do resultado obtido no produto
antes do envase.

Componente Haemophilus influenzae b

Cumpre o Doseamento descrito na monografia de Vacina
Haemophilus influenzae b (conjugada). E facultada ao
produtor a utilizagdo do resultado obtido no produto
antes do envase.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas
para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislag@o vigente.

VACINA ADSORVIDA DIFTERIA,
TETANO, PERTUSSIS, HEPATITE B
(RECOMBINANTE) E HAEMOPHILUS
INFLUENZAE b (CONJUGADA)

Vaccinum diphtheriae, tetani, pertussis,
hepatitidis B adsorbatum et haemophili
stirpe b conjugatum

A vacina adsorvida difteria, tétano, pertussis, hepatite
B (recombinante) e Haemophilus influenzae b
(conjugada) ¢ uma vacina combinada composta de
anatoxinas diftérica e tetanica, suspensdo de células
inteiras mortas de Bordetella pertussis, suspensido de

antigeno (HBsAg) purificado da superficie do virus da
hepatite B, poliribosil-ribitol fosfato (PRP) purificado
de Haemophilus influenzae b covalentemente ligado
a uma proteina carreadora, diluidas em solugdo salina
tamponada e adsorvidas pelo hidroxido de aluminio ou
fosfato de aluminio, podendo conter um conservante.
O produto pode ser apresentado com o componente
Haemophilus influenzae b em um frasco-ampola
separado, o qual é misturado aos outros componentes da
vacina imediatamente antes do uso.

Componente diftérico: a anatoxina diftérica purificada
cumpre as especificacdes de producdo e controles,
descritos na monografia de Vacina adsorvida difteria e
tétano infantil.

Componente tetdnico: a anatoxina tetanica purificada
cumpre com as especificagdes de produgao e controles,
descritos na monografia de Toxoide tetdnico adsorvido.

Componente pertussis: a vacina pertussis cumpre com
as especificagdes de producdo e controles, descritos
na monografia de Vacina adsorvida difteria, tétano e
pertussis.

Componente hepatite B: a vacina hepatite B cumpre com
as especificacdes de producdo e controles, descritos na
monografia de Vacina hepatite B (recombinante).

Componente  Polissacarideo:  cumpre com  as
especificagdes de producdo e controles, descritos
na monografia de Vacina Haemophilus influenzae b
(conjugada).

Se a wvacina ¢ apresentada com o componente
Haemophilus influenzae b em frasco-ampola separado,
os ensaios realizados nos componentes difteria, tétano,
pertussis e hepatite B devem mostrar consisténcia em
um numero adequado de lotes da vacina combinada
reconstituida antes do uso. Para controles de rotina
subsequentes, os testes realizados nesses componentes
devem ser desenvolvidos sem a mistura com o
componente Haemophilus influenzae b.

Nos ensaios de poténcia na vacina combinada pode ser
utilizada, como referéncia, uma vacina combinada ou
cada um dos seus antigenos em separado. Caso isso nao
seja possivel devido a interagdo entre os componentes
da vacina combinada ou diferenca na composi¢ao entre
a vacina de referéncia monocomponente e a vacina
sob teste, um lote de vacina combinada que tenha
mostrado efetividade em estudo clinico ou entdo um lote
representativo ¢ usado como vacina de referéncia. Na
producdo de um lote representativo ¢ necessario seguir
rigorosamente o processo de produgdo utilizado para o
lote testado em estudo clinico. A vacina de referéncia
pode ser estabelecida por um método adequado que ndo
interfere no procedimento do ensaio.

As vacinas produto acabado a granel s@o preparadas
separadamente, sendo uma delas pela adsor¢do, em
compostos de aluminio, de quantidades determinadas
de anatoxinas diftérica e tetdnica, células inteiras
mortas de B. pertussis ¢ hepatite B (recombinante) e a
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outra com o componente Haemophilus influenzae b. O
produto também pode ser formulado pela adsor¢do, em
compostos de aluminio, de quantidades determinadas de
anatoxinas diftérica e tetanica, células inteiras mortas de
B. pertussis, PRP conjugado ¢ hepatite B (recombinante).
Um preservativo antimicrobiano adequado pode ser
adicionado no produto. Antes do envase, amostras do
produto sdo submetidas aos controles de esterilidade,
pH, toxicidade especifica para pertussis, formaldeido
residual, preservativo antimicrobiano, aluminio,
determinagdo de atividade imunogénica para os
componentes diftérico, tetanico, pertussis, hepatite B e
polissacarideo residual.

Os produtos sdo envasados em recipientes adequados,
rotulados e submetidos aos controles requeridos.

As vacinas preparadas como produto acabado a granel,
assim como envasadas, separadamente, uma delas
contendo os componentes diftérico, tetanico, pertussis
e hepatite B, e a outra o componente Haemophilus
influenzae b, devem estar de acordo com as respectivas
monografias de Vacina adsorvida difteria, tétano e
pertussis, Vacina hepatite B (recombinante) e Vacina
Haemophilus influenzae b (conjugada).

IDENTIFICACAO

Dissolver a amostra da vacina adsorvida com citrato de
sodio a pH 9,0 para se obter solug@o a 10% (p/v). Manter
a 37 °C por aproximadamente 16 horas e centrifugar.
Utilizar o liquido sobrenadante para identificar cada um
dos componentes, diftérico ou tetdnico. Ressuspender
o precipitado para identificar o componente pertussis.
Outros métodos adequados podem ser utilizados para
separacdo do adjuvante.

Componente diftérico. Cumpre a Identificagdo descrita
na monografia de Vacina adsorvida difteria e tétano
infantil.

Componente tetinico. Cumpre a Identificagdo descrita
na monografia de Toxoide tetanico adsorvido.

Componente pertussis. Cumpre a /dentificagdo descrita
na monografia de Vacina adsorvida difteria, tétano e
pertussis.

Componente hepatite B. Cumpre a Identificagdo
descrita na monografia de Vacina hepatite B
(recombinante).

Componente Haemophilus influenzae b. Cumpre
os testes de Identificagdo descritos na monografia de
Vacina Haemophilus influenzae b (conjugada).

CARACTERISTICAS

pH (5.2.19). Determinar o pH na amostra da vacina
liquida pentavalente ou, no caso do componente
haemophilus liofilizado, o pH deve ser determinado ap6s
a reconstitui¢do com o diluente adequado. Os limites

devem ser determinados pelo historico no registro do
produto.

ENSAIOS FISICO-QUIMICOS

Realizar os ensaios requeridos em Ensaios fisico-
quimicos, descritos nas monografias Vacina adsorvida
difteria, tétano e pertussis, Vacina hepatite B
(recombinante) e Vacina Haemophilus influenzae b
(conjugada).

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Realizar os ensaios requeridos em Testes de seguranca
bioldgica, descritos nas monografias Vacina adsorvida
difteria, tétano e pertussis, Vacina hepatite B
(recombinante) e Vacina Haemophilus influenzae b
(conjugada).

DOSEAMENTO
Componente diftérico

Cumpre o Doseamento descrito na monografia de
Vacina adsorvida difteria e tétano infantil. E facultada
ao produtor a utilizagdo do resultado obtido no produto
antes do envase.

Componente tetinico

Cumpre o Doseamento descrito na monografia de
Toxoide tetdnico adsorvido. E facultada ao produtor
a utilizagdo do resultado obtido no produto antes do
envase.

Componente pertussis

Cumpre o Doseamento descrito na monografia de
Vacina adsorvida difteria, tétano e pertussis. E facultada
ao produtor a utilizagdo do resultado obtido no produto
antes do envase.

Componente hepatite B

Cumpre o Doseamento descrito na monografia de Vacina
hepatite B (recombinante). E facultada ao produtor
a utilizacdo do resultado obtido no produto antes do
envase.

Componente Haemophilus influenzae b

Cumpre o Doseamento descrito na monografia de Vacina
Haemophilus influenzae b (conjugada). E facultada ao
produtor a utilizagdo do resultado obtido no produto
antes do envase.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Vacinas para
uso humano.
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ROTULAGEM

Observar a legislagao vigente.

VACINA HAEMOPHILUS INFLUENZAE
b (CONJUGADA)

Vaccinum haemophili stirpe b conjugatum

A vacina Haemophilus influenzae b (conjugada) é uma
preparagdo liquida ou liofilizada de polissacarideo
capsular, obtido a partir de uma cepa de Haemophilus
influenzae tipo b, covalentemente ligado a uma proteina
carreadora.

O polissacarideo de ribosil-ribitol-5-fosfato (PRP) ¢ um
polimero composto de unidades alternadas de ribose e
ribitol, covalentemente agrupadas por um fosfato por
meio de ligagoes de fosfatodiéster. A proteina carreadora,
quando conjugada ao polissacarideo, ¢ capaz de induzir
uma resposta imunologica dependente de célula-T.

A producao do polissacarideo tipo B ¢ baseada no sistema
de lote semente, que ¢ uma quantidade de ampolas
contendo H. influenzae tipo b liofilizado, de composigdo
uniforme, obtido a partir de uma cepa liofilizada de
procedéncia conhecida. Os meios de cultura utilizados
para preservar a viabilidade da cepa liofilizada, ou
congelada, ndo devem ser constituidos de proteinas de
origem animal. E recomendado que o PRP produzido
pelo lote semente seja caracterizado por espectrometria
de ressonancia magnética nuclear.

O micro-organismo H. influenzaetipob é cultivado em um
meio liquido, adequado que ndo contém polissacarideos
de alto peso molecular. Se algum componente do meio
contiver substancias originarias do sangue, 0 processo
deve ser validado para comprovar que ap6s a purificagdo
elas ndo sdo detectadas. Ao final do cultivo verifica-se a
pureza da cultura por exame microscopico, inoculagdo
da amostra em meios de cultivo adequados e aglutinagdo
da cultura com anti-soro especifico. A cultura pode
ser inativada. O PRP ¢ separado do meio de cultivo e
purificado por um método adequado.

POLISSACARIDEO HAEMOPHILUS INFLUENZAE
(PRP)

O polissacarideo purificado somente pode ser utilizado
na preparagdo do conjugado se cumprir os seguintes
requisitos.

Identificagdo. O PRP ¢ identificado por um Método
imunoquimico (5.6) ou outro método validado, como
espectrometria por ressonancia magnética nuclear.

Umidade. O teor de umidade do polissacarideo ¢é
determinado por analise termogravimétrica em balanca
de lampada haldgena. A perda de peso ¢ determinada em

uma amostra seca a 60°C durante 60 minutos. Transferir
120 mg da amostra para naveta, programar o analisador
de umidade e, ap6s o término da analise, transferir
quantitativamente a amostra para um baldo volumétrico
de 10 mL e adicionar agua ultrapurificada.

Distribuicdo por tamanho molecular. Corresponde a
porcentagem de PRP, eluido antes de um dado valor de
coeficiente de distribuig¢do (Kd)ou dentro de uma faixa de
valores de Kd. A distribui¢do das dimensdes moleculares
do PRP pode ser determinada por Cromatografia liquida
de alta eficiéncia (5.2.17.4) de exclusdo por tamanho.
O método ¢ realizado usando-se coluna de gel filtracdo
de 300 x 7,8 mm para particulas de 10 um, com fluxo
de Fase movel de 0,3 mL/min. As colunas sdo mantidas
a uma temperatura constante de 25 °C. A eluigdo ¢
monitorada usando-se um detector refractométrico para
analise de PRP.

Fase movel: preparar solugdo de cloreto de sodio 0,2 M
e trometamina 0,01 M. Homogeneizar e, se necessario,
ajustar para o pH 7,0. Filtrar através de um filtro de
membrana de 0,45 um antes do uso.

Solug¢do de PRP: preparar solugdo de PRP a 4 mg/mL
em Fase movel.

Injetar 100 pL de amostras da solugdo de polissacarideo
a cada 60 minutos.

Para analise dos dados, é necessaria a determinagdo do
volume de exclusdo total (V) e do volume de inclusdo
total (Vt). OV e o Vtsido determinados, respectivamente,
com dextrana com peso molecular proximo a Kd= 0,3
¢ azida sddica.

Os polissacarideos contém uma fracdo de alto peso
molecular eluindo no volume morto. O volume de
elui¢do desses polissacarideos de alto peso molecular,
também, pode ser usado para determinar o volume morto
da coluna. Na determinacdo da distribui¢do de peso
molecular, o valor de Kd ¢ determinado pela equacao:

_Ve-Vo

Kd =
Vt—Vo

J- Rt(Ve)— Rt(Vo)
~ Rt(Vt) - Rt(Vo)

ou

em que

Rt (Ve) = tempo de retenc¢ao do polissacarideo analisado;
Rt (Vo) = tempo de retengdo de Vo;

Rt (Vt) = tempo de retengdo de Vt.

Para calcular a quantidade de polissacarideo eluido a um
Kd £0,30, o volume de eluigdo correspondente a um Kd
= 0,30 ¢ determinado segundo a expressdo:
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Ve =[3,0(Vt—Vo)]+ Vo

Com o valor de Ve, a porcentagem de polissacarideo
eluido a Kd < 0,30 é entdo determinada marcando esse
valor no cromatograma e integrando a area do pico até
esse ponto.

Um valor aceitavel ¢ estabelecido, especificamente, para
o produto e cada partida de PRP deve cumprir com esse
limite. Os limites para produtos aprovados, utilizando
as fases estaciondrias indicadas, sdo registrados, para
informagao, na Tabela 1.

O método de Cromatografia liquida (5.2.17.4) de
detecgdo por espalhamento de luz também pode ser
utilizado.

Outros métodos validados, como determinagdo do
grau de polimerizacdo ou do peso molecular médio e a
dispersao das massas moleculares, podem substituir o
teste para Distribui¢do por tamanho molecular descrito.

Concentracio de PRP. A concentragio de PRP
¢ determinada por Méfodo imunoquimico (5.6),
Cromatografia liquida de troca anidonica com
detec¢do amperométrica pulsada (5.2.17.3) ou Ribose
por espectrofotometria (Orcinol). Se for utilizado
o teor de ribose, proceder conforme descrito em
Espectrofotometria de absor¢do no visivel (5.2.14).

Solu¢do padrdo de D-ribose: diluir D-ribose em agua
destilada para a obtencdo de uma solugdo a 25 pg/mL.
Distribuir e armazenar as aliquotas a -20 °C.

% D -ribose =

massa de D - ribose (i g) obtida da curva padrdo

Solugdo A: pesar, exatamente, cerca de 50 mg de cloreto
de ferro hexa-hidratado e dissolver em 100 mL de acido
cloridrico concentrado.

Reagente de orcinol: pesar 375 mg de orcinol
monoidratado e dissolver em 5 mL de etanol a 96%
(v/v). Misturar a Solu¢do A na proporgéo de 1:20.

O polissacarideo Hib ¢ um polimero de ribosil-ribitol-
5-fosfato e pode ser quantificado medindo-se o teor
de ribose. A determinagdo do teor de ribose baseia-se
na medigdo espectrofotométrica da absorvancia de um
complexo de coloragdo verde, formado pela reacdo
entre o Reagente de orcinol e a ribose nas subunidades
do polimero. Dentro da faixa da anélise, a absorvancia
¢ proporcional a concentragdo de ribose. Para a curva
analitica, pipetar, para cada um de 5 tubos de ensaio,
0 uL, 100 pL, 200 pL, 300 pL e 400 pL de Solugdo
padrdo de D-ribose. Adicionar agua destilada a cada
um dos tubos até¢ 400 uL. Para a andlise, dissolver o
polissacarideo purificado para 0,05 mg/mL em &gua
destilada e pipetar 400 pL da solugdo amostra para os
tubos. Adicionar a cada tubo 800 puL de Reagente de
orcinol e coloca-los a 100 °C por 20 minutos. Deixar
esfriar a temperatura ambiente e ler a absorbancia a
669 nm. Os teores de ribose das amostras obtidas da
curva analitica sdo expressos em microgramas de ribose
por mililitro versus a massa do polissacarideo seco.
Calcular o porcentual (p/p) de D-ribose de acordo com
a expressao:

x 100

massa de polissacarideo (i g)

O limite minimo deve estar de acordo com o registro do
produto aprovado pela autoridade regulatéria nacional.

Fésforo. Proceder  conforme descrito em
Espectrofotometria de absor¢do no visivel (5.2.14). O
método pode ser baseado na medida espectrofotométrica
da absorbancia da coloragio azul formada pela redugdo
de um complexo fosfomolibdico pelo acido ascorbico.

Solu¢do padrao: dissolver 109,7 mg de fosfato de
potassio monobasico em 250 mL de agua destilada.
Diluir 5 mL da solugdo anterior para 100 mL com agua
destilada.

Solugdo A: pesar 2,5 g de molibdato de amodnio e
adicionar 100 mL de 4gua destilada.

Solugdo B: no momento do uso, pesar 10 g de acido
ascorbico e adicionar 100 mL de 4gua destilada.

Solu¢do C (Complexo fosfomolibdico e acido ascorbico):
no momento do uso, misturar as solugdes na seguinte
ordem: 1 volume de 4cido sulfarico 3 M, 1 volume de
Solugdo A, 2 volumes de agua destilada e 1 volume de
Solugdo B.

Reativo de mineralizagdo: 5 mL de acido sulfarico
concentrado e 5 mL de acido perclorico a 70% (p/p).

Dissolver 25 mg de polissacarideo purificado em 50 mL
de 4gua destilada. Para a mineralizagao, pipetar 100 uL
dessa solu¢do em um tubo de ensaio e adicionar 100 uL
de Reativo de mineralizacdo. O teste é realizado em
triplicata. Aquecer a 250 °C até que haja descoloracao
completa (4 horas). O branco (1 mL de dgua destilada)
e as solugdes padrdo (0,5 mL, 1,0 mL, 1,5 mL e 2,0 mL
de Solugdo padrado) sdo tratados de forma idéntica. Para
o desenvolvimento de coloragdo, apos esfriar cada tubo,
adicionar 4 mL de Solugdo C. Aquecer o contetido dos
tubos a 37 °C por 120 minutos para desenvolver uma
coloragdo azul do complexo fosfomolibdico. Medir a
absorvancia das solu¢des amostras e padrdes a 8§25 nm
utilizando o branco como célula de referéncia. O teor
de fosforo da amostra ¢ determinado utilizando-se uma
curva de calibracdo estabelecida a partir dos valores
obtidos para as solugdes padrao. Calcular o porcentual
de fosforo através da formula:
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% de fosforo =

concentragdo da amostra obtida na curva padréo (i g/tubo)

x 100

0,1 x concentragdo da amostra (i g de polissacarideo seco/mL)

Os limites devem estar de acordo com o registro do
produto aprovado pela autoridade regulatoria nacional.

Proteina.  Proceder  conforme  descrito em
Espectrofotometria de absor¢do no visivel (5.2.14). O
ensaio sugerido ¢ baseado no método de Lowry, em que
ha desenvolvimento da coloragdo azul do quelato de
cobre em presenga de proteinas.

Solugdo estoque padrdo de albumina de soro bovino:
pesar 20 mg de albumina bovina (BSA) e completar para
100 mL com agua destilada.

Solugdo alcalina de cobre: misturar 0,5 mL de tartarato
de sodio e potassio a 2% (p/v) em agua destilada, com
0,5 mL de sulfato ciprico penta-hidratado a 1% (p/v)
em agua destilada. Ajustar para 50 mL com carbonato de
sodio a 2% (p/v) em hidréxido de soédio 0,1 M.

Reagente Folin diluido: misturar 50 mL de reagente
fosfomolibdotingstico (reagente de Folin-Ciocalteau-

% de proteina =

concentragdo obtida da curva padrido (i g/tubo)

fenol) com 50 mL de agua destilada. Esta solugdo tem
de ser preparada no momento do uso.

Em tubos de ensaio adicionar 0 puL, 10 puL, 25 pL, 50
uL 100 pL e 200 uL da Solugdo estoque padrdo de
albumina de soro bovino. Ajustar o volume em cada
tubo para 200 uL com agua destilada. Se necessario,
diluir as amostras contendo cerca de 10 mg/mL de
polissacarideo dessecado e adicionar 200 uL em cada
tubo. Adicionar 200 pL de agua destilada como solugdo
branco. Adicionar aos tubos de solu¢des padrao, branco
e amostra na seguinte ordem: 1 mL de Solu¢do alcalina
de cobre, misturar e deixar reagir por 10 minutos; 100 uL
de Reagente Folin diluido, misturando imediatamente.
Apos 30 minutos, as solugdes sdo centrifugadas e as
absorvancias das solugdes padrdo e das solugdes amostra
sdo medidas a 750 nm. A concentragdo de proteina na
amostra ¢ expressa como microgramas por mililitro.
Calcular a porcentagem de proteina de acordo com a
expressao:

x 100

concentragdo da amostra (i g de polissacarideo seco/mL)

No maximo 1% (p/p), calculado em relagdo a base seca.

Acido nucleico. Proceder conforme descrito em
Espectrofotometria no ultravioleta (5.2.14). O é4cido
nucleico residual de uma amostra contendo pelo menos

1 mg/mL de polissacarideo dessecado ¢ medido por
espectrofotometria de absor¢do no ultravioleta em 260
nm. A absorvancia de uma solugdo de acido nucleico
aquoso a 10 g/L em uma célula espectrofotométrica de 1
cm de largura a 260 nm ¢é de 200.

leitura da amostra x 50

% de acido nucleico =

x 100

massa de polissacarideo seco (mg)

No maximo 1% (p/p), calculado em relagdo a base seca.

Reagentes residuais. Quando for relevante, devem
ser realizados testes para determinar residuos de
reagentes utilizados durante a inativagdo e purificacao.
Um valor aceitavel para cada reagente ¢ estabelecido
especificamente para o produto e cada partida de PRP
deve cumprir com esse limite. Caso os métodos para
remogao de um reagente residual tenham sido validados,
o teste no PRP pode ser omitido.

Endotoxinas bacterianas (5.5.2.2). No maximo 10 UE/
pg de PRP.

PROTEINA CARREADORA

A proteina carreadora, quando conjugada ao PRP,
deve ser capaz de induzir uma atividade imunogénica
adequada. As proteinas sdo produzidas por meio
da cultura dos respectivos microrganismos, na qual
¢ verificada a pureza bacteriana. O cultivo pode
ser inativado e a proteina ¢ purificada por métodos

adequados. As proteinas aprovadas e seus respectivos
métodos de conjugacdo sdo informados na Tabela 1.

Componente diftérico. A anatoxina diftérica ¢
produzida como descrito na monografia de Vacina
adsorvida difteria e tétano infantil. Cumpre com os
requisitos para anatoxina diftérica purificada, exceto
para o teste de esterilidade, o qual ndo ¢é requerido.

Componente tetanico. A anatoxina tetanica ¢ produzida
como descrito na monografia de Toxoide tetanico
adsorvido. Cumpre com 0s requisitos para anatoxina
tetanica purificada, exceto para o teste de esterilidade, o
qual ndo € requerido.

Proteina diftérica CRM 197. Contém, no minimo, 90%
de proteina diftérica CRM 197, determinada por um
método adequado. Alguns testes devem ser realizados,
para validagdo ou rotineiramente, para demonstrar
auséncia de toxicidade no produto.

A proteina a ser utilizada na conjugagdo deve cumprir
com 0s seguintes requisitos.
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No caso de se utilizar como proteina carreadora o
complexo proteico da membrana externa de Neisseria
meningitidis grupo B (OMP), proceder ao teste de

Pirogénios (5.5.2.1). Injetar em cada coelho 0,25 pg de
OMP por quilograma de peso corporeo.

Tabela 1 — Caracteristicas do produto e especificagdes para o PRP e proteina carreadora.

Carreador Polissacarideo Ha- Coniugacio
emophilus Jugae
Quantidade . Quantida- Método de
. . Tipo de . .
Tipo Pureza nominal PRP de nominal . Procedimento
por dose por dose conjugacao
PRP de
peso Anatoxina diftérica
Maior do reduzido Ativagdo ativada (D-AH"),
Anatoxina | que 1500 18 ) 25 do PRP por .
Diftérica | Lf/mg de HE Kd:0,6-0,7 HE brometo de ativagdo do PRP
nitrogénio cianogénio por brometo de
cianogénio
Maior do PRP > . PRP ativado-HA
Anatoxina | que 1500 20 50% 10 Mediada por (PRP-cov.-HA) +
Tetanica Lf/mg de HE HE T Anatoxina Teta-
. >~ carbodiimida -
nitrogénio Kd<0,30 nica + EDAC
PRP de Aminagéo re-
Proteina Maior do peso dutora (método | Conjugagdo direta do
Diftérica que 90% 25 reduzido 10 de 1 passo) ou | PRP com a proteina
de proteina HE HE ativagdo por CRM 197 ativagdo
CRM 197 | diftérica Dp=15-35 N-hidroxi- cianoborohidrida
ou 10-35 succinimida
PRP de
peso
reduzido
Membrana Vesiculas Kd<0,6
roteica proteicas da usar_l d(; ’ Ativagdo do PRP
Externa de membrana 125 upgou | agarose por CDIPRP-IM
Meningo- externa: 5 (l)l & di lieacio 7,5 ou 15 ng | Ligagdo tioéter |+ BuA2 + BrAc =
o gmpo < 8% de HE szg dz PRP-BuA2-BrAc
. o N .
B (OMP) llpopf)hs para cro- OMP tioativada
sacarideo
matografia
RouM >
50x 103

O PRP ¢ modificado quimicamente para permitir a
conjugacdo, sendo parcialmente despolimerizado antes
ou apds o procedimento. Antes da conjugacdo, grupos
funcionais ativos podem ser introduzidos na proteina
ou no PRP. Para determinar a consisténcia, a extensio
da derivagdo ¢ monitorada nessa etapa da produgio.
O conjugado ¢ obtido pela ligacdo covalente de PRP ¢
proteina. Os grupos funcionais residuais ndo reativos,
mas potencialmente reatogénicos, podem estar presentes
ap6s o processo de conjugagdo. O processo deve ser
validado para comprovar que grupos funcionais reativos
ndo permanecem apds a producdo. O conjugado ¢ entdo
purificado para remogdo de reagentes ¢ submetido aos
controles relacionados a seguir. Os limites aplicados para
alguns desses controles estdo listados na Tabela 2. Para
uma vacina liofilizada, a qual é submetida ao processo de

liofilizag@o que pode afetar o componente a ser analisado,
alguns testes podem ser realizados no lote final.

Concentracdo de PRP. A concentragio de PRP
¢ determinada por Método imunoquimico (5.6),
Cromatografia liquida de troca anionica com
detec¢do amperométrica pulsada (5.2.17.3) ou Ribose.
Quando o teor de polissacarideo for determinado pela
concentragdo de ribose, proceder conforme descrito em
Concentragdo de PRP, em Polissacarideo Haemophilus
influenzae (PRP). O teor de polissacarideo ¢ calculado
multiplicando-se o teor de ribose, expresso em
micrograma por mililitro, pelo fator 2,488.

Proteina livre. A concentragdo pode ser determinada
diretamente por um método adequado ou por derivagao,
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por meio do célculo dos resultados de outros testes. O
valor deve estar dentro dos limites aprovados para o
produto.

Proteina. Proceder conforme descrito em Proteina,
em Polissacarideo Haemophilus influenzae (PRP). O
resultado ¢ calculado em microgramas por mililitro.

Razdo Polissacarideo/Proteina. Quociente entre
concentragdo de polissacarideo e concentragdo proteica.
Para cada conjugado, a relagdo deve estar de acordo com
a faixa aprovada no registro do produto aprovado pela
autoridade regulatoria nacional.

Reagentes residuais. A remoc¢ao de
reagentes residuais tais como: ciancto, EDAC
(etildimetilaminopropilcarbodiimida) e fenol, ¢
confirmada por testes adequados ou por validagdo do
processo.

Distribuicio por tamanho molecular. Proceder
conforme descrito em Distribuicdo por tamanho

molecular, em Polissacarideo Haemophilus influenzae
(PRP).

Para calcular a quantidade do conjugado eluido a um Kd
<0,20, o volume de eluigdo correspondente a um Kd =
0,20 ¢ determinado segundo a expressdo:

Ve=[0,2(Vt-Vo)]+ Vo

Com o valor de Ve, a porcentagem de polissacarideo
eluido a Kd < 0,20 € entdo determinada, marcando esse
valor no cromatograma e integrando a area do pico até
esse ponto.

Para o conjugado, o valor aceitavel deve estar de acordo
com o registro do produto aprovado pela autoridade
regulatdria nacional.

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste. Utilizar para
cada meio de cultivo 10 mL ou o equivalente a 100
doses, o que for menor.

Tabela 2 — Requisitos para o conjugado a granel.

Proteina carreadora
L Membrana
Teste Anatoxina Anatoxina Proteina diftérica proteica externa
diftérica tetdnica CRM 197 de Meningococo
grupo B (OMP)
PRP livre <37% <20% <25% <15%
< 1% ou < 2%,
Proteina livre <4% <1% depe’ndendo Nao aplicavel
do método de
conjugacao
Razdo PRP/ Proteina 1,25-1,8 0,30-0,6 0,3-0,7 0,05-0,1
> 80% para
Peso molecular (Kd):
Kd< 0,20
agarose de ligagdo
cruzada para 95% < 0,75 60% < 0,2
cromatografia
— 50% 0,3-0,6 85%<0,3
agarose de ligacdo
cruzada para 0,6 -0,7 85% < 0,5
cromatografia

No preparo da vacina, produto acabado a granel,
pode ser adicionado um adjuvante, um conservante
antimicrobiano e um estabilizador, antes da dilui¢ao
final com diluente adequado. Antes do envase, amostras
do produto sdo submetidas aos controles a seguir.

Timerosal. Quando aplicavel, proceder conforme
descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No
maximo 200 ppm.

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

O produto ¢ envasado em recipientes adequados e, se for
o caso, liofilizado, rotulado e submetido aos controles
requeridos.

IDENTIFICACAO

O teste deve ser realizado por um Método imunoquimico
(5.6) aprovado, utilizando anticorpos especificos para o
polissacarideo purificado.

CARACTERISTICAS

pH (5.2.19). Determinar o pH na amostra da vacina
ou, no caso do componente liofilizado, o pH deve ser
determinado apds a reconstituicdo com o diluente
adequado. Os limites devem ser determinados pelo
historico no registro do produto.
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ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Umidade residual. Proceder conforme descrito na
monografia de Vacinas para uso humano. No maximo
3,0%.

Concentracdo de Polissacarideo. A concentragdo
de PRP ¢ determinada por Método imunoquimico
(5.6), Cromatografia liquida de troca anionica com
detec¢do amperométrica pulsada (5.2.17.3) ou Ribose
por espectrofotometria (Orcinol). Se for utilizado
o teor de ribose, proceder conforme descrito em
Espectrofotometria de absorgdo no visivel (5.2.14). Para
vacina liofilizada, dissolver o conteudo de 20 frascos
em cerca de 4 mL de agua destilada e remover a lactose
por dialise. Diluir o liquido dialisado residual a 10 mL
com agua destilada e determinar o teor de ribose da
vacina conforme descrito em Concentra¢do de PRP, em
Polissacarideo Haemophilus influenzae (PRP). O teor
de PRP da vacina ¢ calculado multiplicando-se o teor
de ribose, expresso como micrograma por mililitro, por
2,488. No minimo 80% da concentracdo declarada no
rétulo.

Distribui¢io por tamanho molecular. E a porcentagem
de PRP, eluido antes de um dado valor Kd ou dentro de
uma faixa de valores Kd, determinada por Cromatografia
liquida de alta eficiéncia (5.2.17.4) de exclusdo por
tamanho, conforme descrito em Distribuicdo por
tamanho molecular, para o Polissacarideo Haemophilus
influenzae (PRP). Para um lote de vacina, uma amostra
de 5 doses da vacina € diluida em 2,5 mL de Fase movel.
Um valor aceitavel ¢ estabelecido, especificamente, para
o produto e cada lote de vacina deve cumprir com esse
limite. Os limites para produtos aprovados, utilizando
as fases estacionarias indicadas, sdo listados, para
informagao, na Tabela 2.

Polissacarideo livre. No maximo 20%. A concentracao
de PRP livre ¢ determinada apds a remocdo do
conjugado por formacdo de um complexo PRP-proteina
carreadora-anticorpo ou por outros métodos validados.
Verificar no sobrenadante, por Método imunoquimico
(5.6), o teor de polissacarideo de Hib e a auséncia de
conjugado. Calcular a porcentagem de polissacarideos
livres na vacina segundo a expressao:

teor de PRP do sobrenadante

% de PRP livre =

x 100

teor total de PRP da vacina

Timerosal. Quando aplicavel, proceder conforme
descrito na monografia de Vacinas para uso humano. No
maximo 200 ppm. E facultada ao produtor a utilizagdo
do resultado obtido no produto antes do envase.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA
Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

Endotoxinas bacterianas (5.5.2.2). Cumpre o teste.
No maximo 25 UE/dose. Caso a vacina contenha algum
componente que possa interferir no ensaio, deve ser
realizado o teste de Pirogénios (5.5.2.1).

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Vacinas para
uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislag@o vigente.

VACINA HEPATITE B
(RECOMBINANTE)

Vaccinum hepatitidis B ADN
recombinatum

Avacina contra hepatite B recombinante ¢ uma suspensao
de antigeno (HBsAg) purificado da superficie do virus
da hepatite B, adsorvido pelo hidréxido de aluminio ou
fosfato de aluminio, podendo conter conservante. Esta,
também, presente o gene S ou combinagdo dos genes S
e pré-S2 ou dos genes S, pré-S2 e pré-S1. Tem o aspecto
de suspensdo opalescente que ndo apresenta grumos ou
particulas estranhas.

A vacina é produzida pela expressdo do gene viral
codificado para o antigeno de superficie do virus da
hepatite B (HBsAg) em cepa recombinante de leveduras
ou em cultura de células suscetiveis. O antigeno
produzido cumpre os testes de esterilidade, retencao
de plasmidio e consisténcia antigénica. No caso de
utilizacdo de cultura de células de mamiferos, o antigeno
produzido tem que demonstrar auséncia de micoplasmas
e virus. Além disso, as células (célula hospedeira em
combinacdo com o vetor de expressdo do antigeno)
utilizadas na produgdo s8o necessariamente procedentes
de banco de células aprovado pela autoridade regulatéria
nacional.

O antigeno de superficie recombinante (HBsAg)
¢ purificado por varios métodos fisico-quimicos e
formulado em gel de hidroxido de aluminio ou fosfato
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de aluminio. Os controles citados a seguir sdo pré-
requisitos para a formulagdo da vacina.

ADN residual. No minimo 100 pg/dose individual
humana.

Proteinas. Determinadas por método apropriado.

Concentracio antigénica. método

imunoquimico validado.

Avaliada por

Identificacdo. Avaliada por método imunoquimico
validado.

Pureza. Determinada por comparagdo com vacina
de referéncia utilizando método adequado como
cromatografia liquida ou SDS-PAGE. Apresenta, no
minimo, 95% de proteinas do antigeno de superficie do
virus da hepatite B.

Ions inorgénicos. Os residuos de ions inorganicos,
provenientes de sais utilizados no processo de produgéo,
sdo determinados por métodos adequados.

Esterilidade. Cumpre o estabelecido na monografia de
Vacinas para uso humano.

Soro animal. Se ¢ utilizado soro de origem animal nos
processos de produgio, o residuo de soro ndo ¢ superior
a 1 pL/L de vacina.

Outros componentes. Proteinas, lipideos, acido
nucleico e carboidratos, também sdo determinados.

Antes do envase o produto ¢ submetido a controles de
adjuvante, conservante e esterilidade.

A vacina ¢é envasada em recipientes adequados, rotulada
e submetida aos controles requeridos.

Outras informagdes relativas a produgdo e seus controles
estdo indicadas na monografia de Vacinas para uso
humano.

IDENTIFICACAO

O Doseamento pode ser utilizado.

CARACTERISTICAS
Determinacio de volume (5.1.2). Cumpre o teste.
ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Aluminio. Proceder conforme descrito na monografia
de Vacinas para uso humano. No maximo 1,25 mg/dose
individual humana. E facultada ao produtor a utilizagdo
do resultado obtido no produto antes do envase.

Timerosal. Proceder conforme descrito na monografia
de Vacinas para uso humano. No maximo 200 ppm. E
facultada ao produtor a utilizagdo do resultado obtido no
produto antes do envase.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Esterilidade (5.5.3.2.1). Proceder conforme descrito na
monografia de Vacinas para uso humano.

Pirogénios (5.5.2.1). Cumpre o teste.

Endotoxinas bacterianas (5.5.2.2). No maximo 10 UE/mL.

DOSEAMENTO

Preparar, no minimo, trés dilui¢des da vacina e de uma
vacina de referéncia em solugdo isotonica de cloreto de
sodio, contendo o adjuvante de aluminio utilizado na
vacina. Cada diluicdo ¢ inoculada por via intraperitoneal,
em pelo menos, 10 camundongos BALB/c de haplotipo
H-29 ou H-2d. Um grupo de animais ¢ inoculado
somente com o diluente. Os animais utilizados devem
ter o mesmo sexo. Apds quatro a seis semanas da
inoculagdo, anestesiar e sangrar todos os animais.
Separar individualmente os soros e determinar a presenga
de anticorpos para o virus da hepatite B por método
imunoenzimatico. Registrar o numero de animais que
demonstram soroconversao em cada diluigdo e calcular
a DE,, (dose efetiva 50%), assim como a poténcia
relativa por um método estatistico adequado. O ensaio ¢
considerado valido se (a) a DE,  encontrada estiver entre
a menor ¢ a maior concentra¢ao de vacina inoculada nos
camundongos; (b) a andlise estatistica ndo demonstrar
desvio de linearidade e paralelismo; (c) o limite de
confianga da poténcia relativa estiver entre 30% e 300%.

O limite de confianca superior da poténcia relativa é, no
minimo, 1.

Métodos in vitro validados, tais como ensaio
imunoenzimatico e radio-imunoensaio, utilizando
anticorpos monoclonais especificos para antigeno
HBsAg, também podem ser utilizados.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Proceder conforme descrito na monografia de Vacinas
para uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislacao vigente.

VACINA MENINGOCOCICA ACWY
(POLISSACARIDICA)

Vaccinum meningococcale
polysaccharidicum

A vacina meningocécica ACWY (polissacaridica) ¢ uma
preparagdo liofilizada de um ou mais polissacarideos
capsulares purificados, obtida a partir de uma ou mais
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cepas de Neisseria meningitidis grupos A, C, Y e W
capazes de produzir polissacarideos.

1352

O polissacarideo meningocécico grupo A consiste de
unidades repetidas, parcialmente acetiladas, de N-acetil
manosamina unidas por liga¢des fosfodiéster 1o.—6.

O polissacarideo meningocdcico grupo C consiste de
unidades repetidas parcialmente acetiladas do acido
N-acetilneuraminico, unidas por ligagdes glicosidicas
20—9.

O polissacarideo meningocdcico grupo Y consiste
de unidades alternadas de acido sialico e glicose,

parcialmente  O-acetiladas, wunidas por ligacdes
glicosidicas 2a—6 ¢ la—4.
O polissacarideo meningococico grupo W .. consiste

de unidades alternadas de 4cido sialico e galactose,
parcialmente = O-acetiladas, wunidas por ligacGes
glicosidicas 2a—6 e la—4.

O componente ou componentes devem ser estabelecidos
no rotulo da vacina, juntamente com ions de célcio ¢ a
umidade residual, representando mais de 90% da massa
do produto.

A producdo dos polissacarideos meningococicos
¢ baseada no sistema de lote semente, que ¢ uma
quantidade de ampolas mantidas a -70 °C contendo M.
meningitidis, de composi¢ao uniforme, obtido a partir
de uma cepa liofilizada de procedéncia conhecida. As
informagoes relativas a cepa devem incluir caracteristicas
bioquimicas e sorologicas. Os meios de cultura sélidos
e liquidos utilizados, respectivamente, para preservar a
viabilidade da cepa e nos cultivos de producdo devem
ser isentos de proteinas de origem animal. A pureza da
cultura deve ser avaliada pela morfologia das colonias,
exame microscopico, inoculagdo da amostra em meios
de cultivo adequados ¢ aglutinacdo da cultura com
antissoro especifico.

O método de producdo deve resultar em vacinas
meningococicas polissacaridicas com capacidade
imunogénica e isenta de toxicidade.

Os polissacarideos sdo purificados através de
procedimentos efetivos na remogao de acidos nucleicos,
proteinas e lipopolissacarideos.

A etapa final de purificagdo consiste de precipitacdo dos
polissacarideos por etanol, secagem e armazenamento a
-20 °C. A perda no processo de secagem ¢ determinada
por termogravimetria e o valor obtido ¢ utilizado para
calcular os resultados de outros testes fisico-quimicos
com referéncia a base seca.

Somente os polissacarideos purificados que cumprirem
o0s requisitos a seguir podem ser utilizados na preparagao
da vacina produto a granel.

Identificacdo. O teste de identificagdo deve ser
realizado por um Método imunoquimico (5.6) aprovado,

utilizando anticorpos especificos para cada grupo de
polissacarideos.

Umidade residual. Proceder conforme descrito na
monografia de Vacinas para uso humano. No maximo
20%.

Proteina. Proceder conforme descrito em

Espectrofotometria no visivel (5.2.14).

Solu¢do padrdo estoque de BSA 0,02% (albumina
sérica bovina): pesar 20 mg de albumina sérica bovina e
transferir para baldo volumétrico de 100 mL. Completar
o volme com agua destilada.

Solugdo A: dissolver 2 g de carbonato de sddio em 100
mL de hidréxido de sodio 0,1 M.

Solugdo B: dissolver 1 g de sulfato de cobre penta-
hidratado (CuSO,.5H,0) em 100 mL de 4gua destilada.

Solugdo C: dissolver 2 g de tartarato de so6dio/potéssio
em 100 mL de dgua destilada. Preparar essa solugcdo no
momento do uso.

Solugdo alcalina de cobre: misturar com agitacdo 0,5
mL da Solugdo B e 0,5 mL da Solu¢do C e completar
para 50 mL com a Solugdo A.

Pipetar para tubos de ensaio os volumes de Solugdo
padrado estoque de BSA 0,02% (albumina sérica bovina)
e agua destilada, descritos na Tabela 1, para construgdo
da curva analitica:

Tabela 1 — Valores de concentragdo e volume
de solugdo padrao estoque de BSA e volume
de 4gua destilada usados no teste

Concentragdo Volume de Volume de dgua
de BSA BSA estoque destilada
(ug/mL) (L) (uL)

10 10 190
25 25 175
50 50 150
100 100 100
150 150 50
200 200 ---

Diluir a amostra para aproximadamente 10 mg de
polissacarideo seco por mililitro. Retirar trés aliquotas
de 200 pL da solugdo da amostra. Preparar o ensaio
em branco com 200 pL de adgua destilada. Adicionar ao
branco, padrdes e amostras 1 mL de Solugdo alcalina de
cobre. Homogeneizar e aguardar 10 minutos. Adicionar
100 pL de reagente fosfomolibdotiingstico (reagente de
Folin-Ciocalteau-fenol) 2 M diluido em agua destilada
na propor¢do 1:1. Homogeneizar imediatamente e
aguardar 30 minutos. Caso seja observada turvagdo,
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centrifugar as amostras e fazer a leitura das absorbancias
no comprimento de onda de 750 nm. Tragar a curva
analitica, concentracdo de BSA (ug/mL) versus leituras
de absorvancia, com os resultados obtidos nas diversas
dilui¢bes e calcular, através da mesma, a concentragao
de proteina na amostra em microgramas por mililitro.

Calcular o percentual de proteina residual, segundo a
expressao:

%proteina = % x100
a

em que
Cp = concentragdo obtida da curva analitica (ug /mL);

Ca = concentracdo da amostra (ug polissacarideo seco/
mL).

No maximo 1% (p/p) de proteina no polissacarideo,
calculada em relagdo a base seca.

Fenol residual. Diluir a amostra para aproximadamente
10 mg de polissacarideo seco por mililitro. Em um tubo
de ensaio, adicionar uma gota dessa solugéo e, em outro
tubo, fazer um controle positivo adicionando uma gota
da Solugdo padrao de fenol. Adicionar aos tubos os
seguintes reagentes: cinco gotas de agua destilada; uma
gota de Tampdo alcalino pH 9,8; uma gota da Solugdo de
4-aminoantipirina; uma gota da Solugdo de ferricianeto
de potassio e uma gota de Fosfato monopotdssico M.
A reag@o nao devera desenvolver coloragdo vermelho
sangue. Nao deve ser detectado fenol.

Solugdo A: pesar 0,05 g de fenol (congelado) e completar
o volume para 1000 mL com agua destilada.

Solugdo padrdo de fenol: retirar uma aliquota de 20 mL
da Solugdo A estoque e completar o volume para 1000
mL com agua destilada.

Tampao alcalino pH 9,8: pesar 6,36 g de carbonato de
sodio anidro e 3,36 g de bicarbonato de s6dio. Adicionar
agua destilada até completar o volume para 1000 mL. O
pH devera ser de 9,8. Conservar em geladeira ao abrigo
da luz.

Solugdo de 4-aminoantipirina: pesar 3 g de
4-aminoantipirina e adicionar a4gua destilada até
completar o volume para 1000 mL. A solucdo devera ser
preparada no momento do uso.

Solugcdo de ferricianeto de potassio: pesar 12 g de
ferricianeto de potassio e adicionar agua destilada
até completar o volume para 1000 mL. Conservar em
geladeira ao abrigo da luz.

Solug¢do de fosfato de potdssio monobadsico M: pesar 136
g de fosfato de potassio monobasico e adicionar agua
destilada até completar o volume para 1000 mL.

Acido nucleico. Proceder conforme descrito em
Espectrofotometriaultravioleta (5.2.14). Diluir aamostra
em baldo volumétrico de 10 mL para uma concentragdo
de aproximadamente 10 mg de polissacarideo seco por
mililitro. Medir a absorvancia da solugdo resultante em
260 nm, utilizando 4gua destilada para ajuste do zero.
Calcular o percentual de 4cido nucleico segundo a
expressao:

%AcNu = E x50
m

em que
%AcNu = % de acidos nucleicos;

La = leitura da amostra;

m = massa do polissacarideo seco (mg).

No méximo 1% (p/p) do polissacarideo, calculado em
relagdo a base seca.

Distribuicio por tamanho molecular. Proceder
conforme descrito em Cromatografia a liquido de alta
eficiéncia (5.2.17.4) de exclusdo por tamanho. Pesar 5
mg de polissacarideo em microtubos de polipropileno de
1 mL e dissolver em 1 mL de Fase movel. Equilibrar o
sistema de cromatografia a liquido através da passagem
da Fase movel por uma coluna de gel filtragdo de matriz
polimérica hidrofilica de 300 x 7,8 mm para particulas
de 10 um, a uma velocidade de fluxo de 0,8 mL/minuto,
até a obtencdo de uma linha estdvel em temperatura
constante de 40 °C. Injetar 50 uL dos Marcadores de
V, e V, da coluna e das amostras. Verificar os tempos
de retengdo dos Marcadores € calcular o V, da amostra,
segundo a expressdo:

V.=Kdx(V,=V)+V,

em que

V. = volume de eluigio;

Kd = coeficiente de distribuicao;

V, = volume de elui¢do do marcador de V ;
V, = volume de eluigdo do marcador de V.

Realizar o calculo da area correspondente ao volume de
eluicdo (V) utilizando Kd igual 0,5. No minimo 65%
do polissacarideo do grupo A, 75% do polissacarideo
do grupo C e 80% dos polissacarideos grupos Y e W,
respectivamente, deve ser eluida antes de se atingir um
Kdigual a 0,5.

Fase movel: misturar 1220 mL da Solu¢do A com 780
mL da Soluc¢do B, verificar o pH ¢ ajusta-lo para 7,0.
Adicionar acetonitrila, de forma que a mesma esteja
presente a uma concentragdo final de 15% (v/v).

Solugdo A: pesar 39,749 g de fosfato de sddio dibésico e
completar o volume para 1400 mL com agua destilada.
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Solugdo B:pesar22,078 g de fosfato de sodio monobasico
monoidratado e completar o volume para 800 mL.

Marcadores: V= padrdo de Pullulan 1,6 x 106 e V, =
sacarose. Pesar 5 mg de marcador, em microtubos de
polipropileno de 1 mL, dissolvendo-os em 1 mL de Fase
movel.

Grupos O-acetil. O teste ¢ realizado somente nos
polissacarideos A e C. Proceder conforme descrito

em Espectrofotometria no visivel (5.2.14). Para o
polissacarideo A, diluir a amostra para aproximadamente
10 mg de polissacarideo seco por mililitro e preparar uma
solugdo amostra diluida (1:20). Para o polissacarideo
C, diluir a amostra para aproximadamente 10 mg
de polissacarideo seco por mililitro e preparar uma
solugdo amostra diluida (1:10). Seguir a tabela abaixo
adicionando os seguintes volumes nos respectivos tubos.

Tabela 2 — Preparacdes das solugdes branco, padrdes e amostras.

) Solugdo padrao de
Agua destilada trabalho de acetilcolina Polissacarideo A: Polissacarideo C:
P (nL) amostra 1:20 (uL) amostra 1:10 (uL)
Substincias 600 pg/mL (L)
Branco 1000 - — —
- - 1000 -
Amostras
--- - - 1000
P1 (30 ppm) 950 50 - .
P2 (120 ppm) 800 200 — -
P3 (240 ppm) 600 400 — -
P4 (480 ppm) 200 800 - -
P5 (600 ppm) -—- 1000 - .

Solucdo alcalina de hidroxilamina: misturar em volumes
iguais as Solugoes A e B no momento do uso.

Solugdo A: pesar 13,9 g de cloridrato de hidroxilamina
e adicionar agua destilada para 100 mL. Conservar a
solucdo a 4 °C.

Solu¢do B: pesar 140 g de hidroxido de sddio e adicionar
agua destilada para 1000 mL.

Solugdo C: pesar 1,5 g de cloreto de acetilcolina e
adicionar 4dgua destilada para 100 mL.

Acido cloridrico 1:3: adicionar em um frasco graduado
200 mL de acido cloridrico concentrado e completar
com agua destilada para 600 mL.

Solugdo de cloreto férrico 0,37 M: pesar 50 g de cloreto
férrico hexa-hidratado e adicionar acido cloridrico 0,1
M para 500 mL.

Solugées padrdo de trabalho de acetilcolina (600 pg/
mL): diluir a Solu¢do C na proporg¢do de 1:25 em agua
destilada.

Procedimento: adicionar 2 mL de Solucdo alcalina de
hidroxilamina. Aguardar 2 minutos, adicionar 1 mL de
Acido cloridrico 1:3 e 1 mL de Solucdo de cloreto férrico
0,37 M. Medir as absorvancias das solugdes resultantes
em 540 nm e tragar a curva analitica.

Calcular a concentragado de O-acetil segundo a expressao:
em que

O-acetil = concentragdo de grupos O-acetil (umoles/
mg);

La = leitura da amostra (umol/mL);
m = massa do polissacarideo seco (mg).

A concentra¢do por grama de polissacarideo calculada
em relagdo a base seca deve cumprir com os limites de
2,0 mmol/g (p/p) para o grupo A, 1,5 mmol/g (p/p) para
o grupo C e 0,3 mmol/g (p/p) para os grupos Y e W135.

Fésforo. Proceder ao teste no polissacarideo A, conforme
descrito em Espectrofotometria no visivel (5.2.14).
Diluir a amostra para aproximadamente 10 mg de
polissacarideo seco por mililitro. Preparar uma solucéo
amostra diluida (1:20). Realizar o teste da amostra em
triplicata. Adicionar ao tubo de ensaio do branco, 0,1
mL de agua destilada e nos tubos de ensaio da amostra,
0,1 mL da amostra diluida (1:20). Adicionar 0,1 mL de
Reativo de mineraliza¢cdo no branco ¢ nas amostras.
Levar os tubos a termobloco a 250 °C durante 4 horas.
Deixar esfriar e, em seguida, adicionar a cada tubo 3,9
mL de agua destilada. Pipetar para tubos de ensaio os
seguintes volumes da Solugdo padrdo de fosforo 5 pg/
mL e 4dgua destilada, para construg@o da curva analitica,
conforme a tabela a seguir.
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Tabela 3 — Preparacées das solucdes padroes de fosforo para construcio da curva analitica.

Concentragdo de fosforo (ug/tubo) I;Zzl;:)";;o(ff:) s;::;::{ ?"::Z)o Volume de dgua destilada (mL)
0 0 4,0
1,0 0,2 3,8
2,0 0,4 3,6
4,0 0,8 3,2
8,0 1,6 2,4

Adicionar 4 mL do Reativo de coloragdo a cada tubo da
curva analitica e amostras. Homogeneizar e incubar o
conjunto de tubos em banho-maria a 37 °C por 2 horas.
Deixar esfriar. Medir as absorvancias das solugdes
resultantes em 825 nm. Tragar a curva analitica em
microgramas de fosforo por tubo versus absorvancia.

Reativo de mineraliza¢do: em baldo volumétrico de 10
mL, adicionar 5 mL de acido sulfurico concentrado e
completar o volume com acido perclorico a 70% (p/p).
Armazenar a solugdo a 4 °C.

Reativo de coloragdo: no momento de utilizagdo da
solugdo, adicionar em uma proveta 24 mL de agua
destilada e acrescentar 12 mL de acido sulfarico 3 M, 12
mL de solugo de molibdato de amoénio a 2,5% (p/v) e 12
mL de solucdo de acido ascorbico 10%. Homogeneizar
e reservar.

Solugdo padrdo de fosforo a 5 pg/mL: essa solugdo deve
ser preparada por dilui¢do a (1:20) da Solugdo padrao de
Jfosforo 100 ug/mL.

Solu¢do padrao de fosforo 100 ug/mL: dissolver 109,7
mg de fosfato de potassio monobasico, previamente
dessecado, em 100 mL de agua destilada. Transferir para
baldo volumétrico de 250 mL e completar o volume até
o traco de aferig@o.

Calcular o percentual de fosforo nas amostras, de acordo
com a seguinte expressao:

%fosforo = T—f x 200
m

em que
Tf = teor de fosforo encontrado na curva (ug);
m = massa seca da amostra (mg).

No minimo 8% (p/p) do polissacarideo do grupo A,
calculado com referéncia ao peso seco.

Acido sialico. O teste é realizado para os polissacarideos
C, W e Y. Proceder conforme descrito em
Espectrofotometria no visivel (5.2.14). Diluir a amostra
para aproximadamente 10 mg de polissacarideo seco
por mililitro. Preparar uma solugdo da amostra diluida

(1:100). Adicionar em 8 tubos de ensaio, respectivamente,
2mL, 1,5mL, 1,9mL, 1,8 mL, 1,6 mL, 1,2 mL, 0,5 mL
e 0 mL de agua destilada. Considerar o primeiro tubo
como branco e acrescentar no segundo tubo 0,5 mL da
amostra de polissacarideo diluida (1:100) e em cada
um dos seis tubos restantes adicionar, respectivamente,
0,1 mL, 0,2 mL, 0,4 mL, 0,8 mL, 1,5 mL ¢ 2 mL de
Solugdo estoque de dcido N-acetil neuraminico (NANA)
na concentracdo de 80 pg/mL e agitar. Para cada tubo
(branco, padrdo e amostra) adicionar 2 mL do Reativo
de coloracdo. Agitar e colocar o conjunto de tubos
em banho-maria a 100 °C durante 15 minutos. Apos
resfriar os tubos em banho de gelo durante 10 minutos,
adicionar em cada tubo 4 mL de Fase orgdnica e agitar
durante 30 segundos. Medir a absorvancia das solugdes
resultantes em 585 nm, utilizando branco para ajuste do
zero. Somente a parte superior (coloracdo azul) deve ser
submetida a leitura. Tragar a curva analitica a partir dos
dados obtidos.

Solugdo de resorcinol 4%: dissolver 2 g de resorcinol
em baldo volumétrico contendo 2/3 de agua destilada e
completar o volume até 50 mL com agua destilada. Esta
soluc@o limpida ¢ conservada a 4 °C por uma semana.
Caso aparega uma colorag@o rosea, a solucdo deve ser
desprezada.

Solug¢do de sulfato de cobre 0,1 M: dissolver 2,497
g de sulfato de cobre em baldo volumétrico contendo
2/3 de agua destilada e completar o volume até 100 mL
com agua destilada. A solu¢do deve ser conservada a
temperatura ambiente.

Fase orgadnica: em balao volumétrico de 100 mL,
adicionar 15 mL de 1-butanol e completar o volume com
acetato de butila.

Solugdo estoque de acido N-acetil neuraminico (NANA):
em baldo volumétrico de 100 mL adicionar 40 mg de
acido N-acetil neuraminico. e completar o volume com
agua destilada. Distribuir 2 mL desta solug@o em frascos
de pequeno volume e congelar a — 20 °C.

Solugdo de trabalho a 80 ug/mL: em baldo volumétrico
de 10 mL adicionar 2 mL da Solugdo estoque de acido
N-acetil neuraminico (NANA) e completar o volume
com agua destilada.

Reativo de coloragdo: no momento do uso, adicionar em
baldo volumétrico de 50 mL, 40 mL de 4cido cloridrico
concentrado, 2,5 mL de Solu¢do de resorcinol 4% e 0,25
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mL de Solugdo de sulfato de cobre 0,1 M. Completar a
50 mL com agua destilada.

Calcular a porcentagem de acido sidlico segundo a
expressao:

Tcx291,80x100

0/ A L
A = 0.5%309.08

em que
%AcSi = porcentagem de 4cido sialico;
Tc = teor encontrado na curva;

m = massa seca da amostra (mg).

No minimo 80% (p/p) do polissacarideo do grupo
C, quando se utiliza acido N-acetil neuraminico para
preparar a solucdo de referéncia. No minimo 56% (p/p)
dos polissacarideos grupos Y € W ... As solugdes de
referéncia utilizadas sdo acido N-acetil neuraminico e
glicose para o grupo Y, e acido N-acetil neuraminico e
galactose para o grupo W ..

Calcio. Diluir a amostra para aproximadamente 10 mg
de polissacarideo seco por mililitro. Em um erlenmeyer
colocar exatamente 1 mL de amostra, 25 mL de agua
destilada, indicador (calcon) e 2 mL de Solu¢do de
hidroxido de sodio 10%. Titular com Solug¢ao de EDTA
0,005 M até mudanca de coloragdo do indicador. Realizar
em paralelo, prova em branco.

Solugdo de EDTA 0,005 M: dissolver 925 mg de edetato
dissodico em baldo volumétrico e completar o volume
até 500 mL com agua destilada.

Solu¢do de hidroxido 10%: pipetar 20 mL de uma
solugdo de hidroxido de sodio a 50% (p/v) para baldo
volumétrico e completar o volume até 100 mL com agua
destilada.

Calcular a concentragdo de calcio pela equacao.

VxNx £x0,04x100
massa do polissacarideo seco (g)/10

%Calcio =

em que
V' = volume gasto de EDTA (mL);
N = normalidade do EDTA;

f = fator de correcdo do EDTA;
0,04 = mEq do calcio.

Esterilidade (5.5.3.2.1). Utilizar para cada meio de
cultivo 10 mL ou o equivalente a 100 doses, o que for
menor. Cumpre o teste.

Pirogénios (5.5.2.1). Diluir o polissacarideo para 0,025
pg/mL e injetar 1 mL/kg. Nao reutilizar os animais
usados no teste. Cumpre o teste.

No preparo da vacina produto a granel podem ser
adicionados um adjuvante, um conservante ¢ um
estabilizador, antes da dilui¢do final com diluente
adequado. Antes do envase, as amostras do produto
devem ser submetidas ao teste de Esterilidade. Se
cumprir o requisito, o produto é envasado em recipientes
adequados, liofilizado, rotulado e submetido aos
controles requeridos.

IDENTIFICACAO

O teste de identificacdo deve ser realizado por um Método
imunoquimico (5.6) aprovado, utilizando anticorpos
especificos para cada grupo de polissacarideos.

CARACTERISTICAS

Aspecto. As vacinas liofilizadas devem apresentar-se na
forma de uma pastilha movel e de cor branca. Apos a
reconstitui¢do com o diluente, a vacina deve apresentar-
se como uma solugdo limpida e incolor.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Umidade residual. Proceder conforme descrito na
monografia de Vacinas para uso humano. No maximo
3%.

Distribuicio por tamanho molecular. Proceder
conforme descrito em Distribuicdo por tamanho
molecular para os polissacarideos purificados, por
exclusdo de tamanho.

Para uma vacina grupos A ¢ C, 65% e 75%,
respectivamente, dos grupos A e C sdo eluidos antes do
Kd (coeficiente de distribui¢do) igual a 0,50.

Para uma vacina tetravalente (grupos A, C, Y e
W135), quando se aplica a cromatografia e um método
imunoquimico, os Kd para um pico principal devem ser
menores ou iguais a 0,70 para os grupos A e C, 0,57 para
o grupo Y e 0,68 para o grupo W135.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA
Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

Pirogénios (5.5.2.1). Diluir as vacinas para conter em
cada mL 0,025 pg de polissacarideo para uma vacina
monovalente, 0,050 pg de polissacarideo para uma
vacina divalente e 0,10 ug para uma vacina tetravalente.
Injetar 1 mL/kg. Nao reutilizar os animais usados no
teste. Cumpre o teste.
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DOSEAMENTO

Concentraciio dos polissacarideos sorogrupos A, C e
W

135°

Para a realizaco do teste deve ser utilizado equipamento
de eletroforese capilar contendo estabilizador eletronico
digital microprocessado, detector UV com comprimento
de onda de 200 nm, ldmpada de deutério e amostrador
automatico, acoplado a um sistema computadorizado
com software de aquisigdo e processamento dos
resultados. Utilizar voltagem de 10,0 KV, corrente na
faixa de 40-60 pA, poténcia 0,5 W e pressao de injegdo
50 mbar.

Equilibrar o sistema para realizagdo da analise
acondicionando o capilar com hidréxido de sédio M
durante 20 minutos, com hidréxido de sodio 0,1 M por
10 minutos e com agua ultrapurificada durante 5 minutos.

Solugdo de fosfato de sodio dibasico 0,2 M: pesar em
um frasco de 100 mL, 2,8 g de fosfato de sddio dibasico
em balanga analitica, dissolver em aproximadamente
70,0 mL de agua ultrapurificada em banho ultrassonico
até sua dissolugdo total e ajustar o pH com solugdo
acido cloridrico 0,1 M até pH 7,0. Transferir a solugdo
para baldo volumétrico de 100 mL e adicionar agua
ultrapurificada até completar o volume. Homogeneizar
a solugdo.

Solugdo tetraborato de sodio 0,2 M: pesar em um
frasco de 100 mL, 4,024 g de tetraborato dissodico
em balanga analitica, dissolver em aproximadamente
70 mL de agua ultrapurificada em ultrassom com
aquecimento (faixa de temperatura de 40 45 °C) por
aproximadamente 30 minutos até dissolucdo total dos
cristais. Transferir a solugdo para baldo volumétrico de
100 mL, adicionar agua ultrapurificada até completar o
volume. Homogeneizar a solugio.

Tampdo de fosfato-borato: retirar aliquota de 4 mL da
Solugdo de fosfato de sodio dibasico 0,2 M, juntar com
1 mL Solugado tetraborato de sodio 0,2 M e 10 mL de
agua ultrapurificada. Propor¢do de 4:1:10. O pH final
desta solucdo ¢ 9,0. A solucdo tampdo deve ser filtrada
com filtro de 0,22 pm de tamanho de poro, antes de ser
utilizada.

Solugdo de hidroxido de sodio M: pesar em um frasco
de 100 mL, 4 g de hidroxido de sédio e dissolver em
aproximadamente 70 mL de agua ultrapurificada.
Transferir a solugdo em baldo volumétrico de 100 mL e
adicionar agua ultrapurificada até completar o volume.
Homogeneizar a solugdo. A solucdo deve ser filtrada
com filtro de 0,22 um de tamanho de poro, antes de ser
utilizada.

Solucgdo de hidréxido de sédio 0,1 M diluir 10 vezes a
Solugdo de hidroxido de sédio M. A solugdo deve ser
filtrada com filtro de 0,22 pm de tamanho de poro, antes
de ser utilizada.

Preparar padrdes dos polissacarideos A, C ¢ W, a

serem utilizados na curva de calibrag?o, na concentragéo

de 500 pg/mL. Reconstituir a vacina meningococica
com Tampdo de fosfato-borato e filtra-la com filtro de
0,22 pm de tamanho de poro antes de tranferi-la para os
frascos de amostragem do equipamento.

As solugdes padrao utilizadas como pontos da curva de
calibragdo devemserpreparadasemtubosdeensaio (5 tubos
=P1, P2, P3, P4 e P5), adicionando-se, respectivamente,
450 pL, 600 pL, 750 puL, 900 puL e 1050 pL da solucdo
contendo 500 png/mL de polissacarideo de cada sorogrupo
e, também respectivamente, 1050 puL, 900 uL, 750 uL, 600
pL e 450 pL de Tampado de fosfato-borato. (Observagao:
filtrar com filtro de 0,22 pm de tamanho de poro todos os
pontos das curvas antes de transferi-los para os frascos de
amostragem do equipamento).

Construir a curva de calibragdo para cada sorogrupo de
polissacarideo por regressdo linear (concentragdo dos
pontos da curva versus areas dos sinais obtidos) para os
padroes dos sorogrupos W ., C e A.
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Calcular a concentragdo da amostra a partir dos resultados
das areas plotadas em cada curva de padrdo de cada
polissacarideo (W .., C e A) conforme a equagdo da reta:
y=ax+b.
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(y=b)

a

Concentracdo de polissacarideo (pg/mL) =

Concentracdo de polissacarideo (pg/dose) =
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em que

y = area relativa a cada polissacarideo;
a = coeficiente angular;
¢ = coeficiente linear;

2,5 = volume de tampdo usado para reconstitui¢ao do
liofilo;

10 = nimero de doses da vacina.
Os seguintes métodos também podem ser utilizados:

Parauma vacinados grupos Ae C, verificar a concentragao
de fosforo e acido sialico como ja descritos.

Para uma vacina tetravalente, utilizar um método
imunoquimico adequado com um padrdo de referéncia
para cada um dos grupos A, C,Y e W ...

Cada polissacarideo deve estar contido na vacina na
faixa de 70 a 130% do valor estabelecido no rétulo.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Vacinas para
uso humano.
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ROTULAGEM

Observar a legislagao vigente.

VACINA MENINGOCOCICA C
(CONJUGADA)

Vaccinum meningococcale classis C
conjugatum

A vacina meningocdcica grupo C (conjugada) é uma
preparagdo liquida ou liofilizada de polissacarideo
capsular, obtido a partir de uma cepa adequada de
Neisseria meningitidis grupo C, covalentemente ligado
a uma proteina carreadora.

O polissacarideo meningocdcico grupo C consiste de
unidades repetidas de &cidos sidlicos, parcialmente
O-acetilado ou O-desacetilado, ligadas com pontes
glicosidicas 2a—9. A proteina carreadora, quando
conjugada ao polissacarideo meningocdcico grupo C,
¢ capaz de induzir uma resposta imune dependente de
célula-T. A vacina pode conter um adjuvante.

A produgdo do polissacarideo meningocdcico grupo
C ¢ baseada no sistema de lote semente, que ¢ uma
quantidade de ampolas contendo N. meningitidis grupo
C liofilizado, de composi¢ao uniforme, obtido a partir de
uma cepa liofilizada de procedéncia conhecida. Os meios
de cultura utilizados para preservar a viabilidade da cepa
liofilizada n3o devem ser constituidos de proteinas de
origem animal. A pureza da cultura deve ser avaliada
pela morfologia das colonias, exame microscopico,
inoculagdo da amostra em meios de cultivo adequados e
aglutinagdo da cultura com anti-soro especifico.

A N. meningitidis grupo C ¢é cultivada em um meio
liquido adequado, que ndo contém polissacarideos de
alto peso. A cultura pode ser inativada por calor ¢ filtrada
antes da precipitagdo do polissacarideo. O precipitado
¢ purificado por métodos adequados para a remogdo
de acidos nucleicos, proteinas e lipopolissacarideos;
a etapa final de purificagdo deve consistir de uma
precipitacdo com etanol, podendo também ser incluida
uma ectapa de O-desacetilagdo. As substancias volateis
no polissacarideo purificado, inclusive agua, sdo
determinadas por termogravimetria ou outro método
adequado. O valor ¢é utilizado para o calculo dos
resultados de outros testes com referéncia a substancia
dessecada.

Somente os polissacarideos meningocécicos grupo C que
cumprirem os requisitos a seguir podem ser utilizados na
formulago da vacina produto a granel.

Identificagdo. O polissacarideo meningococico grupo
C ¢ identificado por um Método imunoquimico (5.6)
ou outro método adequado, como espectrometria por
ressonancia magnética nuclear 1H.

Proteina. Proceder conforme descrito na monografia
de Vacina meningococica ACWY (polissacaridica). No
maximo 1,0% de proteina na substéncia seca.

Acido nucleico. Proceder conforme descrito na
monografia de Vacina  meningococica ACWY
(polissacaridica). No maximo 1,0% por grama de
polissacarideo, calculado com referéncia a substancia
seca.

Distribuicio por tamanho molecular. A porcentagem
de polissacarideo eluido antes de um dado valor Kd
(coeficiente de distribui¢do) ou dentro de uma faixa de
valores Kd, ¢ determinada por Cromatografia a liquido
de alta eficiéncia (5.2.17.4) de exclusdo por tamanho.
Um valor aceitavel ¢ estabelecido especificamente para
o produto e cada lote do polissacarideo meningococico
grupo C deve estar de acordo com este limite.

Grupos O-acetil. Proceder conforme descrito
na monografia de Vacina meningococica ACWY
(polissacaridica). Um valor aceitavel ¢ estabelecido
para cada produto e cada lote do polissacarideo
meningococico grupo C deve estar de acordo com este
limite.

Acido sialico. Proceder conforme descrito na monografia
de Vacina meningococica ACWY (polissacaridica).
No minimo 0,800 g de acido sialico por grama de
polissacarideo meningococico grupo C.

Reagentes residuais. Quando for relevante, devem ser
realizados testes para determinar residuos de reagentes
utilizados durante a inativacdo e a purificacdo. Um
valor aceitavel para cada reagente ¢ estabelecido
especificamente para o produto e cada lote de
polissacarideo meningocécico grupo C deve estar de
acordo com este limite. Caso os métodos para remogao
de um reagente residual tenham sido validados, o teste
no polissacarideo meningocécico grupo C pode ser
omitido.

Endotoxinas bacterianas (5.5.2.2). No maximo 100
UE/ng de polissacarideo meningocécico grupo C.

PROTEINA CARREADORA

A proteina carreadora, quando conjugada ao
polissacarideo meningococico grupo C, deve ser capaz
de induzir uma atividade imunogénica adequada. A
anatoxina tetdnica ou a proteina diftérica CRM 197 sdo
aprovadas para a conjugacgdo. As proteinas carreadoras
sdo produzidas através da cultura dos respectivos
microrganismos, na qual ¢ verificada a pureza bacteriana.
O cultivo pode ser inativado e a proteina carreadora
¢ purificada por métodos adequados. A proteina
carreadora a ser utilizada no preparo do conjugado deve
cumprir com os seguintes requisitos. Os microrganismos
utilizados para a produg¢ao da proteina carreadora devem
ser cultivados em meios de cultura livres de substancias
que possam causar reac¢des toxicas ou alergénicas ao ser
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humano. Caso algum componente de origem animal for
utilizado no preparo ou preservagao do lote semente, ou
no processo produtivo, deve cumprir com as exigéncias
estipuladas pela autoridade regulatdria nacional.

Identificacdo. A proteina carreadora ¢ identificada
sorologicamente por um Meétodo imunoquimico (5.6)
adequado. Os métodos fisico-quimicos que podem
ser utilizados para caracterizar a proteina incluem
SDS-PAGE, focalizagcdo isoelétrica, CLAE, analise
de aminoacidos, sequéncia de aminodcidos, dicroismo
circular, espectroscopia de fluorescéncia, mapeamento
de peptideo e espectrometria de massa.

Anatoxina tetinica. A anatoxina tetanica ¢ produzida
como descrito na monografia de Toxoide tetanico
adsorvido. Cumpre com os requisitos para anatoxina
tetanica purificada, exceto para o teste de esterilidade,
o qual n3o ¢ requerido. O produto apresenta pureza
antigénica de, no minimo, 1500 Lf/mg de nitrogénio
proteico.

Proteina diftérica CRM 197. Contém, no minimo, 90%
de proteina diftérica CRM 197, determinada por um
método adequado. Alguns testes devem ser realizados,
para validagdo ou rotineiramente, para demonstrar
auséncia de toxicidade no produto.

O polissacarideo meningocdécico grupo C ¢ modificado
quimicamente, sendo parcialmente despolimerizado
antes ou durante o procedimento. O conjugado ¢
obtido pela ligacdo covalente do oligossacarideo
meningococico grupo C ativado e a proteina carreadora
e deve ser submetido aos seguintes controles.

Concentracio de sacarideo. O teor de sacarideo é
determinado por um teste validado adequado, como o
ensaio Acido sidlico, conforme descrito na monografia
de Vacina meningococica ACWY (polissacaridica), ¢
Cromatografia liquida de troca aniénica com detec¢do
amperométrica pulsada (5.2.17.3).

Proteina. O contetdo de proteina deve ser determinado
por um método validado e aprovado pela autoridade
regulatdria nacional. Um valor aceitavel ¢ estabelecido
para cada produto e cada lote de conjugado a granel deve
estar de acordo com este limite.

Razdo polissacarideo/proteina. Quociente entre
concentragdo de polissacarideo e concentragdo proteica.
Para cada conjugado, a relagdo deve estar de acordo com
a faixa aprovada pela autoridade regulatoria nacional.

Distribuicdo por peso molecular. A porcentagem de
polissacarideo eluido antes de um dado valor Kd ou
dentro de uma faixa de valores Kd, ¢ determinada por
Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (5.2.17.4) de
exclusao por tamanho. Um valor aceitavel é estabelecido
especificamente para o produto e cada lote de conjugado
a granel de polissacarideo deve estar de acordo com este
limite.

Polissacarideo livre. A concentragdo de polissacarideo
livre é determinada apds a remocdo do conjugado, por

cromatografias de troca idnica, exclusdo por tamanho
ou hidrofébica, ultrafiltracdo, Ensaio imunoquimico
(5.6) ou outros métodos validados. Um valor aceitavel é
estabelecido para cada produto e cada lote de conjugado
a granel deve estar de acordo com este limite.

Proteina livre. A concentracdo pode ser determinada
diretamente por um método adequado ou por derivagéo,
através do calculo dos resultados de outros testes. O
valor deve estar dentro dos limites aprovados para cada
produto.

Reagentes residuais. A remocao de reagentes residuais,
como cianeto, ¢ confirmada por testes adequados ou por
validagdo do processo.

Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste. Utilizar para
cada meio de cultivo 10 mL ou o equivalente a 100
doses, o que for menor.

No preparo da vacina produto acabado a granel podem
ser adicionados um adjuvante, um conservante ¢ um
estabilizador, antes da diluicdo final com diluente
adequado. Antes do envase, as amostras do produto
devem ser submetidas aos testes de Esterilidade e
Timerosal.

O produto ¢ envasado em recipientes adequados e, se for
o caso, liofilizado, rotulado e submetido aos controles
requeridos.

IDENTIFICACAO

O teste de identidade deve ser realizado por um Método
imunoquimico (5.6) aprovado, utilizando anticorpos
especificos para o polissacarideo purificado.

CARACTERISTICAS

pH (5.2.19). Determinar o pH na amostra da vacina
ou, no caso do componente liofilizado, o pH deve ser
determinado apos a reconstituigdo com o diluente
adequado. Os limites devem ser determinados pelo
historico no registro do produto.

Determinacio de volume (5.1.2). Cumpre o teste.

ENSAIOS FISICO-QUIMICOS

Umidade residual. Proceder conforme descrito na
monografia de Vacinas para uso humano. No maximo
3%.

Timerosal. Proceder conforme descrito na monografia
de Vacinas para uso humano. No méaximo 200 ppm. E
facultada ao produtor a utilizagio do resultado obtido no
produto antes do envase.

Aluminio. Proceder conforme descrito na monografia
de Vacinas para uso humano. No maximo 1,25 mg/dose
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individual humana. E facultada ao produtor a utilizagio
do resultado obtido no produto antes do envase.

Polissacarideo livre. A concentrag¢do de polissacarideo
livre ¢ determinada ap6s a remocdo do conjugado por
cromatografias de troca idnica, exclusdo por tamanho
ou hidrofébica, ultrafiltracdo, Método imunoquimico
(5.6) ou outros métodos validados. Um valor aceitavel
consistente com imunogenicidade adequada, conforme
descrito em estudos clinicos, ¢ estabelecido para cada
produto e cada lote final deve estar de acordo com este
limite.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA
Esterilidade (5.5.3.2.1). Cumpre o teste.

Endotoxinas bacterianas (5.5.2.2). Cumpre o teste. No
maximo 25 UE por dose humana.

DOSEAMENTO

Concentragdo de sacarideo. Determinar a
concentragdo de polissacarideo através do ensaio
Acido sidlico, conforme descrito na monografia de
Vacina meningococica ACWY (polissacaridica), ou por
Cromatografia liquida de troca aniénica com detec¢do
amperométrica pulsada (5.2.17.3). No minimo 80% da
concentragdo de polissacarideo do grupo C declarada no
rotulo.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Cumpre o estabelecido na monografia de Vacinas para
uso humano.

ROTULAGEM

Observar a legislagdo vigente.

VARFARINA SODICA COMPRIMIDOS

Contém, no minimo, 92,5% e, no maximo, 107,5%, da
quantidade declarada de C,;H ,NaO,
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IDENTIFICACAO

A. Pesar e pulverizar os comprimidos. Utilizar
quantidade do p6é equivalente a 200 mg de varfarina
sodica, adicionar 50 mL de agua, centrifugar e filtrar
o sobrenadante. Extrair com 50 mL de éter etilico
e transferir a fase aquosa para um segundo funil de
separagao, descartando a fase organica. Ajustar o pH da
fase aquosa para 2,5 com acido cloridrico. Extrair com
50 mL de cloroférmio e transferir a fase organica para um

terceiro funil de separagdo. Extrair com 50 mL de uma
solugdo de hidréxido de sddio a 0,004 (p/v), descartando
a fase organica. Ajustar o pH da fase aquosa para 2,5
com acido cloridrico. Filtrar e lavar o precipitado com
quatro porg¢des de 5 mL de agua. Caso o precipitado ndao
esteja branco ou quase branco dissolver em um volume
minimo de uma soluc¢do de hidroxido de sodio a 0,004
(p/v), diluir até 50 mL com agua e repetir o processo de
extracdo. Secar em dessecador a vacuo durante 4 horas.
O precipitado responde ao teste A. de Identificacdo da
monografia de Varfarina sodica.

B. O tempo de retengdo do pico principal do
cromatograma da Solu¢do amostra, obtida em
Doseamento, corresponde aquele do pico principal da
Solugdo padrao.

CARACTERISTICAS

Determinacio de peso (5.1.1). Cumpre o teste.
Teste de dureza (5.1.3.1). Cumpre o teste.

Teste de friabilidade (5.1.3.2). Cumpre o teste.
Teste de desintegracio (5.1.4.1). Cumpre o teste.

Uniformidade de doses unitarias (5.1.6). Cumpre o
teste.

TESTE DE DISSOLUCAO (5.1.5)
Meio de dissolucdo: dgua, 900 mL
Aparelhagem: pas, 50 rpm

Tempo: 30 minutos

Procedimento: apds o teste, retirar aliquota do meio
de dissolucdo e filtrar. Prosseguir conforme descrito
em Doseamento. Calcular a quantidade de C  H NaO,
dissolvida no meio, comparando as respostas obtidas
com a solu¢do de varfarina SQR na concentragdo de

0,0005% (p/v), preparada em Fase movel.

Tolerdncia: ndo menos que 80% (Q) da quantidade

declarada de ClngsNaO , S€ dissolvem em 30 minutos.
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TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA

Contagem do nimero total de micro-organismos
mesofilos (5.5.3.1.2). Cumpre o teste.

Pesquisa de micro-organismos patogénicos (5.5.3.1.3).
Cumpre o teste.

DOSEAMENTO

Proceder conforme descrito no método B. de Doseamento
da monografia de Varfarina sodica. Preparar a Solugdo
amostra como descrito a seguir.

Solugdo amostra: pesar e pulverizar 20 comprimidos.
Transferir quantidade do pd equivalente a 25 mg de
varfarina sodica para baldo volumétrico de 25 mL,
adicionar 15 mL de Diluente e deixar em ultrassom
durante 20 minutos. Completar o volume com Diluente,
homogeneizar e filtrar. Diluir, sucessivamente, em Fase
movel, para obter solugdo a 100 pug/mL.

Procedimento: injetar, separadamente, 20 L da Solu¢do
amostra e daSolugdo padrdo, registrar os cromatogramas
e medir a area média sob os picos. Calcular o teor de

C,H,,NaO, na amostra a partir das respostas obtidas

para a Solugdo padrdo e a Solu¢do amostra.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados e protegidos da luz.

ROTULAGEM

Observar a legislagdo vigente.
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